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Résumé

Cette étude a porté sur deux espéces les plus dominantes en Algérie Culex pipiens s.l. et
Culiseta longiareolata. Ces deux vecteurs de pathogenes posent des défis majeurs pour la santé
publique a 1’échelle mondiale, mais ont été relativement peu étudiés en Algérie. Dans la présente
recherche, nous avons dans un premier temps analysé la différenciation écologique entre Culex
pipiens pipiens et Culex pipiens molestus, deux membres du complexe Cx. pipiens, connus pour
leurs différences comportementales et physiologiques. Les caractéristiques de reproduction,
notamment les taux d’autogénie, ont été également étudiées. Neuf populations de Cx. pipiens s.l.
ont éte échantillonnées dans divers habitats urbains et ruraux dans la région de Setif, répartis entre
des sites de reproduction en surface et souterrains. L'identification moléculaire des larves, réalisée
a l'aide du locus microsatellite CQ11, a révelé que les trois biotypes (Cx. p. pipiens,
Cx. p. molestus et leurs hybrides) coexistaient en sympatrie dans les sites de reproduction en surface
et souterrains, la forme molestus étant dominante, suivie des hybrides et la forme pipiens.
Cx. p. pipiens préférait les habitats ruraux et les sites de reproduction en surface, et se caracterisait
par un comportement anautogéne. En revanche, la forme Cx. p. molestus et les hybrides ne
montraient aucune préférence spécifique pour un type particulier d’habitat ou de site de
reproduction. Cependant, ces deux formes présentaient une capacité notable a étre autogenes,
particulierement dans les sites de reproduction souterrains. De plus, les analyses confirmaient que
I’autogénie était fortement corrélée aux sites de reproduction souterrains. Simultanément, une
analyse moléculaire basée sur I'amplification du géne COI, suivie du séquencage des spécimens de
Cs. longiareolata prélevés dans quatre sites épigés, a mis en évidence la présence de cinq
haplotypes, suggérant une forte similarité au sein de la population étudiée. En outre, elle ne
présentait aucun comportement autogéne. Le second volet de cette recherche a porté sur la
caractérisation chimique des huiles essentielles de trois plantes, Cymbopogon citratus, Saccocalyx
satureioides et Pimpinella anisum, ainsi que sur I'évaluation de leur activité larvicide contre les
larves des deux espéces, Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata. Les huiles essentielles ont été obtenues
par hydrodistillation des parties aériennes séchées, avec des rendements de 0,9 % pour C. citratus,
2 % pour S. satureioides, et 4 % pour P. anisum. Les huiles ont été ensuite analysées par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM), révélant 48
composes pour C. citratus, dont les principaux sont 1’a-citral et le B-citral ; 58 composés pour S.
satureioides, avec l'a-térpinéol, le thymol et le bornéol comme composés majeurs ; et 49 composés
pour P. anisum, dominés par I'anéthol et le D-limonéne. L’activité larvicide de ces huiles a été
ensuite évaluée conformément au protocole standard de I’Organisation Mondiale de la Santé,
permettant d'estimer les concentrations létales (CL25, CL50, CL90). Les résultats ont révélé que
Cx. pipiens s.1. était I’espéce la plus sensible, et que I’huile essentielle de P. anisum s'est avérée la
plus toxique. De plus, S. satureioides a été sélectionnée pour une analyse biochimique approfondie
en raison de son statut peu étudié. Cette analyse a révelé que le poids corporel, ainsi que les
concentrations en glucides et en protéines, diminuaient, tandis que le taux des lipides augmentait
chez les deux especes étudiées.

Mots clés : Complexe Culex pipiens s.1., Culiseta longiareolata, Ecologie, Autogenie, COI,

Microsatellite CQ11, Extraits de plantes, Lutte biologique, Algérie.



Abstract

This study focused on two of the most dominant mosquito species in Algeria: Culex
pipiens s.l. and Culiseta longiareolata. Both of these pathogen vectors present significant public
health challenges on a global scale but have been relatively understudied in Algeria. In this
research, we first analyzed the ecological differentiation between Culex pipiens pipiens and
Culex pipiens molestus, two members of the Cx. pipiens complex, known for their distinct
behavioral and physiological characteristics. Reproductive traits, such as autogeny rates, were
also studied. Nine populations of Cx. pipiens s.l. were sampled from various urban and rural
habitats in the Setif region, distributed across aboveground and underground breeding sites. The
molecular identification of larvae, carried out using the CQ11 microsatellite locus, revealed that
the three biotypes (Cx. p. pipiens, Cx. p. molestus, and their hybrids) coexisted in sympatry in
both aboveground and underground breeding sites, with the molestus form being dominant,
followed by hybrids and the pipiens form. Cx. p. pipiens preferred rural habitats and surface
breeding sites and was characterized by an anautogenous behavior. In contrast, Cx.
p. molestus and hybrids showed no specific preference for a particular type of habitat or
breeding site. However, these two forms exhibited a notable capacity to be autogenous,
particularly in underground breeding sites. Furthermore, the analyses confirm that autogeny
is strongly correlated with underground breeding sites. Simultaneously, a molecular analysis
based on the amplification of the COI gene, followed by sequencing of Cs. longiareolata
specimens collected from four aboveground breeding sites, revealed the presence of five
haplotypes, suggesting a high degree of similarity within the studied population. Additionally,
it displayed no autogenous behavior. The second part of this research focused on the chemical
characterization of essential oils from three plants: Cymbopogon citratus, Saccocalyx
satureioides, and Pimpinella anisum, as well as on the evaluation of their larvicidal activity
against the larvae of the two species, Cx. pipiens s.l. and Cs. longiareolata. The essential oils
were extracted by hydrodistillation of dried aerial parts, with yields of 0.9% for C. citratus, 2%
for S. satureioides, and 4% for P. anisum. The oils were then analyzed using gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS), revealing 48 compounds in C. citratus, with a-
citral and B-citral as the main components; 58 compounds in S. satureioides, with a-terpineol,
thymol, and borneol as major compounds; and 49 compounds in P. anisum, dominated by
anethole and D-limonene. The larvicidal activity of these oils was assessed following the World
Health Organization's standard protocol to estimate lethal concentrations (LC25, LC50, LC90).
The results showed that Cx. pipiens s.l. was the most sensitive species and that P. anisum oil
proved to be the most toxic. Additionally, S. satureioides was selected for a detailed
biochemical analysis due to its understudied status. This analysis revealed that body weight, as
well as carbohydrate and protein concentrations, decreased, while lipid levels increased in both
species studied.

Keywords: Culex pipiens s.I. complex, Culiseta longiareolata, Ecology, Autogeny, COl,
Microsatellite CQ11, Plant extracts, Biological control, Algeria.
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Introduction

Les Culicidae, communément appelés moustiques, forment un groupe d'arthropodes d'une
grande diversité, comptant plus de 3 600 espéces réparties a travers le monde, particuliérement
bien adaptés a la cohabitation avec les étres humains et les animaux domestiques (Ruzzante
et al., 2019; Goodwin et al., 2021; Mufioz-Gamba et al., 2021). Les moustiques sont présents
sur tous les continents (Guarner & Hale, 2019), et colonisent une variété d'habitats, depuis les
zones tropicales humides jusqu'aux régions tempérées et arides. Les moustiques femelles, en
raison de leur comportement hématophage nécessaire a la maturation des ceufs, jouent un réle
essentiel dans la transmission de maladies (Marzec et al., 2023; Phasomkusolsil et al., 2023).
Ces maladies vectorielles représentent encore 17 % de I'ensemble des maladies infectieuses et
causent environ 700 000 décés humains chaque année (OMS, 2020). Parmi elles figurent le
paludisme, la filariose lymphatique, la dengue, le chikungunya, I'encéphalite japonaise, la fievre
jaune, le virus Zika et I'encéphalite de St. Louis (Sneha et al., 2022; Sofi et al., 2022; Ganesan
et al., 2023).0utre leur importance en tant que vecteurs de maladies humaines, les moustiques
participent également a la transmission de pathogénes affectant les animaux, y compris les
oiseaux et les mammiféres. L’élevage et les systémes cultivés sont également en proie a des
maladies a transmission vectorielle, qui imposent de graves contraintes a la production agricole
a I’échelle mondiale (Brown et al., 2023; Wu et al., 2023).

L’écologie des moustiques est largement influencée par la disponibilité d’habitats
aquatiques pour la reproduction. Les moustiques peuvent étre classées en fonction de leurs
préférences d'habitats larvaires (Hinne et al., 2021) : certains préferent des sites de reproduction
permanents, notamment des habitats naturels tels que les lacs, mares, étangs, fossés
ou les exces deau d'irrigation. D'autres espéces preferent les conteneurs artificiels,
tandis que certaines choisissent des sites de reproduction temporaires. De plus, certaines
especes sont particuliérement attirées par des eaux riches en ammoniac (Merabti et al., 2017;
Lubna et al., 2024).

Cette diversité d’habitats leur permet de coloniser différents types d’écosystémes, des
zones humides naturelles aux environnements anthropiques, comme les zones urbaines ou l'eau

stagnante dans les infrastructures humaines sert de gite larvaire (Hessou-Djossou et al., 2022).
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Culex pipiens s.1., le moustique commun, est 1’une des espéces les plus répandues a travers
le monde, En Afrique du Nord, Cx. pipiens s.l. est un vecteur compétent de plusieurs agents
pathogénes chez les animaux et les humains, notamment le virus du Nil occidental (VNO) et le
virus de la fievre de la vallée du Rift (RVFV) (Amara Korba et al., 2016; Tabbabi & Bekhti,
2017; Haba & McBride, 2022).

Le complexe Culex pipiens comprend six membres : Cx. australicus Dobrotworsky &
Drummond, Cx. globocoxitus Dobrotworsky, qui sont limités a 1’ Australie ; Cx. pipiens pallens
Coquillet, présent au Japon et en Extréme-Orient de I'Eurasie, Cx. quinquefasciatus Say, qui se
propagent a 1’échelle mondiale dans les régions tropicales et subtropicales (Beji et al., 2017;
Yurchenko et al., 2020) ; et Cx. pipiens Linnaeus qui se rencontre dans les régions tempérées,
et comprenant deux formes morphologiquement identiques, mais présentant d’importantes
différences physiologiques et écologiques (Fros et al., 2015; C. B. Vogels et al., 2017;
Spanoudis et al., 2020). La forme pipiens est ornithophile (se nourrit principalement
d’oiseaux), eurygame (s’accouple dans les espaces ouverts), et hétérodynamique (entre en
diapause pendant 1’hiver). En revanche, la forme molestus se trouve dans des environnements
souterrains, ce qui explique sa capacité a survivre dans des climats froids sans entrer en
diapause, tout en étant plus anthropophile (préférant se nourrir de sang humain) et sténogame
(capable de s'accoupler dans des espaces confinés). De plus, cette forme présente la capacité de
se reproduire sans nécessiter de repas de sang, une caractéristique appelée autogénie, qui a été
défini pour la premiére fois en 1929 par Roubaud. L'autogénie confére aux moustiques une plus
grande flexibilité reproductive, leur permettant de s'adapter a divers environnements et
d'augmenter les opportunités de transmission de pathogenes (Holicki et al., 2020; Epstein et
al., 2021; Blom et al., 2024). Les formes hybrides possédent des traits des deux formes, et leur
capacité a se reproduire dans des environnements variés et a piquer a la fois les oiseaux et les

humains en fait un vecteur pont pour la transmission du VNO (Beji et al., 2017).

Culiseta longiareolata est une espéce moins étudiée notamment en Algérie, mais qui revét
néanmoins une importance significative. Elle présente une grande capacité d'adaptation a divers
environnements. Contrairement au complexe Cx. pipiens s.l., Cs. longiareolata est
principalement ornithophile (Martinez-de La Puente et al., 2020), jouant un réle clé dans la
transmission de parasites aviaires tels que Plasmodium chez les oiseaux (Deblauwe et al.,

2021). Cependant, elle peut aussi piquer les humains et transmettre des pathogenes.
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Des études antérieures ont rapporté que cette espece de moustique pourrait étre un vecteur
possible de la bactérie a 1’origine de la fieévre de Malte (brucellose) et du virus de I’encéphalite
occidentale (Boumaza et al., 2022). En Algérie, cette espéce, bien qu’elle soit moins souvent
associee a des épidémies humaines, représente une préoccupation en raison de sa capacité a
coexister avec d’autres espéces de moustiques, ainsi que de son réle potentiel dans la
transmission de maladies dans les zones rurales et semi-rurales (Aissaoui & Boudjelida, 2017,
Hamaidia & Berchi, 2018; Amna et al., 2023; Bouaoud et al., 2024).

L'identification moléculaire de ces espéces et de leurs formes biologiques est essentielle.
Les méthodes morphologiques traditionnelles, bien qu'utiles, montrent des limites lorsqu'il
s'agit de différencier les sous-especes ou les formes cryptiques, en particulier dans des
populations aux caractéristiques similaires, comme c'est fréquemment le cas avec le complexe

Cx. pipiens (Delgado-Serra et al., 2021; Lessard et al., 2021).

Pour une meilleure mise en ceuvre des mesures de lutte antivectorielle, 1’identification
moléculaire, la caractérisation biologique et écologique des especes présentes en Algérie sont
d’une importance primordiale. Les outils moléculaires, tels que 1’analyse des marqueurs
génétiques (sous unité 1 du cytochrome oxydase), permettent une identification plus précise des
espéces et des formes biologiques (Nabti & Bounecheda, 2020). De plus, l'identification
moléculaire est essentielle pour détecter les mutations responsables de la résistance aux
insecticides, un probléme croissant dans de nombreuses populations de moustiques a travers le
monde. Les conséquences sur la santé publique et I'économie des pays a forte prévalence des
maladies transmises par les moustiques sont énormes, perturbant non seulement les systemes
de santé, mais également les économies locales, réduisant la qualité de vie des populations
affectées (Agbor et al., 2020; Fang et al., 2021; Alves et al., 2024).

Afin de réduire I'impact dévastateur des maladies transmises par les moustiques, diverses
mesures de lutte antivectorielle ont ét¢ mises en place, dont ['utilisation de pesticides
chimiques, qui restent 1’une des principales stratégies pour controler les populations
de moustiques. L'utilisation de insecticides synthétiques tels que les organophosphates, les
organochlorés et les carbamates a longtemps été privilégiée pour leur efficacité dans
I'élimination des moustiques (Ajaegbu et al., 2022; Prabhu et al., 2022). Cependant, cette

approche présente plusieurs inconvénients majeurs, outre les probléemes de santé humaine
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associés a l'exposition prolongée a ces produits chimiques, tels que des perturbations
endocriniennes et des risques de toxicité aigué ou chronique, ces pesticides provoquent
également des perturbations écologiques importantes. lls affectent non seulement les
moustiques cibles, mais aussi les espéces non ciblées, perturbant ainsi I'équilibre biologique des
écosystemes locaux (Mahmoudi et al., 2022; Toubal et al., 2022). De plus, I'utilisation répétée
et excessive de ces produits chimiques a favorisé I'émergence de populations de moustiques
résistantes aux insecticides, rendant leur gestion de plus en plus complexe et inefficace au fil
du temps (Salem et al., 2021). La communauté scientifique a explorer de nouvelles alternatives,
plus respectueuses de I’environnement et moins toxiques pour I’étre humain. L’une de ces
alternatives consiste a recourir a des méthodes de lutte biologique, qui exploitent des agents
naturels pour réduire les populations de moustiques (Pandiyan et al., 2019). Parmi ces agents,
les poissons prédateurs (Shafique et al., 2019), les champignons (L. A. Cisneros-Vazquez et
al.,, 2023), les nématodes (Trevifio-Cueto et al., 2021), les bactéries (Thelma &
Balasubramanian, 2021) et les moustiques transgéniques (Shinzawa et al., 2022). Par ailleurs,
les produits dérives des plantes, tels que les huiles essentielles, constituent une alternative
intéressante pour la lutte antivectorielle en raison de leur efficacité, leur biodégradabilité et leur
faible impact sur I'environnement (Alhaithloul et al., 2023). Plus de 2 000 espéces végétales
présentant des propriétés insecticides ont été identifiées. Parmi celles-ci, les familles botaniques
Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Lamiaceae et Canellaceae apparaissent comme les plus
prometteuses en tant que source de bioinsecticides. Cependant, seules 344 de ces espéces ont

démontré une activité spécifique contre les moustiques (Dris, 2018).

Dans ce contexte, le premier chapitre de cette étude est consacré a la caractérisation
écologique et moléculaire des deux espéces de moustiques, Culex pipiens s.l. et Culiseta
longiareolata, dont la prévalence est particulierement élevée en Algérie, notamment dans la
région de Sétif (Nabti & Bounechada, 2020). Une attention particuliére est portée a 1’analyse

de leur comportement autogene.

Le deuxiéme chapitre porte sur I’activité insecticide des huiles essentielles des trois
plantes sélectionnées : Cymbopogon citratus, Saccocalyx satureioides et Pimpinella anisum,
Ce choix repose sur une étude bibliographique approfondie ayant révélé la présence
de composés bioactifs dans ces especes, susceptibles dagir comme répulsifs

ou insecticides naturels (Waliwitiya et al., 2009; Youssefi et al., 2019; Sarma et al., 2019),

4
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ainsi que sur leur disponibilité locale. L'analyse de leur composition chimique est réalisée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM), afin
d'identifier précisement les molécules bioactives responsables des effets insecticides de ces
huiles. Une étude toxicologique est ensuite menée afin d'évaluer I'efficacité de ces huiles
essentielles sur les larves du quatriéme stade de Cx. pipiens s .I. et Cs. longiareolata, en
déterminant les concentrations létales (CL25, CL50 et CL90).

Enfin, I’huile essentielle de Saccocalyx satureioides, dont 1’activité insecticide reste peu
étudiée, a fait ’objet d’une analyse approfondie afin d’évaluer ses effets sur les paramétres
morphométriques, notamment le poids corporel, ainsi que sur les paramétres biochimiques, en
particulier les concentrations en glucides, lipides et protéines chez les larves des deux especes

de moustiques étudiées.
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1. Généralités sur les Culicidae

Les Culicidae, communément appelés moustiques, sont une famille d'arthropodes
holométaboles appartenant a I'ordre des Diptéres. Ces insectes ailés se caractérisent par un corps
mince, de longues pattes fines et une trompe allongée. Leur cycle de vie est marqué par une
métamorphose compléte, comprenant quatre stades distincts : ceuf, larve, nymphe, et adulte.
Les trois premiers stades se déroulent en milieu aquatique, tandis que le stade adulte est aérien
(Becker et al., 2010; Nebbak et al., 2022).

La classification des Culicidae a évolué en parallele des avancées en biologie moléculaire
et en genétique, divisant actuellement la famille en deux sous-familles principales : les
Culicinae et les Anophelinae. A ce jour, environ 3 600 espéces et sous-espéces de moustiques

ont été recensées dans le monde (Mufioz-Gamba et al., 2021) .

Les Culicidae se trouvent dans une grande variété d'habitats, des foréts tropicales aux
zones urbaines, grace a leur remarquable capacité d'adaptation a divers environnements. Cette
plasticité écologique leur permet de coloniser de nouvelles régions et de survivre dans des
conditions environnementales variées, augmentant ainsi leur potentiel de propagation des
pathogénes humains (Takken & Verhulst, 2013; Benelli & Beier, 2017).

2. Cycle de développement des Culicidae

Le cycle de vie des moustiques alterne entre une phase aquatique, comprenant les stades
d’ceuf, de larve, et de nymphe, et une phase aérienne ou l'insecte atteint son stade adulte
(Figure 1). Ce processus est fortement influencé par des facteurs environnementaux, notamment
la température, I'numiditeé, la disponibilité de I'eau, et la densité de la population. La durée totale
du cycle varie en fonction de ces conditions, mais s’étend en moyenne sur environ 34 jours

(Jude et al., 2023).
2.1. Euf

Aprés l'accouplement, qui se produit peu de temps apres I'émergence des adultes,
la femelle pond entre 50 et 500 ceufs environ 4 jours apres avoir pris un repas sanguin. Cette

ponte se fait a la surface de I'eau, soit individuellement, comme chez les Anopheles,
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soit en groupes formant des radeaux flottants, comme chez les Culex, Uranotaenia,
Coquillettidia, Orthopodomyia, et Culiseta (Becker et al., 2010). Les ceufs, fusiformes,
mesurent environ 0,5 mm de longueur. Initialement blanchatres, ils deviennent gris ou noirs
en quelques heures, en raison de I'oxydation des composés chimiques présents dans leur coque

externe (Zerroug, 2018).

2.2. Larve

La larve, qui passe par quatre stades de développement distincts (L1 a L4), vit
exclusivement en milieu aquatique, ou elle se nourrit de micro-organismes tels que les
particules végeétales et les bactéries. Ce stade dure environ 10 jours (Arista-Jalife et al., 2020),
durant lesquels la larve grandit de 2 a 12 mm de longueur. Les larves se distinguent des autres
insectes aquatiques par I’absence de pattes, la présence d’une téte distincte portant des brosses
buccales et des antennes, un thorax bulbeux plus large que la téte et I’abdomen, des papilles
anales postérieures, et une paire d’ouvertures respiratoires (sous-famille des Anophelinae) ou
un siphon allongé (sous-famille des Culicinae) porté prés de I’extrémité de 1’abdomen
(Harbach, 2007).

Les larves, se déplacent rapidement par saccades et remontent réguliérement a la surface
pour respirer (Farajollahi & Price, 2013). Apres la quatrieme mue, la larve se métamorphose en

nymphe.

2.3. Nymphe

La nymphe, également aquatique, ne se nourrit pas et reste dans cet état pendant 1 a
3 jours. Cette phase représente une étape de transition essentielle, au cours de laquelle I'insecte
subit des transformations morphologiques et physiologiques majeures, lui permettant de passer
du stade larvaire, aquatique et saprophyte, a I'état adulte, aérien et généralement hématophage
chez les femelles (Dris, 2018). La nymphe en forme de virgule, présente une structure en deux
parties distinctes : le céphalothorax, large et proeminent, abrite les futures ailes, pattes,
antennes, et trompe, et sur lequel sont situées les trompettes respiratoires lui permettant de
respirer a la surface de I'eau. L’abdomen, allongé en forme de queue, joue un role important

dans la mobilité et permet également de différencier les sexes (Becker et al., 2010).
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2.4. Adulte

L'adulte ou imago est aérien mesurant entre 3 et 10 mm de longueur, selon I'espéece. Leur
corps est divisé en trois parties : la téte, le thorax, et I’abdomen. Les males et les femelles se
nourrissent principalement de nectar, mais les femelles possédent des piéces buccales de type
piqueur-suceur, qui leur permettent de se nourrir de sang. Ce repas sanguin est indispensable
pour la maturation des ceufs (Harbach, 2007). Les males se distinguent facilement des femelles
par leurs antennes plumeuses. Apres I'accouplement, le méle meurt peu de temps aprés, tandis
que la femelle continue de pondre périodiquement des ceufs tout au long de sa vie

(Reisen, 2010).
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Figure 1: Cycle de développement des moustiques.
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3. Présentation du complexe Culex pipiens Linng, 1758

Le complexe Culex pipiens désigne un groupe de moustiques étroitement apparentés qui
partagent des caractéristiques morphologiques similaires mais se distinguent par leur
comportement, leur physiologie et parfois leur distribution géographique, des facteurs pouvant
influencer leur réle en tant que vecteurs de maladies. Cx. pipiens est le moustique vecteur
le plus répandu dans les régions tempérées, y compris en Afrique du Nord, et comprend deux

biotypes distincts : pipiens et molestus (Becker et al., 2010; Amraoui et al., 2012).

Culex pipiens pipiens est anautogéne (ne pond des ceufs qu’aprés un repas de sang),
ornithophile (préférant se nourrir du sang des oiseaux), eurygame (incapable de s’accoupler
dans des espaces confinés). Il se reproduit dans divers milieux, des plans d’eau naturels et
artificiels, et ne pique généralement pas les humains (Harbach et al., 1984; Clements, 1992;
Becker et al., 2012). En revanche, Culex pipiens molestus est autogéne (pond des ceufs sans se
nourrir de sang), mammophile et surtout anthropophiles (préférant se nourrir du sang des
mammiféres, notamment des humains). Ce biotype préfére les habitats souterrains urbains
riches en matiéres organiques, ou il s’accouple dans des espaces confinés (sténogame)
(Arich et al., 2022). Les conditions nutritionnelles de ces environnements favorisent le

développement de I'autogénie.

Les différences d'adaptation climatique entre Cx. p. pipiens et Cx. p. molestus sont
également notables. Cx. p. pipiens est hétérodynamique, active saisonniérement et stocke des
lipides avant d’entrer en diapause (Vanderheyden et al., 2022). Elle prospére dans les climats
tempérés, tandis que Cx. p. molestus est homodynamique, et reste active toute I'année, méme
dans des environnements souterrains. Les méales ne peuvent pas faire de diapause et meurent
avec le début de I’hiver (Harbach et al., 1984; Vinogradova, 2000; Zhou & Miesfeld, 2009).

Les deux formes, pipiens et molestus, peuvent s'’hybrider dans les zones de coexistence,
produisant des populations pouvant agir comme vecteurs ponts, se nourrissant d’oiseaux et

d’humains (Di Luca et al., 2016; Zittra et al., 2016).
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La classification taxonomique de Culex pipiens s.l. Linné, 1758 est la suivante :

Régne Animalia
Sous-régne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Classe Insecta
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Famille Culicidae
Sous-famille Culicinae
Genre Culex
Espece Culex pipiens Linnég, 1758

4. Présentation de Culiseta longiareolata Macquart, 1838

Culiseta longiareolata est une espéce de moustique thermophile et ornithophile,
distribuée en Europe, en Asie et en Afrique, ainsi que dans la mer Méditerranée. Cette espece
montre une capacité d'hibernation plutdt que de diapause, confirmée par le fait que les larves
restent en stade larvaire en hiver, mais poursuivent leur développement lorsqu'elles sont
exposées a une température constante de 23 °C. Les femelles de Cs. longiareolata hivernent
également, comme en témoignent les observations d'individus en hibernation dans des maisons
urbaines durant I'hiver (Van Pletzen & Van der Linde, 1981; Khaligh et al., 2020). Tolérantes
a une forte pollution de I'eau, les larves de Cs. longiareolata se développent principalement
dans des habitats artificiels tels que les piscines rocheuses, les barils en bois ou en métal, les
réservoirs en béton et les puits, souvent en cohabitation avec Cx. pipiens s.l. Cependant, elles
sont rarement rencontrées dans des plans d'eau naturels comme les mares ou les fosses.,
(Maslov, 1967; Seidel et al., 2013). En outre, elles sont également capables de cannibalisme et
de prédation, y compris sur des larves de moustiques du complexe Cx. pipiens et des tétards de
crapauds comme Bufo viridis (Blaustein & Kotler, 1993; Seidel et al., 2013; Zittra et al., 2014).
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Les femelles de cette espece préférent se nourrir principalement sur les oiseaux et ne

piquent que rarement les humains (Martinez-de La Puente et al., 2020; Deblauwe et al., 2021).

Cs. longiareolata a également été identifié comme vecteur potentiel de maladies telles
que l'encéphalite du Nil occidental (Romi et al., 2004), ainsi que du paludisme aviaire
(Schoener et al., 2017).

Il a initialement été supposé que cette espéce était strictement anautogéne, en raison de
I'incapacité des femelles a pondre des ceufs sans repas sanguin (Al-Jaran & Katbeh-Bader,
2001). Cependant, des recherches plus récentes ont révélé qu'une faible proportion de la

population peut effectivement présenter des capacités autogénes (Khaligh et al., 2020).

La classification taxonomique de Culiseta longiareolata Macquart,1838 est la suivante :

Régne Animalia
Sous-regne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Classe Insecta
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Famille Culicidae
Sous-famille Culicinae
Genre Culiseta
Espéce Culiseta longiareolata Macquart, 1838
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5. Importance médicale et vétérinaire des Culicidae

Les moustiques (Diptera : Culicidae) jouent un réle majeur en santé publique en raison
de leur capacité a transmettre des maladies graves aux humains et aux animaux, ce qui en fait
les arthropodes les plus meurtriers au monde. Environ 16 % des maladies infectieuses et
parasitaires mondiales sont causées par des agents pathogenes transmis par des moustiques
vecteurs (Nebbak et al., 2022).

Les genres Aedes, Anopheles, et Culex sont les principaux vecteurs de pathogénes
responsables de maladies infectieuses telles que le paludisme, la dengue, la fievre jaune, le
chikungunya, et le Zika, ainsi que des maladies touchant les animaux domestiques et sauvages,
telles que la fievre de la vallée du Rift et la fievre du Nil occidental (Schaffner et al., 2014;
Azari-Hamidian et al., 2019; Suesdek, 2019). Ce dernier peut notamment étre maintenu dans
les populations de moustiques grace a la transmission verticale (des adultes aux ceufs) (Chianese

etal., 2019).

L'infection par le virus Zika (ZIKV) a été déclarée urgence de santé publique par 'OMS
en février 2016, en raison de sa propagation rapide et de complications graves associées telles
que la microcéphalie et le syndrome de Guillain-Barré (Millet et al., 2017). Ces maladies
constituent une menace majeure, affectant des millions de personnes et représentant environ 80
% de la population mondiale, principalement dans les régions tropicales et subtropicales ou les

systemes de santé sont souvent débordés (De Souza et al., 2020; Rakotonirina et al., 2023).

De plus, les moustiques du genre Culex jouent un réle crucial dans la transmission des
filarioses, maladies provoquées par des nématodes parasites qui affectent des millions de
personnes dans les régions endémiques. lls sont également impliqués dans la transmission de
cellules tumorales, accentuant encore leur impact sur la santé humaine (Benelli & Beier, 2017;
Suesdek, 2019). Par ailleurs, il a été démontré que ces moustiques peuvent véhiculer des

bactéries pathogenes, telles que Rickettsia felis (Zhang et al., 2019).

L’hybridation entre les formes de Cx. pipiens qui se nourrissent d'oiseaux et celles qui
préferent d'autres mammiferes, fait de cette espéce un vecteur de pont pour le virus du Nil
occidental (VNO) chez I'numain. En effet, les moustiques, souvent infectés en se nourrissant

d'oiseaux porteurs du virus, peuvent ensuite le transmettre a I’homme (Fonseca et al., 2004).
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Au cours des derniéres décennies, le changement climatique, associé a des facteurs tels
que la déforestation, 'urbanisation rapide et la conversion des zones sauvages pour I’agriculture
ou la production animale, a profondément transformé les écosystémes. Ces transformations ont
favorisé I’abondance des moustiques vecteurs, modifi¢ leurs répartitions géographiques et créé

des environnements propices a la reproduction et a la survie des stades immatures.

Ces changements ont conduit a une expansion géographique des maladies transmises par
les moustiques (MBD) vers de nouvelles régions, y compris en Afrique du Nord, ou certaines
de ces maladies étaient auparavant rares ou inexistantes (Nebbak et al., 2022).
Parallélement, cette expansion accentue la menace des virus véhiculés par ces moustiques
(Davis et al., 2015; Ruiz-Arrondo et al., 2019; Kweka et al., 2020; Perrin et al., 2022).

Par ailleurs, les oiseaux migrateurs contribuent a la diffusion des arbovirus, agissant
comme réservoirs pour des pathogenes tels que le virus du Nil occidental, qui se propage lors

des migrations saisonnieres (Maquart et al., 2021; Brown et al., 2023).

Un aspect notable de la biologie de certains vecteurs est leur capacité d’autogénie, un
mécanisme remarquable qui favorise leur survie. Ce phénomene permet a certaines especes de
moustiques d’atteindre un taux de survie élevé, augmentant ainsi leur potentiel de transmission
d’agents pathogenes. De plus, les espéces autogeénes pourraient avoir plus d’opportunités de

transmettre des arbovirus que les populations anautogenes.

La lutte contre les maladies transmises par les moustiques reste un défi majeur, en raison
de l'absence de thérapies et de vaccins efficaces pour de nombreuses maladies et de la
complexité des programmes de lutte antivectorielle. Ces programmes doivent étre constamment
ajustes pour faire face a I'évolution des populations de moustiques et a leur capaciteé d'adaptation
a de nouveaux environnements (Araujo et al., 2015; Benelli & Beier, 2017). Une identification
précise des espéces vectrices est cruciale pour développer des stratégies de contrdle efficaces

et réduire le fardeau de ces maladies (Failloux et al., 2017).
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6. Approche d’identification moléculaire des Culicidae

L'identification moléculaire des moustiques est devenue une approche incontournable
pour la surveillance et le controle des vecteurs de maladies, offrant une alternative plus
fiable aux méthodes morphologiques traditionnelles, souvent limitées par la similitude entre
especes ou des spécimens endommagés. Parmi les marqueurs les plus couramment utilisés,
une petite région de 658 pb du géne mitochondrial de la cytochrome c¢ oxydase | (COIl),
également connue sous le nom de "région universelle” ou "Folmer", joue un rdle
crucial pour [lidentification des especes animales, y compris les moustiques
(Hernandez-Triana et al., 2019; Madeira et al., 2021; Laojun et al., 2023). Cette méthode
repose sur l'amplification d'une séquence spécifique du gene COI, suivie d'une comparaison
avec des bases de données de référence comme BOLD (Barcode of Life Database) ou GenBank
(deWaard et al., 2019).

Le COI est favorisé en raison de ses caractéristiques génétiques telles que I'abondance
des copies dans les cellules (1000 copies par cellule), I'absence d'introns, et la faible
recombinaison. Cependant, cette technique présente certaines limites, notamment pour la
détection des hybrides, en raison de I'hérédité maternelle du COI. De plus, des phénoménes
comme l'introgression, I'hétéroplasmie et la présence de pseudogenes peuvent compliquer
I'identification (Hernandez-Triana et al., 2019; Beebe, 2020; Adeniran et al., 2021).
Pour surmonter ces défis, des approches multilocus combinant le COl avec d'autres marqueurs
génétiques tels que ITS2, Cyt b, et ACE-2 ont été proposées. Ces marqueurs nucléaires se sont
révélés particulierement efficaces pour discriminer les especes au sein de complexes cryptiques
difficiles a identifier morphologiquement (Bourke et al., 2013; Foster et al., 2013; Chan et al.,
2014; Batovska et al., 2016; Weeraratne et al., 2018).

Un microsatellite supplémentaire, CQ11, est actuellement utilisé pour distinguer les
membres du complexe Cx. pipiens (Bahnck & Fonseca, 2006; Luande et al., 2020). Au-dela de
la simple reconnaissance des espéeces, l'identification moléculaire permet aussi d'explorer les
relations phylogénétiques et de comprendre la diversité génetique des populations de
moustiques (Hernandez-Triana et al., 2019; Laojun et al., 2023). Cette capacité est cruciale
pour la surveillance des vecteurs, ou la détection rapide et précise des especes est essentielle

pour orienter les stratégies de contrdle et prévenir la propagation des maladies.
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7. Lutte contre les Culicidae

La lutte contre les moustiques est un enjeu majeur de santé publique a I'échelle mondiale,
en raison de leur rble en tant que vecteurs de maladies graves. Le changement climatique,
I'urbanisation rapide et la résistance croissante aux insecticides ont intensifie la nécessité
d'adopter des méthodes innovantes et intégrées pour le contrdle des populations de moustiques.
Les approches traditionnelles comme la lutte physique et chimique restent des piliers de la
gestion des populations de moustiques, mais I'accent est de plus en plus mis sur des méthodes
intégrées qui prennent en compte la durabilité écologique, comme la lutte biologique. Les
récentes recherches indiquent que l'intégration de ces différentes méthodes est cruciale pour
minimiser les impacts environnementaux tout en maintenant une efficacité élevée (Achee et al.,
2015; Benelli & Beier, 2017).

7.1. Lutte physique

Historiquement, la lutte contre les moustiques s’appuyait principalement sur des mesures
de protection personnelle telles que le port de vétements longs et clairs, l'utilisation de
moustiquaires imprégnées et les pulvérisations d'insecticides a l'intérieur des habitations. Dans
les années 1960, 1'accent était mis sur I’¢limination mécanique des gites larvaires, une méthode
alors efficace mais devenue obsolete avec l'urbanisation croissante (Zerroug, 2018). Les
initiatives éducatives récentes ont favorisé 1’adoption de méthodes écologiques pour le contrdle
des moustiques. De nouvelles pratiques agricoles, comme le nivellement des terres, le nettoyage
des canaux et la réduction des pesticides, ont été adoptées pour limiter la reproduction des
moustiques et diminuer leur densité. Par ailleurs, ces approches favorisent la sensibilisation a
la conservation des prédateurs naturels et encouragent une gestion plus durable des écosystémes
(Yasuoka et al., 2006).

7.2. Lutte chimique

Pour atténuer les conséquences néfastes des maladies transmises par les moustiques et
améliorer la qualité de I'environnement ainsi que la santé humaine, les pesticides chimiques ont
été largement adoptés comme principal moyen de contrdle. Parmi ces substances, les larvicides
synthétiques, ainsi que les inhibiteurs de la synthese de la chitine et les analogues de I'hormone
juvenile, qui font partie des régulateurs de croissance des insectes (IGRs), sont couramment
utilisés pour cibler et éliminer les moustiques (Park et al., 2019; Stevens et al., 2019).
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Cependant, malgré plusieurs décennies de gestion des populations de moustiques adultes
a l'aide d'insecticides chimiques, considérés comme le moyen le plus efficace, la transmission
des maladies véhiculées par les moustiques persiste (Ferraguti et al., 2021). L'utilisation
intensive de ces insecticides a soulevé d'importantes préoccupations quant a leurs effets sur la

sante publique et leur impact environnemental.

La dissémination de composés tels que les carbamates, les organochlorés et les
organophosphates a entrainé des effets toxiques sur la santé humaine, perturbé les écosystémes
biologiques et affecté des organismes non ciblés. De plus, les inhibiteurs de la synthése de la
chitine et les analogues de I'normone juvénile ont également démontré des effets secondaires
indésirables sur des espéces non ciblées (Santorum et al., 2019; Yokoyama, 2019).
En outre, lI'application répétée de ces produits chimiques favorise I'émergence de résistances

chez certaines populations de moustiques (Salem et al., 2021; Prabhu et al., 2022).

Face a ces défis, la communauté scientifique s'oriente de plus en plus vers I'élaboration
de stratégies alternatives et de techniques plus respectueuses de I'environnement. Les approches
préconisées incluent l'adoption de méthodes de contrdle sélectives, biodégradables et

écologiques, telles que I'utilisation de méthodes biologiques (Pandiyan et al., 2019).
7.3. Lutte biologique

Ces dernieres années, les chercheurs ont été incités a explorer et a développer des
stratégies alternatives pour la lutte contre les moustiques, privilégiant des méthodes qui sont
slres sur le plan toxicologique, dégradables, et respectueuses de I'environnement (Pandiyan et
al., 2019). L'utilisation d'agents biologiques tels que les poissons prédateurs (Shafique et al.,
2019), les anoures, en particulier les tétards, ainsi que les punaises d'eau et les copépodes
prédateur (Pavela et al., 2019), a montré une efficacité notable. De méme, I'utilisation des
champignons (Cisneros-Vazquez et al., 2023), de nématodes (Trevifio-Cueto et al., 2021),
de bactéries (Thelma & Balasubramanian, 2021), de moustiques transgéniques (Shinzawa et
al., 2022) et de produits végétaux (Alhaithloul et al., 2023) a été signalé comme efficace pour

réduire les populations de moustiques.
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Les huiles essentielles (HEs) sont des sous-produits du métabolisme des plantes,
communément appelées meétabolites secondaires. Ces composés volatils sont synthétisés et
stockes dans des structures sécrétoires complexes, telles que les trichomes glandulaires, les
cavités sécrétoires, et les canaux résiniferes, se présentant sous forme de gouttelettes de fluide
dans diverses parties de la plante, y compris les feuilles, les fleurs, les graines, les racines, et
les fruits (Pereira Filho et al., 2021). Elles conferent a la plante une odeur, distinctive, et jouent
un role adaptatif important, en attirant les pollinisateurs et agissant comme mécanisme de
défense contre les prédateurs (Pavela, 2015; Aljaafari et al., 2021). Les HES, reconnues pour
leur nature hydrophobe, sont fortement solubles dans les graisses, les alcools et la plupart des
solvants organiques. Principalement composées d'éléments tels que I'oxygéne, I'hydrogéne et le
carbone, elles forment des aldéhydes, esters, phénols, cétones, alcools, acides organiques, ainsi

que des composes azotés ou soufrés, des hydrocarbures et des terpénes (Masyita et al., 2022).

Ces mélanges naturels complexes, contiennent entre 20 et 60 composants, dont deux ou
trois principaux présents a des concentrations élevées (20 a 70 %), ce qui influence leurs
propriétés biologiques (Pavela, 2015).

Les méthodes d'extraction varient selon I'espéce, la partie de la plante utilisée, et I'état de
la matiére premiere (fraiche, partiellement déshydratée ou séchée) (Silva et al., 2019). En
général, elles sont extraites par hydrodistillation a l'aide d'un appareil de type Clevenger
(Esmaili et al., 2021). De plus, plusieurs facteurs, comme la méthode d'extraction,
la période de récolte, le climat, la qualité du sol, ou encore les conditions de CPG-SM, peuvent
influencer la composition chimique et I'activité biologique des HEs, méme au sein d'une méme
espéce (Kerbouche et al., 2021; Souadia et al., 2021; Draoui et al., 2022).

Les HEs presentent diverses activités, notamment antibactériennes, antifongiques,
antioxydantes et antivirales (Diniz Do Nascimento et al., 2020; El Karkouri et al., 2021; Cavar
Zeljkovi¢ et al., 2022; Boudechicha et al., 2023). De plus, la toxicité des extraits dérivés de
plantes est prouvée contre diverses especes de moustiques d'importance medicale et vétérinaire,
ainsi que contre d'autres arthropodes nuisibles et vecteurs (Beltrdo Molento et al., 2020; Song
& Han, 2020; Hegazy et al., 2022; Garcia-Diaz et al., 2023). lls agissent notamment comme
inhibiteurs de croissance, larvicides (An et al., 2020), ovicides (Faustino et al., 2021),
adulticides (Omoniwa et al., 2024) et nympicides (Abdelali et al., 2023).
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Ces propriétés font des huiles essentielles des outils naturels prometteurs pour le controle
des populations d'insectes a différents stades de leur cycle de vie. Ces HESs exercent leurs effets
insecticides a travers des mécanismes d'action variés, notamment [linhibition du
neurotransmetteur acétylcholinestérase et I'interaction avec les récepteurs GABA et octopamine
(Yezli, Boudjelida, et al., 2024), ce qui réduit le risque de développement de résistance chez
les especes ciblées. De plus, elles sont considérées comme sans danger pour les vertébres
(Pavela & Benelli, 2016), tout en présentant des niveaux de toxicité faibles sur les invertébres
aquatiques non ciblés. En outre, outre leur efficacité contre les larves de moustiques, la
praticabilité des produits a base d'huiles essentielles doit également étre prise en compte, en
tenant compte de la diversité des conditions de terrain (matiere organique dans I'eau, salinité,
température, pH, etc.) et des différences de sensibilité entre les especes de moustiques (Masetti,
2016). Cependant, les applications des HEs comme insecticides et répulsifs sont limitées en

raison de la volatilité de certains de leurs composants (Esmaili et al., 2021).

Les plantes productrices d'HE appartiennent a divers genres répartis sur environ 60
familles botaniques. Parmi les principales familles de plantes reconnues pour leur capacité a
produire des HEs de grande valeur médicinale et industrielle, on trouve les Alliaceae, Apiaceae,
Asteraceae (Compositae), Lamiaceae (Labiatae), Myrtaceae, Poaceae, Cupressaceae,
Lauraceae, Pinaceae, Zingiberaceae, et Rutaceae (Moghaddam & Mehdizadeh, 2017).

Dans la présente étude, trois plantes ont été sélectionnées : Cymbopogon citratus,
Saccocalyx satureioides, et Pimpinella anisum, en raison de recherches préliminaires ayant mis
en évidence la présence de composés bioactifs dans ces espéces, susceptibles d'agir comme
répulsifs ou insecticides naturels (Waliwitiya et al., 2009; Youssefi et al., 2019; Sarma et al.,
2019).

8. Présentation botanique des plantes étudiées

8.1. Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, 1906

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, communément appelée citronnelle, et connue en arabe
sous le nom de o slll e (Shah et al., 2011), est une herbe tropicale vivace appartenant a la

famille des Poaceae (ou Gramineae) (Bassolé et al., 2011).
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Le nom "Cymbopogon™ provient des mots grecs "kymbe" (bateau) et "pogon™ (barbe),
faisant référence a l'arrangement des épis floraux, tandis que "citratus™ dérive du terme latin
signifiant "feuilles au parfum de citron" (Kieltyka-Dadasiewicz et al., 2024). Originaires de
régions tropicales et subtropicales d'Asie, cette plante est également cultivée en Afrique, en

Ameérique et dans d'autres zones tropicales (Thuong Nhan et al., 2020; Tran et al., 2019).

Les feuilles sont longues et minces, a marge entiére, et disposées en touffes (Figure 2).
Elles mesurent environ 1,3 a 2,5 cm de large, 0,9 m de long avec une coloration vert bleuatre
et des nervures paralléles. Généralement, elles ne produisent ni fleurs ni panicules. Leur
agencement est principalement au niveau du sol, avec des racines courtes et sans présence de
tige. Lorsqu'elles sont broyées, elles dégagent un aréme d'agrumes (Oladeji et al., 2019; Tran
et al., 2019; Pradeep & Mp, 2020). C. citratus se caractérise par sa capacité a s'adapter a

différents types de sols et par sa croissance vigoureuse (Adhikary et al., 2024).

En médecine traditionnelle, C. citratus est utilisée pour traiter les troubles nerveux,
gastro-intestinaux, le diabéte et la fievre (Nguyen et al., 2019; Madi et al., 2022). Des
recherches scientifiques ont rapporté les activités antifongiques, antibactériennes,
antiprotozoaires, anti-inflammatoires, anticancéreuses, antioxydantes, anti-rhumatismales et
insecticides de cette plante (Pan et al., 2022; Thuong Nhan et al., 2020; Aljedan, 2021; Dangol
etal., 2023).

La classification taxonomique de C. citratus (DC.) Stapf., 1906 est la suivante :

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Liliopsida

Ordre Poales

Famille Poaceae

Genre Cymbopogon

Espéce Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, 1906
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Figure 2: Photographie de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, 1906.

8.2. Saccocalyx satureioides Coss. et Durieu, 1853

Saccocalyx satureioides Coss. & Durieu, appartenant a la famille des Lamiaceae, est une
plante endémique du nord-est de I'Algérie, particulierement des zones prédésertiques. Elle est
localement connue sous divers noms : <! _sall _yie 5 (Laouer et al., 2006), J:all i 5 (Nedjimi &
Beladel, 2015), J«Jll i ; (Benabed, 2018).

Cet arbuste aromatique, mesurant entre 20 et 100 cm de hauteur, a des tiges robustes,
pouvant atteindre de 20 a 120 cm de longueur (Figure 3). Ses feuilles sont petites, ovales-
lancéolées, oblongues ou étroites, mesurant de 4 a 6 mm de long sur 2 a 3 mm de large, avec

des bords ciliés a la base.

Les fleurs, disposées en verticilles de quatre a six a l'aisselle des feuilles, varient du blanc
rosé au pourpre. Le calice, a cing dents, devient fortement accrescent et vésiculeux a maturité.
La corolle présente quatre lobes trés courts, sub-égaux, les lobes supérieurs étant légérement
émargines avec 4 étamines subégales. Les fruits se séparent en quatre articles. La plante dégage
une odeur de thym (Benabed, 2018; Mehlous et al., 2020; Benaradj & Boucherit, 2023).

D'un point de vue écologique, S. satureioides joue un rdle crucial dans la stabilisation des
dunes de sable grace a son systeme racinaire profond et étendu. Cependant, elle subit une forte

pression de paturage en raison de I'abondance du bétail (Saouli, 2023).

20



Donnés bibliographiques

En médecine traditionnelle, les parties aériennes de S. satureioides sont utilisées en
décoction pour traiter divers troubles, notamment gastriques, respiratoires, et comme
stomachique, digestive, antidiarrhéique et vermifuge (Ziani et al., 2018; Souadia et al., 2020),

ainsi que pour soigner le rhume et I'nypertension (Benziane et al., 2023).

Les extraits de cette plante ont également démontré des propriétés antimicrobiennes,
anticancéreuses, antioxydantes et antifongiques, antileishmaniennes (Aouf et al., 2020;
Benahmed et al., 2016; Khaldi et al., 2017; Mostefa Sari et al., 2020).

La classification taxonomique de S. satureioides Coss.et Durieu, 1853 est la suivante :

Regne Plantae

Division Spermaphyta

Classe Dicotyledonae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Saccocalyx

Espéce Saccocalyx satureioides Coss. et Durieu, 1853

Figure 3: Photographie de Saccocalyx satureioides Coss. et Durieu, 1853.
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8.3. Pimpinella anisum L., 1753

Pimpinella anisum L., communément appelée anis vert, et connue en arabe sous le nom
de ol (Shrief et al., 2022), appartient a la famille des Apiaceae (Ombellifereae).
Cette plante herbacée annuelle est largement cultivée dans le bassin méditerranéen. Elle se
caractérise par une tige dressée, cylindrique, striée et ramifiée, atteignant généralement entre
30 et 70 cm de hauteur (Figure 4) (Bhupathyraaj et al., 2014; Al- Wendawi et al., 2021).

Les feuilles varient en forme et taille selon leur position : Les feuilles a la base de la plante
sont longues, avec un pétiole et une forme ovale, mesurant généralement entre 5 et 10 cm de
long. Les feuilles caulinaires sont soit sessiles, soit avec un pétiole court, oblongues a
lancéolées, souvent profondément incisées ou lobées, les feuilles supérieures sont plus petites,

tripennées et moins segmentées (Vecchio et al., 2016).

Les fleurs blanchatres, regroupées en ombelles, apparaissent en été et produisent des fruits
(graines) d'environ 3 a 5 mm de longueur et 2 a 3 mm de largeur. Ces graines sont ovales,

pédiculées, allongées et de couleur vert-grisatre (Bekara et al., 2016; Ammour, 2023).

En médecine traditionnelle, cette plante est réputée pour ses propriétés carminatives,
antispasmodiques et digestives, permettant de soulager les troubles gastro-intestinaux tels que
les ballonnements, les crampes abdominales et la dyspepsie. De plus, elle est employée pour
traiter la bronchite, les infestations de poux et pour favoriser la lactation chez les meéres
allaitantes (Habib et al., 2013; Nasir & Yabalak, 2021).

De plus, les extraits de P. anisum ont démontré des effets antioxydants, antimicrobiens,
anti-inflammatoires et antiviraux (Amer & Aly, 2019; Sun et al., 2019; Dawoud & Ameen,

2023), renforgant ainsi leur importance dans les secteurs médical et industriel.
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La classification taxonomique de Pimpinella anisum L.,1753, est la suivante :

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre Pimpinella

Espéce Pimpinella anisum L., 1753

Figure 4: Photographie de Pimpinella anisum L.,1753.
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1. Caractérisation du complexe Culex pipiens et Culiseta longiareolata

(Diptera : Culicidae)
1.1. Présentation de la zone d’étude

La région de Sétif, située dans I'est de I'Algérie, est connue comme la capitale des hauts
plateaux. Elle s'éleve a une altitude de 1100 metres et comprend 60 communes réparties en 20
dairas. Sétif est un carrefour géostratégique, entouré de six wilayas : Béjaia et Jijel au nord,
Mila a I'est, Batna et M’Sila au sud, et Bordj Bou-Arreridj a I'ouest. La superficie totale est de
6 549,64 km2,

Sur le plan climatique, la wilaya est caractérisée par un climat continental semi-aride,
marqué par des étés chauds et secs, tandis que les hivers sont pluvieux et froids. Les
précipitations annuelles varient de 700 mm au nord a 400 mm sur les hauts plateaux, atteignant
un pic en décembre et un minimum en juillet. En 2020, la population de la wilaya était
de 1 987 357 habitants (Monographie Sétif, 2020).

1.2. Stations d’étude

L'étude a été menee de juin 2022 a septembre 2023 afin d'inventorier divers sites de
reproduction favorables au développement des larves de Culex pipiens s.l.
et Culiseta longiareolata. Une prospection a permis d'identifier ces sites, répartis en deux
catégories : urbains et ruraux, en fonction de densités humaines spécifiques : plus de 300
habitants par km2 pour les zones urbaines et moins de 149 habitants par km?2 pour les zones
rurales (Krida et al., 2015). Les sites ont eté selectionnes en tenant compte de la disponibilité

des stations de reproduction en surface (épigées) et souterrains (hypogées).

Les sites sélectionnés incluent Ain Oulmene, Guellal, Sétif Centre, Ain Abbessa, El

Ouricia, Dehamcha et Hammam Sokhna (Figure 5).
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Figure 5: Localisation géographique de la région de Sétif et répartition des sites
d'échantillonnage (Cliché personnel).

1.3. Description des stations

Les données relatives aux stations d’étude, incluant leur type d’habitat, la nature du site

et leurs coordonnées géographiques, sont présentées dans le tableau 1.

e Sites urbains
Station 1: Site ouvert. Les eaux présentes proviennent principalement du réseau

d'assainissement urbain. L’eau est polluée avec une végétation modérée.

Station 2 : Site fermé, situé dans la cave d'un batiment, caractérisé par une faible luminosité.
L'eau est stagnante et polluée en raison de I'accumulation de déchets et d'effluents d'égouts,

avec une odeur désagréable et une végétation limitée aux algues et moisissures.

Station 3 : Site fermé, situé dans la cave d'un batiment, avec une faible luminosité. L'eau est
polluée par des eaux usées, dégageant une odeur désagréable. La végétation est trés limitée,

principalement composée de moisissures.

Station 4 : Site ouvert, il s’agit d’une fontaine. L'eau est claire mais polluée par des déchets,

avec une végeétation limitée.
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e Sites ruraux
Station 5 : Site fermé, il s’agit d’un regard caractérisé par une lumiére restreinte. L'eau est

relativement polluée, avec une présence modérée de végétation.

Station 6 : Site fermé, situé dans une station de traitement des eaux. L'endroit est sombre, I'eau

y est claire, et aucune végétation n'est présente.

Station 7 : C’est le méme site que la sixiéme station, ouvert, situé dans une station de traitement

des eaux. L'eau est claire, non polluée, avec une vegétation présente le long des bordures.

Station 8 : Site, ouvert, situé a proximité de plans d'eau naturels formés aprés des chutes de

pluies. L'eau est peu claire. La végétation est présente le long des bordures.

Station 9 : Site ouvert, il s’agit d’une mare. L'eau y est peu claire, non polluée, et recouverte

d'une végetation dense.

Station 10 : Site, ouvert, il s’agit d’une fosse avec de l'eau stagnante, polluée, sans aucune

végeétation.

Tableau 1: Synthese des sites d'étude et leurs coordonnées géographiques.

1 Ain Oulmene Epigé 35°54'59.9"N 5°17'50.7"E
2 Guellal Hypogé 36°02'07.5"N 5°20'23.3"E
Urbain 3 Sétif Centre Hypogé 36°11'51.4"N5°25'46.9"9E
4 Sétif Centre Epigé 36°12'03.4"N 5°21'59.9"E
5 Ain Abbesa Hypogé 36°17'18.8"N 5°16'22.9"E
6 El Ouricia Hypogé 36°15'45.6"N 5°22'49.3"E
7 El Ouricia Epigé 36°15'46.9"N 5°22'51.8"E
Rural 8 Dehamcha Epigé 36°19'50.1" N 5°38'08.0"E
9 Dehamcha Epigé 36°21'04.0" N 5°39'27.9"E
10  Hammam Sokhna Epigé 35°58'07.9"N 5°48'43.1"E
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1.4. Collecte et identification des larves

La collecte des larves de Cx. pipiens s.l. a été réalisée dans sites N°1, 2, 3, 4,5, 6, 8, 9, et
10 en utilisant la technique de prélevement a la louche (Dipper sampling), qui consiste a

effectuer des coups de louche de 0,5 litre d'eau a chaque prélevement.

En raison de I'absence de larves de Cs.longiareolata dans I'ensemble des sites hypogés
étudiés, les larves de cette espéce ont été collectées dans les sites épiges N°4, 7, 8, et 10.
Les larves ont été ensuite placées dans des bidons en plastique de 5 litres et transportées au
laboratoire dans des conditions optimisées pour minimiser leur mortalité. Un pool de larves a
été prélevé sur chaque site, identifié a l'aide des clés picturales via le logiciel XPER 2-
Identification (Moskeytool V1.2), puis conservé dans de l'alcool a 70 % en vue de la
caractérisation moléculaire. Les autres pools de larves ont été elevés jusqu'a I'age adulte, afin

d'évaluer leur comportement autogéne.

1.5. Mise en couple et détermination de I’autogénie

Pour évaluer I'expression de l'autogénie en fonction du type d'habitat et du site de
reproduction, les larves de Cx. pipiens s.l. des sites N° 1, 3, 4, 6 et 8 (Tableau 1), ainsi que de
tous les sites de collecte pour Cs. longiareolata, ont été élevées dans des bacs en plastique sous
des conditions contrdlées, avec une température maintenue a 27 + 2°C, une humidité relative
de 60 a 80% régulée par un contréleur d'humidité ZL-7830A, et une photopériode de 14:10h.
Les larves ont été nourries de biscuits et de levure (75:25%, respectivement). Lorsqu'elles ont
atteint le stade nymphal, les nymphes ont été séparées individuellement dans des tubes
contenant de I'eau distillée et recouverts de tulle jusqu'a I'émergence des adultes. Ces derniers
ont été triés par sexe et mis en couples dans des gobelets de 50 cl couverts de tulle (un méle et
une femelle/gobelet), avec un bout de coton imbibé d'une solution sucrée et une petite boite de
Pétri pour la ponte (Figure 6). La présence de radeaux d'ceufs a été enregistrée quotidiennement
pendant 20 jours. Les femelles ayant pondu des ceufs sans repas de sang ont été considérées
comme autogénes. Les femelles survivantes ont été ensuite conservées a -20 °C pour une

analyse moléculaire.
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Figure 6: Mise en couple des adultes de moustiques (Cliché personnel).
1.6. Typage moléculaire de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata

L'ADN des larves et des adultes de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata a été extrait a
I’aide du kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Hilden, Allemagne) conformément au
protocole du fabricant. Toutes les étapes de centrifugation ont été réalisées a température

ambiante (15-25°C) a l'aide d'une micro-centrifugeuse.

1.6.1. Extraction d'ADN des larves

Un corps entier de larve de 4°™ stade a été placé dans un tube de réaction avec 180 pl de
tampon de lyse ATL et une bille en céramique, puis homogénéisé avec le TissueLyser (30/s
pendant 3 minutes). Ensuite, 20 pl de Protéinase K ont été ajoutés, suivis d'une incubation a
56°C pendant la nuit (~16 heures a 350 rpm). Aprées agitation, 400 pl de tampon de lyse
AL/éthanol (v/v) ont été ajoutés. Le mélange a été transféré dans une colonne DNeasyMinispin
placée dans un tube de collecte de 2 ml, centrifugé a 8000 rpm pendant 1 minute (I'écoulement
et le tube de collecte ont été éliminés). La colonne a été placée dans un nouveau tube de collecte,
suivi de I'ajout de 500 pl de tampon de lavage AW1 et d'une centrifugation a 8000 rpm pendant
1 minute. Aprés élimination de I'écoulement, la colonne a été transférée dans un autre tube de
collecte, 500 ul de tampon de lyse AW?2 ont été ajoutés, et centrifugé a 14000 rpm pendant 3
minutes. La colonne a été ensuite transférée dans un tube de micro-centrifuge. Ensuite, 100 pl
de tampon d’¢lution AE ont été pipetés directement sur la membrane DNeasy, incubé a
température ambiante pendant 1 minute, puis centrifugé a 8000 rpm pendant 1 minute pour
obtenir I'échantillon A. Une deuxiéme élution a été réalisée pour obtenir I'échantillon B.
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1.6.2. Extraction d"ADN des adultes

Une patte de moustiques a été placée dans un tube de réaction avec 400 ul de solution de
lyse TLS et une bille en céramique. L'homogénéisation a été réalisée avec le TissueLyser (30/s
pendant 3 minutes). Ensuite, 25 pl de protéinase K ont été ajoutés et melangés par vortex, puis
incubés a 50°C (1 a 2 heures a 350 rpm). L'échantillon a été centrifugé a 11000xg pendant 1
minute. Apres avoir ajouté 400 pl de solution de liaison TBS au surnageant, I'échantillon a été
mis sur un filtre & spin placé dans un tube collecteur, puis centrifugé a 11000xg pendant 2
minutes. Le filtrat a été éliminé, et le filtre a spin a été transféré dans un nouveau tube collecteur.
Ensuite, 500 pl de solution de lavage HS ont été ajoutes, suivis d'une centrifugation a 11000xg
pendant 1 minute. Aprés avoir éliminé le filtrat, 750 ul de solution de lavage MS ont été ajoutés
et centrifugés a 11000xg pendant 1 minute. Pour éliminer toute trace d'éthanol, une
centrifugation supplémentaire a 11000xg pendant 3 minutes a été réalisée. Le filtrat et le tube
collecteur ont été éliminés, puis le filtre a spin a été placé dans un tube d'élution. Apres avoir
ajouté 100 pl de tampon d'élution et incubé a température ambiante pendant 1 minute, une
centrifugation a 11000xg pendant 1 minute a permis de recueillir I'échantillon A. L'étape
d'élution a été répétée pour obtenir I'échantillon B. L'’ADN extrait est stocké a -20°C jusqu'a

son utilisation pour la PCR.

1.6.3. Déroulement de la PCR
Culex pipiens s.1.

Pour différencier les formes de Cx. pipiens de Cx. torrentium, I’amplification partielle de
’ace-2 a été réalisée a 1’aide des amorces ACEpip, ACEpall, ACEtorr et B1246s (Tableau 2)
dans des protocoles de PCR standard (Smith & Fonseca, 2004). Le mélange réactionnel
contenait 1 ul d’ADN, un tampon de réaction 5x Green Taq®, 10 pMol de chaque amorce, 0,2
mMol de chaque dNTP, 0,125 ul de Taq polymérase (Promega) et 10,675 ul d'eau distillée.

L'amplification par PCR a été réalisée a I'aide d'un thermocycleur (Biometra TOne) selon
le protocole suivant : une dénaturation initiale a 95 °C pendant 5 minutes, suivie de 35 cycles
comprenant une dénaturation a 94 °C pendant 30 secondes pour séparer les brins d'’ADN, une
hybridation des amorces a 55 °C pendant 30 secondes, et une élongation a 72 °C pendant

1 minute. Une élongation finale a été effectuée a 72 °C pendant 5 minutes.
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Les produits PCR ont été visualisés par électrophorese sur gel d’agarose a 1,6 %, pendant
environ 1 h 30 min ciblant des fragments d'ADN de 610 pb correspondant aux formes de Cx.

pipiens.

Tableau 2: Amorces PCR speécifiques pour la discrimination entre Cx. pipiens s.l.
et Cx. torrentium.

ACEpall ATGGTGGAGACGCATGACG
ACEpip GGAAACAACGACGTATGTACT

ACEtorr TGCCTGTGCTACCAGTGATGTT
B1246S TGGAGCCTCCTCTTCACGGC

La différenciation de Cx. p. pipiens et Cx. p. molestus sur la base de séquences partielles
de CQ11 a été réalisée a I’aide d’amorces CQ11F2, pipCQ11R et molCQI11R (Tableau 3) selon
des protocoles standard de PCR (Bahnck & Fonseca, 2006). Le mélange réactionnel contenait
1 ul d'ADN, un tampon de réaction 5% Green Taq®, 10 pMol de chaque amorce, 0,2 mMol de
chaque dNTP, 0,125 pl de Taq polymérase (Promega) et 10,675 pl d'eau distillée.

Le programme de PCR comprenait une dénaturation initiale a 95 °C pendant 5 minutes,
suivie de 40 cycles de dénaturation a 94 °C pendant 30 secondes, d'hybridation a 54 °C pendant
30 secondes, et d'élongation a 72 °C pendant 40 secondes, avec une élongation finale a 72 °C
pendant 5 minutes. Les produits PCR ont été visualisés par électrophorése sur gel d’agarose a
1,6%, pendant environ 1 h 30 min ciblant des fragments de 187 pb pour Cx.p. pipiens
et de 244 pb pour Cx. p. molestus.

Tableau 3: Amorces PCR spécifiques pour la discrimination entre les formes de Cx. pipiens.

CQ11F2 GATCCTAGCAAGCGAGAAC
pipCQ1LIR CATGTTGAGCTTCGGTGAA
molCQ11R CCCTCCAGTAAGGTATCAAC
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Culiseta longiareolata

L’amplification partielle d’environ 730 pb de la sous-unité | de la cytochrome ¢ oxydase
mitochondriale (COI) a été réalisée a 1’aide des amorces H15CuliCOIFw et H15CuliCOIRv
(Tableau 4) dans des protocoles de PCR standard.

Le mélange réactionnel contenait 1 ul d’ADN, 1 U du GoTaq® Long PCR Master Mix,
10 pMol de chaque amorce et 9,5 ul d'eau distillée. Le protocole de PCR comprenait une
dénaturation initiale & 95 °C pendant 2 minutes, suivie de 35 cycles de dénaturation a 95 °C
pendant 1 minute, d'hybridation a 50 °C pendant 1 minute, et d'élongation a 72 °C pendant
1 minute, avec une élongation finale a 72 °C pendant 5 minutes. Les produits PCR ont été
séparés par €électrophorese sur gel d’agarose a 1,6 %, pendant environ 1 heure 30 minutes ciblant
des fragments d'ADN de 710 pb.

Tableau 4: Amorces PCR spécifiques aux dipteres.

H15CuliCOIFw AGCCATTTAATCGCGACAA
H15CuliCOIRv GGATGTCCAAAAAATCAAAATAAATGTT

1.7. Séquencage

Les produits PCR obtenus ont été purifiés et séquencés par une entreprise spécialisée
(Microsynth GmbH). Les séquences brutes ont été traitées et alignées a l'aide du logiciel
BioEdit, permettant d'obtenir des séquences de taille uniforme (679 pb). Ces séquences ont été

ensuite comparées aux séquences précédemment publiées dans la base de données GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov) aI’aide de I’outil BLAST, permettant de confirmer leurs identités.
1.8. Analyse statistique

La relation entre les formes de Cx. pipiens et les sites de reproduction, les habitats
et le comportement autogene a été analysée a l'aide du test du Chi-deux. Tous les tests
statistiques ont été effectués a 1’aide de logiciel SPSS d’IBM V.22.
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2. Evaluation de I'effet toxique des huiles essentielles sur les larves

de Culex pipiens s.l. et Culiseta longiareolata (Diptera : Culicidae)

2.1. Collecte et élevage des larves

L’échantillonnage des larves de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata a été effectué dans
des gites naturels non traités. Les larves de 4°™ stade ont été utilisées directement pour les tests,
tandis que les ceufs, ainsi que les larves des 1°, 2¢me ot 3¢Me stades, ont été élevées a une
température ambiante de 27 + 2°C avec une photopériode de 14:10h jusqu'a ce qu'elles
atteignent le 4°™ stade. Leur alimentation consistait principalement de biscuits et de levure

(75:25%, respectivement).

2.2. Récolte des plantes

Le matériel végétal utilisé dans cette étude comprend les parties aériennes de trois plantes.
Les informations relatives a leurs collectes, ainsi que leurs numéros de spécimen, sont résumeées

dans le tableau 5 :

Tableau 5: Caractéristiques des plantes étudiées.

Cymbopogon citratus Boussaada, Wilaya

Citronnelle CAS28/06/21
(DC.) Stapf de M’sila
Saccocalyx satureioides = Boussaadda, Wilaya PUVIT-
Zaatar el Sahra )
Coss. et Durieu de M’sila 0900350001
Anis vert Pimpinella anisum L. Sétif /

La collecte des plantes a été effectuée en mars 2021. L’identification des plantes a été

faite par Pr. Laouer (Université Ferhat Abbas, Sétif 1).

Les parties aériennes des plantes ont été étalées et séchées a l'abri du soleil et de
I'numidité, a température ambiante, afin de préserver les molécules bioactives. Une fois
complétement séches, elles ont été recupérees, placées dans des sacs en papier, et conservees

jusqu'a leur utilisation ultérieure.

32



Matériel et méthodes

2.3. Extraction des HEs par hydrodistillation et rendement

Une biomasse de 50 a 100 g de matiére séche de chaque plante a été soumise a une
hydrodistillation pendant 3 heures, a lI'aide d'un appareil de type Clevenger (Figure 7). Les
huiles obtenues ont été mise dans des tubes en verre opaques et stockées a une température
de 4°C. Le rendement en huile essentielle, déterminé a partir de trois extractions et exprimeé en
pourcentage, correspond au rapport du poids de I'huile extraite au poids de la matiére séche de

la plante. 1l est calculé selon la formule suivante :

poids de U'huile(g)
poids de la matiére seche de la plante (g)

Rendement en huile essentielle (%) = 100

Figure 7: Appareil Clevenger pour I'hydrodistillation des huiles essentielles
(Cliché personnel).

2.4. Analyse des HEs par CPG-SM

Les HEs ont été soumises a une analyse chimique a I’aide d’un chromatographe en phase
gazeuse couplé a un spectrometre de masse (Shimadzu CPG-SM-TQ8040), équipée d’une
colonne RTX5MS (30 m 0,25 mm et 0,25 um d’épaisseur de film). La température initiale du
four de la colonne a ét¢ maintenue a 60 °C pendant 8 minutes, puis a augmenté jusqu’a 250 °C

pendant 10 minutes a une vitesse de 3 °C/min. L’injection a été réalisée a 250 °C.
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Le gaz vecteur utilisé était de I’hélium a un débit de 1 ml/min, avec une injection de 1 ul
d’HE en mode split (10 :1). L’ionisation des composants a été réalisée par impact €lectronique
70 eV. Les composés des HEs ont été identifiés en se référant a la base de données
WILEY-NIST. La composition en pourcentage de ’HE a été calculée en fonction de la surface

des pics chromatographiques.

2.5. Activité larvicide

Les essais de toxicité ont été effectués selon la méthode standard décrite par
I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS, 2005). Les HEs obtenue par hydrodistillation ont
¢été¢ diluée dans de 1’éthanol pour obtenir une solution mere de 10% et 1%. 25 larves
du 4°m stade de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata ont été exposées a différentes
concentrations obtenues en ajoutant 0,1-1 ml de la solution mére a 100 ml d’eau déchlorurée.
Les concentrations qui ont révelé une mortalité relative entre 10 % et 95 % ont été répétées
quatre fois. Une gamme de témoins a été exécutée simultanément, en ajoutant 1 ml d’éthanol a
100 ml d’eau déchlorurée aux témoins positifs, tandis que les témoins négatifs ont été exposés
a I’eau déchlorurée uniquement. La mortalité a été enregistrée aprés 24 heures d’exposition.
Les concentrations létales (CL25, LC50, LC90) ainsi que leurs intervalles de confiance a 95%
(IC a 95 %) ont eté déterminées. Apres avoir identifié ces concentrations, la CL25 et la CL50
ont été appliquées aux larves du 4°™ stade nouvellement exuviées afin de tester leurs effets sur

les métabolites.
2.6. Extraction des constituants biochimiques

Les individus de stade 4 non traités (témoins) et ceux exposes a I'HE de S. satureioides
aux concentrations létales CL25 et CL50 pendant 24 heures ont été pesés puis placés dans des
microtubes contenant 1 ml d'acide trichloroacétique (TCA) a 20 %. L'essai a été réalisé en trois
répétitions, chacune comprenant 10 individus. Les larves ont été ensuite broyées a I'aide d'un
homogénéisateur a ultrasons. Les métabolites ont été extraits selon la méthode de Shibko et al.
(1967) (Figure 8). Apres une premiére centrifugation (5000 tr/min, 4 °C, 10 min), le surnageant
obtenu a été utilisé pour doser les glucides selon la méthode de Duchateau & Florkin (1959),
et le culot a été traité avec 1 ml d'un mélange éther/chloroforme (v/v), puis centrifugé a nouveau
(5000 tr/min, 10 min).
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Le surnageant obtenu a été utilisé pour doser les lipides (Goldsworthy et al., 1972) et le
culot dissous dans une solution de soude (0,1 N) a été utilisé pour la quantification des protéines
selon la méthode de Bradford (1976).

La concentration des métabolites a été déterminée a partir d'une courbe d'étalonnage
représentée par I'équationy = ax + b, ou y représente les densités optiques (DO).
La concentration des métabolites a été calculée en fonction de la quantité de standard utilisé,
selon la formule suivante :

DO —b
TXlO

Quantité (lipides, glucides ou protéines) = “poids (mg)

[ Corps entier des larves traitées et témoins J

| 1mideTCA (20%) |

‘ Homogénéisation ‘

( Centrifugation (5000 trs/min, 10min) W

L J

( Surnageant | Culot 1

[ 1 ml éther/ chloroforme J

[ Centrifugation (5000 trs/mn, 10 min) }

Aliquot (100pl) Surnageant I1

Aliquot (100pl)

Anthrone (2,5ml) Evaporation totale 1 ml NaoH (0,1N)

1ml d’acide sulfurique

it

Agitation Agitation

30 min a I’étuve

Chauffage 80°C (10 min) Dosage aliquot Dosage aliquot
(200 pI+2,5 ml de SPHV) (100ul +2,5 BBC)
Glucides Lipides Protéines
(Duchateau&Florkin,1959) (Goldsworthy et al.,1972) (Bradford, 1976)

Figure 8: Protocole d’extraction des glucides, lipides et protéines totaux.
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2.6.1. Dosage des lipides

La quantité totale de lipides corporels a été évaluéee selon la méthode de Goldsworthy et
al. (1972), Aprés evaporation totale du solvant a 40 °C, 1 ml d'acide sulfurique concentré
(96 %) a été ajoute a des aliquotes de 100 pl des extraits lipidiques. Les tubes fermés, ont été

ensuite agités et chauffés a 100 °C pendant 20 minutes.

Apres refroidissement, 200 ul de chaque échantillon ont été mélangés a 2,5 ml de réactif
sulfophosphovanillinique. Ce réactif a été préparé en dissolvant 0,38 g de vanilline dans 55 ml
d'eau distillée, puis en ajoutant 195 ml d'acide orthophosphorique a 85 %. La solution a été
conservée pendant 3 semaines a 4 °C et a I'obscurité. Apres agitation, les échantillons ont été
laissés a I'obscurité pendant 30 minutes. La réaction produit une coloration rose dont

I'absorbance est mesurée a 530 nm.

La quantification des lipides est réalisée a partir d'une courbe d'étalonnage avec une
solution de lipides obtenue en dissolvant 2,5 mg d'huile de tournesol dans 1 ml d'un mélange
éther/chloroforme (V/V) (Tableau 6).

Tableau 6: Réalisation de la gamme d'étalonnage des lipides.

Quantité de la solution mere de lipides (pl) 0 20 40 60 80 100
Ether/Chloroforme (pl) 100 = 80 60 40 20 0
Réactif de vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 25 25

2.6.2. Dosage des glucides

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode
de Duchateau & Florkin (1959). Cette technique consiste a ajouter 100 pl de surnageant
a 2,5 ml de reactif d'anthrone (préparé en dissolvant 150 mg d'anthrone dans 75 ml d'acide
sulfurique concentré et 25 ml d'eau distillée), puis a chauffer le mélange a 80 °C pendant
10 minutes. La réaction produit une coloration verte, dont I'absorbance est mesurée a 620 nm

et est proportionnelle a la quantité de glucides présents dans 1’échantillon.
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La quantité de glucides est calculée a partir d'une courbe d'étalonnage obtenue avec une

solution mere de glucose a 1 mg/ml d'eau distillée (Tableau 7).

Tableau 7: Réalisation de la gamme d'étalonnage des glucides.

Quantité de la solution mere de glucose (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif d’anthrone (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

2.6.3. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (1976). A une
fraction aliquote de 100 ul de I'échantillon, on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de
Coomassie (BBC) (G 250, Merck), préparé en homogénéisant 100 mg de BBC dans 50 ml
d'éthanol a 95°, puis en ajoutant 100 ml d'acide orthophosphorique a 85% et en complétant a
1000 ml avec de I'eau distillée. Ce réactif se conserve 2 a 3 semaines a 4 °C. La réaction produit

une coloration bleue dont I'absorbance est mesurée a 595 nm.

La quantification des protéines se fait a I'aide d'une courbe d'étalonnage obtenue avec une

solution d'albumine de sérum de beeuf (BSA) a 1 mg/ml d'eau distillée (Tableau 8).

Tableau 8: Réalisation de la gamme d'étalonnage des protéines.

Quantité de BSA (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 O
Réactif BBC (ml) 25 25 25 25 25 25
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2.7. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme moyenne + SD. La régression non linéaire
exprimant le pourcentage de la mortalité corrigée en fonction du logarithme des doses, a permis
d’estimer les concentrations létales (CL25, CL50 et CL90), avec leurs intervalles de confiance
a 95%.

Les différents taux de mortalité subissent wune transformation angulaire
(Fisher & Yates, 1963). Une analyse de la variance (ANOVA) a été effectuée sur les données
suivi d’un test HSD de Tukey pour déterminer la signification entre les différentes séries

(seuil de significativité de 5%).

Les données biochimiques ont été également analysées par ANOVA, suivie d'une analyse
post hoc LSD. Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel

GraphPad Prism 8.4.2.
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Résultats

1. Caractérisation du complexe Culex pipiens et Culiseta longiareolata

(Diptera : Culicidae)
1.1. Culex pipiens s.1.
1.1.1. Caractérisation morphologique

Les principales caractéristiques morphologiques, chez les adultes et les larves de Culex
pipiens s.1., identifiées a l'aide du logiciel XPER 2-Identification (Moskeytool V1.2), peuvent

étre synthétisées comme suit :
1.1.1.1. Adulte

o Téte :
» Les palpes maxillaires sont nettement plus courts que la trompe et entiérement
foncés (Figure 9.A). La trompe est également uniformément foncée (Figure 9.A).
e Thorax :
» Le scutellum est trilobé (Figure 9.B).
« Abdomen :
> Les écailles sur les tergites sont de couleur creme et foncée (Figure 9.C).
o Ailes :
> Les ailes sont uniformément foncées, mesurant de 3 8 5 mm de longueur de I'insertion
a I'apex. Les écailles sur les nervures sont exclusivement foncées.
> L'alula est frangée de petites écailles (Figure 9.D1).
» La furcation de la nervure R2+3 est plus proche de la furcation de la nervure M1+2
(Figure 9.D2).
» L’apex de la veine anale se termine apres la fourche mcu/cuA (Figure 9.D3).
» Laveine R2+3 est plus courte que la veine R2/R3 (Figure 9.D3).
« Pattes postérieures (Patte I11) :
> Le tarsomére 1 (Figure 9.E1) et le tarsomere 5 (Figure 9.E2) sont entierement fonces.

> Le tibia est uniformément foncé avec un anneau apical pale (Figure 9.E1).
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@
tarsomere 5

mcu/cuA

Figure 9: Description morphologique de 1’adulte de Culex pipiens s.l.
A : Palpes maxillaires, Trompe (X40). B : Scutellum (X40). C : Tergite (X10).
D1 : Alula (X100). D2 : Nervures R2+3 ; M1+2 (X40). D3 : Apex de la veine anale,
Fourche mcu/cuA , Veines R2+3, R2/R3 (X40). E1 : Patte Il : Tibia, Tarsomere 1 (X40).
E2 : Patte Il : Tarsomere 5 (X40) (Cliché personnel).

1.1.1.2. Larve

o Téte:
» La soie antennaire 3-A est proche de la soie 4-A (Figure 10.Al).
» Les branches de la soie 6-C comportent 4 branches et les branches de la soie 5-C
comptent 5 branches (Figure 10.A2).
» Lasoie 4-C posséde une seule branche (Figure 10.A3).
» Le mentum présente plus de 8 dents de chaque c6té de la dent meédiane (Figure 10.A4).
« Abdomen :
» La soie 1a-S du siphon présente 2 a 5 branches et est insérée au-dela de la derniere
dent du pecten (Figure 10.B1).
> Ladent distale du pecten du siphon présente 5 denticules basaux (Figure 10.B2).

» L'épine sub-apicale 2-S du siphon est courte (Figure 10.B3).
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Figure 10: Description morphologique de la larve de Culex pipiens s.l.
Al : Soies antennaires 3-A, 4-A (X10). A2 : Soies 5-C, 6-C (X10). A3 : Soie 4-C (X10).
A4 : Mentum (X10). B1 : Soie siphonale 1a-S, Dents du pecten (X10).
B2 : Dents distales (X40). B3 : Epine sub-apicale (X40) (Cliché personnel).

1.1.2. Caractérisation écologique et moléculaire

La caractérisation écologique et moléculaire du complexe Cx. pipiens est cruciale pour
mieux comprendre ses différences comportementales et sa capacité vectorielle, afin d'orienter

des stratégies de lutte adaptées.

L'amplification du microsatellite CQ11, suivie d'une analyse par électrophorese, a révélé
des variations dans les fréquences des différentes formes de Cx. pipiens sur les 9 sites analysés
(Tableau 9, Figure 11). Parmi les 93 larves caractérisées par PCR, la forme molestus était
dominante, représentant 44,09% (41/93) des spécimens, suivie par la forme hybride a 38,71%
(36/93), tandis que 17,2% (16/93) appartenaient a la forme pipiens. La majorité des sites de
reproduction analysés (77,77%, soit 7/9) abritaient les trois formes génétiques de Cx. pipiens,
tandis que 22,22% (2/9) abritaient uniquement les formes molestus et hybrides. Aucun site
n‘abritait une population pure (uniqguement la forme pipiens ou molestus).

Les analyses statistiques ont révélé que la forme pipiens présentait une différence
hautement significative entre les habitats urbains et ruraux, avec une nette préférence pour les
sites ruraux (test du Chi-deux : > =25, ddl = 1, p < 0,0001). En revanche, elle montrait une
préférence tout aussi significative pour les sites de reproduction épigés par rapport aux sites
hypogés (test du Chi-deux : x2 = 38,44, ddl =1, p <0,0001).
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Cependant, les formes molestus et hybrides ne montraient pas de différences
statistiquement significatives, que ce soit pour I'habitat urbain ou rural [(test du Chi-deux :
molestus (y*> = 1,44, ddl = 1, p = 0,230), hybride (y*> = 2,56, ddl = 1, p = 0,11)], ou pour le type
de site de reproduction épigé ou hypogé [(test du Chi-deux : molestus (> = 0,04, ddl = 1,
p = 0,841), hybride (y>= 0,36, ddl =1, p = 0,549)].

Tableau 9: Fréquences des différentes formes de Cx. pipiens.

N % Urbain Rural Epigé Hypogé
n (%) n (%) n (%) n (%)
16 17,2 4 (25) 12 (75) 13 (81,25) 3(18,75)

41 4409 23 (56,1) 18 (43,9)  21(51,22) 20 (48,78)
36 38,71 15(41,67) 21(58,33)  19(52,78)  17(47,22)
93 100 42 51 53 40

200 pb
100 pb

Figure 11: Amplification par PCR du microsatellite CQ11 sur un gel d'agarose a 1,6 %.
M : Marqueur de taille 100 pb. 1,2 : Forme pipiens (187 pb). 3,4 : Forme molestus (244 pb).
5 : Forme hybride.
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1.1.3. Caractérisation biologique de la reproduction

1.1.3.1. Expression de D’autogénie en fonction des types d’habitats et des sites de
reproduction

Pour évaluer I’expression de 1’autogénie des moustiques, des adultes (méles et femelles)
provenant de 5 sites de reproduction (N° 1, 3, 4, 6 et 8) ont été élevés. Les femelles ayant produit

des ceufs sans avoir pris de repas sanguin ont été considérées comme autogenes.

Les analyses statistiques ont révélé que 1’autogénie était fortement corrélée aux sites de
reproduction hypoges (test du Chi-deux : y>= 11,56, ddl = 1, p < 0,0001). En revanche, aucune
différence significative n’a été observée entre 1’autogénie et le type d’habitat (test du Chi-deux:

2 =0,16, ddl = 1, p = 0,689) (Tableau 10).

Tableau 10: Expression de 1’autogénie chez les femelles de Cx. pipiens s.I en fonction des types
d’habitats et des sites de reproduction.

Urbain Rural Epigé Hypogé
n (%) n (%) n (%) n (%)

- 22 12(5455)  10(4545)  7(31,82)  15(68,18)

102 68(66,66)  34(33,33)  60(58,82) 42 (41,18)

124 80 44 67 57

1.1.3.2. Expression de I’autogénie des formes de Cx. pipiens en fonction des sites de

reproduction

Nous avons également exploré le lien entre les formes de Cx. pipiens et I’autogénie tant
dans les sites épigés que dans les sites hypogés. Les femelles survivantes, soit 32 provenant des
sites épigés et 36 des sites hypogés, ont été identifiées moléculairement en ciblant le

microsatellite CQ11 pour déterminer leur forme.
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L'analyse des femelles autogénes collectées dans les sites épiges a réveélé que
66,67% (6/9) des échantillons appartenaient & la forme molestus, tandis que 22,22 % (2/9)
correspondaient a la forme hybride et 11,11 % (1/9) a la forme pipiens. Dans les sites hypogés,
58,82% (10/17) des specimens étaient de la forme molestus, tandis que 41,18% (7/17)
appartenaient a la forme hybride. Par ailleurs, aucune forme pipiens n'a été observée dans

ces sites.

Concernant les femelles anautogenes des sites épigeés, 43,48% (10/23) étaient de la forme
pipiens, 43,48% (10/23) de la forme hybride, et 13,04% (3/23) de la forme molestus.
Dans les sites hypoges, 42,11% (8/19) des femelles anautogénes étaient de la forme molestus,
42,11% (8/19) de la forme hybride, et 15,79 % (3/19) de la forme pipiens (Tableau 11).

Les analyses statistiques ont révélé que les forme molestus et hybride étaient
significativement plus autogenes dans les sites hypogés que dans les sites éepigés
[test du Chi-deux : molestus (x> = 6,188, ddl = 1, p = 0,013), hybride (x> = 31,36, ddl = 1,
p < 0,0001)]. Les analyses ont également révélé une différence hautement significative entre
les formes molestus et hybrides en termes de taux d'autogénie dans les sites épigés
(test du Chi-deux : y> =25, ddl = 1, p < 0,0001). En revanche, aucune différence significative
n’a été observée entre ces deux formes dans les sites hypogés (test du Chi-deux : y*> = 3,24,
ddl =1, p=0,072). Par ailleurs, la forme pipiens était principalement anautogéne, quel que soit

le type de site épigé ou hypogé.

Tableau 11: Expression de 1’autogénie des formes de Cx. pipiens dans les sites épigés
et hypogés.

Autogeéne Anautogene Autogeéne Anautogene
n (%) n (%) n (%) n (%)
1(11,11) 10 (43,48) 0 3 (15,79)
6 (66,67) 3(13,04) 10 (58,82) 8 (42,11)
2 (22,22) 10 (43,48) 7 (41,18) 8 (42,11)
9 23 17 19
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1.2. Culiseta longiareolata
1.2.1. Caractérisation morphologique

Les principales caractéristiques morphologiques, chez les adultes et les larves de Culiseta
longiareolata, identifiées a l'aide du logiciel XPER 2-Identification (Moskeytool V1.2),

peuvent étre synthétisées de la maniere suivante :
1.2.1.1. Adulte

o Téte:

» Les palpes maxillaires sont nettement plus courts que la trompe, avec
des écailles mélangées foncées et pales (Figure 16.A). La trompe est entierement
foncée (Figure 16.A).

e Thorax :

» Le scutellum est trilobé (Figure 16.B1).

» Le scutum présente des bandes continues (Figure 16.B2).
« Abdomen :

> Les écailles sur les tergites sont creme et foncées (Figure 16.C).
o Ailes :

» Les ailes sont foncées avec des taches noires et mesurent environ 6 mm de longueur
de l'insertion a I'apex (Figure 16.D1).

» L'alula est frangée de petites écailles (Figure 16.D2).

o Pattes postérieures (Patte 111) :

» Le tarsomere 1 est rayé longitudinalement avec des écailles pales, tandis que

le tarsomere 5 est entierement foncé (Figure 16.E).

> Le tibia présente une bande longitudinale péle (Figure 16.E).
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tbla tasomére |
M

Figure 12: Description morphologique de 1’adulte de Culiseta longiareolata.
A : Palpes maxillaires, Trompe (X40). B1 : Scutellum. B2 : Scutum (X40).
C : Tergites (X40). D1 : Ecailles alaires (X40). D2 : Alula (X100). E : Patte Il : Tibia,
Tarsomére 1, Tarsomére 5 (X40) (Cliché personnel).

1.2.1.2. Larve

o Téte :
» L'antenne est lisse et courte, et la soie antennaire 1-A est a peine visible (Figure 15.A).
« Abdomen :

» Présence d'une paire de touffes siphonales insérées a la base du siphon (Figure 15.B).

Figure 13: Description morphologique de la larve de Culiseta longiareolata.
A : Soie antennaire 1-A (X10). B : Touffes siphonales (X10) (Cliché personnel).
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1.2.2. Caractérisation moléculaire

En raison de I'absence des larves de Cs. longiareolata dans I'ensemble des sites hypogés
étudiés, les larves ont été collectées que dans les sites épigés. L'analyse génétique réalisée sur
35 spécimens de Cs. longiareolata a permis d'obtenir des amplicons PCR qui ont été analysées

par électrophorése (Figure 18), puis séquencees.

700 pb

100 pb

Figure 14: Amplification par PCR du COI sur un gel d'agarose a 1,6%.
M : Marqueur de taille 100 pb ; 1-5 : Culicidae (710 pb).

L’analyse des séquences a mis en évidence cinq haplotypes, chacun se distinguant par
une seule mutation nucléotidique (substitution) a une position spécifique (Figure 19). Parmi ces

haplotypes, ’haplotype 1 s’est avéré prédominant, représentant 74,29% des spécimens (26/35).

Position 138 ...l 282 . 465 ............. 633
Haplotype 1 T T A T
Haplotype 2 T T A C
Haplotype 3 T T G T
Haplotype 4 C T A T
Haplotype 5 T C e, A T

Figure 15: Variation des haplotypes de Cs. longiareolata

Les sequences obtenues ont été comparees a celles disponibles dans la base de données
GenBank. Les analyses BLAST ont confirmé que tous les spécimens appartenaient a
Cs. longiareolata. Les séquences ont été ensuite déposées dans GenBank sous les numéros
d’accession PQ844768 - PQ844799 (Tableau 12). Certaines séquences, n’ont pas pu étre
enregistrées dans GenBank en raison de leur faible qualité.
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Tableau 12: Numéros d'accession des haplotypes de Cs. longiareolata.

Type5 PQ844793
Sétif Centre Type4 PQ844794, PQ844796, PQ844797, PQ844799
Type 1 PQ844795, PQ844798
Type 1 PQ844784, PQ844785, PQ844787, PQ844788,
Ouricia PQ844789, PQ844790, PQ844791, PQ844792
Type 3 PQ844786
Type 1 PQ844768, PQ844769, PQ844770, PQ844772,
Dehamcha PQ844773
Type 2 PQ844771, PQ844774
PQ844775, PQ844783, PQ844782, PQ844781,
Hammam Sokhna | Type 1 PQ844780, PQ844779, PQ844778, PQ844777,
PQ844776

1.2.3. Caractérisation biologique de la reproduction

Un total de 67 couples de Cs. longiareolata ont été élevés pour évaluer I'expression du
comportement autogéne. Aucune ponte d'ceufs n’a été observée, ce qui confirme que tous les

spécimens se sont révélés étre exclusivement anautogenes.
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2. Evaluation de I'effet toxique des huiles essentielles sur les larves

de Culex pipiens s.l. et Culiseta longiareolata
2.1. Rendement des HEs

Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation des parties aériennes séchées de
Cymbopogon citratus, Saccocalyx satureioides, et Pimpinella anisum ont révélé des

caractéristiques distinctives en termes d'aspect, d'odeur et de rendement.

L'HE de C. citratus était de couleur jaune vif, avec une texture fluide, un parfum frais et

citronné, et un rendement modéré de 0,9 + 0,06%.

L'HE de S. satureioides était légerement plus visqueuse, avec une couleur jaune péle et

une odeur épicée et camphrée. Son rendement était plus élevé, atteignant environ 2 = 0,11 %.

L’HE de P. anisum était incolore a Iégerement jaune, dégageait un aréme doux et anisé,

et présentait le rendement le plus élevé, de I'ordre de 4 + 0,2%.

2.2. Composition chimique des HES
2.2.1. Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, 1906

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM) a révélé la présence de 48 composés, représentant 100% de la composition totale
de I’HE. Les concentrations, les indices de rétention (IR) et les temps de rétention (TR) des

constituants isolés sont présentés dans le tableau 13 et la figure 20.

Les monoterpénes oxygénés représentaient 84,49% de I'huile, suivis des monoterpénes
hydrocarbonés a 6,59%, avec une présence notable de 1’a-citral (37,74%) et du PB-citral
(28,31%). En revanche, les sesquiterpénes hydrocarbonés et oxygénés ne représentaient que

0,64% des composants identifiés.

49



Résultats

Tableau 13: Composition chimique de I’'HE de C. citratus :
temps de rétention (TR) et concentration (%) des composants identifiés.

Z

oo ~N ool W DN B

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

Composants

5-Hepten-2-one, 6-methyl-
B-Myrcene

B-trans-Ocimene
Phenylacetaldehyde

B-Ocimene

1,6-Octadiene, 2,7-dimethyl-
cis-Linalool oxide

Ethyl 2-(5-methyl-5-vinyltetrahydrofuran-2-yl)propan-2-
ycarbonate

Myroxide
3-Methyl-2-(2-methyl-2-butenyl)-furan
Linalool

1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
cis-p-Menthane

y-lsogeraniol

a-Cyclocitral

Citral

Citronellal

trans-y-Caryophyllene

Isoneral

Rosefuranepoxide

3,6-Octadienal, 3,7-dimethyl-
a-Terpineol

2-Pentylnonenal
(-)-cis-1sopiperitenol
2-Cyclopentylidenecyclopentanone
Oxiranecarboxaldehyde, 3-methyl-3-(4-methyl-3-pentenyl)-
(2)-Geraniol

(R)-citronellol

p-Citral

Geraniol

a-Citral

Carvacrol

Neryl formate

2-Hydroxycineole

Geranoicacid

Nerolacetate

Cyclohexanol, 4-(1-methylethyl)-
Geranylacetate

Aromandendrene
cis-a-Bergamotene
(E)-B-Famesene

2-Octen-1-ol, 3,7-dimethyl-, isobutyrate, (2)-

IR
799
786
834
837
844
848
866.

882

888
893
896
911
932
940
943
946
949
953
961
971
979
984
989
994
1012
1018
1025
1029
1043
1055
1076
1091
1099
1133
1154
1161
1170
1181
1213
1231
1253
1285

TR (min)
9.390
9.728
12.366
12.510
12.948
13.201
14.234
15.142

15.489
15.751
15.916
16.755
17.921
18.380
18.532
18.665
18.839
19.080
19.490
20.058
20.477
20.764
21.027
21.290
22.250
22.569
22.910
23.098
23.818
24.444
25.493
26.239
26.638
28.256
29.228
29.565
29.955
30.491
31.946
32.743
33.705
35.109

(%)
1,09
6,21
0,15
0,05
0,06
0,11
017
01

0,59
0,24
2,67
0,04
0,06
0,31
0,26
0,07
0,25
0,07
1,42
1,21
1,84
0,44
0,37
0,04
0,05
0,13
0,12
0,37
28,31
7,52
37,74
0,16
0,63
0,34
0,13
0,16
0,37
521
0,07
0,11
0,12
0,09

Indice de rétention (IR),
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43
44
45
46
47
48

2-Tridecanone

Geraniol butyrate
Caryophyllene oxide
Selin-6-en-4a-ol
Neointermedeol
2,6-Dodecadiene, 2,6-dimethyl-

Monoterpenes hydrocarbonés 2, 3, 5, 6, 13
Monoterpénes oxygénés 7, 9-12, 14-22, 24-32, 34, 35, 50
Sesquiterpenes hydrocarbonés 39-41

Sesquiterpenes oxygenés 45-47

Autres 1, 4, 8, 23, 33, 36-38, 42-44, 48

Total (%)

2.2.2. Saccocalyx satureioides Coss. et Durieu, 1853

1291
1357
1378
1414
1453
1467

35.377
38.093
38.952
40.406
41.960
42.490

Figure 16: Chromatogramme CPG-SM de I’HE de C. citratus.

0,11
0,05
0,2
0,09
0,05
0,04
6,59
84,49
0,3
0,34
8,27
99

L’analyse CPG-SM a permis d’identifier 58 composés, couvrant 100% de la composition

totale de I’HE. Les concentrations, les indices de rétention (IR) et les temps de rétention (TR)

des constituants isolés sont détaillés dans le tableau 14 et la figure 22.

Les monoterpénes oxygénés (69,75%) et les monoterpenes hydrocarbonés (22,02%)

étaient majoritaires, avec l'a-térpinéol (23,95%), le thymol (18,15%), et le borneol (17,22%)

comme principaux composés. Les sesquiterpénes hydrocarbonés et oxygénés totalisaient 5,08%

des composants identifiés.
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Tableau 14: Composition chimique de I’HE de S. satureioides : Indice de rétention (IR),

temps de rétention (TR), et concentration (%) des composants identifiés.
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Composants
5,5-Dimethyl-1-vinylbicyclo [2.1.1] hexane
a-Tricyclene
a-Thujene

2-Pinene

Camphene
2,4-Thujadiene
a-Sabinene

B-Pinene

3-Octanone
B-Myrcene
a-Phellandrene
3-Carene
a-Terpinene
Prehnitene
D-Limonene
[-cis-Ocimene
y-Terpinene
(2)-Sabinene hydrate
Linalool oxide
2-Norbornanone, 3,3-dimethyl-
a-Terpinolene
Linalool
trans-2-Menthenol
1,7,7-Trimethylbicyclo [2.2.1] hept-5-en-2-one
cis-Sabinol
(+)-2-Bornanone
3-Ketocamphor
Borneol
L-4-terpineol
a-Terpineol

Bornyl formate
D-Carvone

Geraniol

p-Anethole

Thymol

Thymol acetate
Ethyltetramethylcyclopentadiene
Santovar O
(2)-Jasmone
a-Gurgujene
Caryophyllene
Aromandendrene
a-Humulen

IR
712
714
719
726
740
744
765
768
780
786
799
805
812
822
825
845
855
861
867
876
883
896
915
920
932
937
942
950
976
999
1024
1046
1064
1081
1099
1152
1170
1185
1195
1204
1214
1233
1248

TR (min)
6.08
6.21
6.41
6.75
7.47
7.65
8.67
8.82
9.41
9.70
10.36
10.69
11.08
11.69
11.85
12.99
13.58
13.94
14.30
14.78
15.19
15.97
17.01
17.25
17.92
18.18
18.47
19.99
20.33

21.578
22.864
23.973
24.895
25.724
26.652
29.137
29.995
30.675
31.145
31.569
31.995
32.848
33.485

(%)
0.05
0.31
0.78
2.85
4.7
0.04
0.12
0.84
0.35
1.02
0.06
0.05
0.96
5.08
2.1
0.02
2.51
0.13
0.01
0.02
0.53
2.07
0.08
0.21
0.24
0.38
0.32
16.98
5.95
23.95
1.17
0.31
0.11
0.62
18.15
1.25
0.25
0.07
0.03
0.11
0.51
0.42
0.15
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44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

Alloaromadendrene
y-Gurjunene
B-Selinene
Bicyclo[5.2.0] nonane, 2-methylene-4,8,8-trimethyl-4-vinyl-
y-Cadinene
B-Cadinene
Davana ether
Succinic acid, tridec-2-yn-1-yl trans-hex-3-en-1-yl ester
Palustrol
Spatulenol
Junenol
t-Cadinol
1,1,4,7-Tetramethyldecahydro-1H-cyclopropale]azulen-7-ol
Shyobunol
Cyclopentanecarboxylicacid, 3-methylene-, 1,7,7
trimethylbicyclo [2.2.1]hept-2-yl ester
Monoterpenes hydrocarbonés 1-9, 11-18, 22
Monoterpenes oxygénés 19, 20, 23-32, 34-37
Sesquiterpenes hydrocarbonés 42, 51
Sesquiterpenes oxygénés 52, 59
Autres 10, 21, 33, 38-41, 60
Total (%)

1256
1269
1281
1291
1309
1319
1329
1345
1363
1373
1425
1437
1466
1486
1607

33.820
34.418
34.945
35.360
36.145
36.552
36.941
37.619
38.340
38.758
40.845
41.306
42.445
43.213
47.720

Figure 17: Chromatogramme CPG-SM de I'HE de S. satureioides.

2.2.3. Pimpinella anisum L., 1753

0.17
0.06
0.07
0.24
0.34
0.3
0.06
0.03
0.04
1.3
0.05
1.01
0.02
0.2
0.02

22.02
69.75
2.37
2.71
3.16
100

L’analyse CPG-SM a permis de détecter 49 composes, représentant 100% de la

composition totale de I’HE. Les concentrations, les indices de rétention (IR) et les temps de

rétention (TR) des constituants isolés sont détaillés dans le tableau 15 et la figure 22.
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Les monoterpénes oxygeénes (56,35%) et les monoterpénes hydrocarbonés (38,28%)
constituaient les groupes majoritaires, avec lI'anéthol (24,93%), le D-limonéne (20,5%) et la
rotundifolone (13,33%) comme principaux composes. Les sesquiterpénes hydrocarbonés et
oxygénés, représentaient une tres faible proportion, ne représentant que 0,05% de I'ensemble

des composants identifiés.

Tableau 15: Composition chimique de I'HE de P. anisum : Indice de rétention (IR),
temps de rétention (TR), et concentration (%) des composants identifiés.

N° Composants IR TR (min) (%)
2 n-Heptylchloride 693 5.165 0,01
3 3-Bromocyclohexene 710 5.972 0,02
4  o-Thujene 719 6.410 0,17
5 2-Pinene 725 6.738 3,40
6  Camphene 738 7.361 0,14
7  o-Sabinene 765 8.686 1,07
8  [B-Pinene 768 8.836 1,89
9  B-Myrcene 787 9.754 3,08
10  a-Phellandrene 800 10.395 1,59
11  3-Carene 805 10.710 0,01
12 o-Terpinene 812 11.102 0,15
13 D-Limonene 830 12.133 20,5
14  B-Ocimene 836 12.478 0,47
15  5-Methyl-1-heptanol 841 12.750 0
16 0-Ocimene 845 13.028 0,04
17  y-Terpinene 857 13.665 5,64
18 cis-Sabinene hydrate 862 13.967 0,04
19 Nonanal 865 14.153 0,01
20 cis-Linalool oxide 868 14.306 0,01
21  2-Nonen-1-ol, (E)- 871 14.510 0,28
22 L-Fenchone 885 15.289 9,53
23 Linalool 898 16.087 5,27
24  1,3,8-p-Menthatriene 907 16.530 0,04
25  cis-Menth-2-en-1-ol 915 16.979 0,04
26 allo-Ocimene 926 17.570 0,02
27  p-Mentha-1,5,8-triene 929 17.775 0,07
28 (+)-(E)-Limonene oxide 933 17.955 0,04
29  (+)-2-Bornanone 936 18.164 0,22
30 1,2-Dimethylcyclohexane 941 18.405 0,1
31 o-Terpineol 961 19.529 0,57
32  L-4-terpineol 971 20.069 0,46
33  Anethole 1001 21.683 24,93
34 Dillether 1031 23.230 0,01
35 o-Naginatene 1038 23.570 0,04
36 3-Carvomenthenone 1047 24.041 0,03
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37  2-isopropyl-4-methylanisole
38 Anhydrolinalool oxide

39 2-Butyl-2-cyclopentenone
40 Carvacrol

41 1-Oxaspiro[2.5]octane, 2,4,4-trimethyl-8-methylene-

42  Piperitenone

43  Rotundifolone

44  Cinerolone

45  Isoeugenolmethylether

46 Germacrene D

47  Myristicine

48 Elemicine

49  Shyobunol

50 Acetic acid;(2Z)-3,7-dimethylocta-2,6-dien-1-ol
Monoterpenes hydrocarbonés 4-14, 16, 17, 24, 26, 27

Monoterpenes oxygénés 18, 20, 22, 23, 25, 28, 29, 31-36, 38, 40, 42-44

Sesquiterpénes hydrocarbonés 46

Sesquiterpenes oxygenés 49

Autres 1-3, 15, 19, 21, 30, 37, 39, 41, 45, 47, 48, 50
Total (%)

1052
1057
1060
1101
1117
1134
1169
1195
1200
1276
1319
1353
1485
1530

24.255
24.528
24.677
26.738
27.491
28.293
29.933
31.144
31.399
34.705
36.561
37.957
43.202
44.866

Figure 18: Chromatogramme CPG-SM de I’HE de P. anisum.

0,02
0,11
0,19
0,03
0,05
1,31
13,33
0,38
0,2
0,04
4.4
0,04
0,01
0,03
38,28
56,35
0,04
0,01
5,35
100
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2.3. Activités larvicides des HEs a I’égard de Culex pipiens s.l. et Culiseta longiareolata

(Diptera : Culicidae)
2.3.1. Activité larvicide de ’HE de C. citratus

L'exposition des larves de “™ stade nouvellement muées de Cx. pipiens s.l.
et Cs. longiareolata a différentes concentrations de I’HE de C. citratus (40, 60, 80, 100, 120,
140 ppm pour Cx. pipiens et 60, 80, 100, 120, 140 ppm pour Cs. longiareolata) pendant
24 heures a révelé une augmentation du taux de mortalité en fonction des concentrations
appliquées (Tableau 16 et 17). La mortalité observée variait de 18% et 19% aux concentrations
les plus faibles atteignant 100% a la concentration maximale (140 ppm) pour Cx. pipiens s.I.
et Cs. longiareolata, respectivement. Aucune mortalité n'a été observée dans les groupes

témoins, qu'ils soient positifs ou négatifs.

Une analyse de variance a un facteur, réalisée aprés transformation angulaire des
pourcentages de mortalité, a révélé une différence hautement significative (p < 0,0001) entre
les concentrations testées pour les deux espéces (Tableaux 18 et 19). Le test HSD de Tukey a
permis de regrouper les concentrations en cing groupes distincts (Figure 23).

Les courbes dose-réponse (Figure 24), représentant la mortalité en fonction du logarithme
des concentrations, ont permis d'estimer les concentrations létales (CL25, CL50 et CL90) ainsi
que leurs intervalles de confiance a 95% (Tableau 20). Les résultats suggérent que
Cs. longiareolata était I'espece la plus résistante aux effets de I'HE de C. citratus.

Tableau 16: Effet toxique de I'HE de C. citratus (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. aprés 24h d’exposition: Moyenne # Ecartype
(n = 4 répétitions de 25 individus).

24 60 76 84 88 100
20 56 72 76 92 100
12 52 68 76 92 100
16 48 76 72 88 100

18+516 54+516 73+383 77+503 90+231 100%0
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Tableau 17: Effet toxique de I'HE de C. citratus (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cs. longiareolata aprés 24h d’exposition: Moyenne + Ecartype
(n = 4 répétitions de 25 individus).

60 72 88 100
56 72 88 100
52 76 92 100
48 80 92 100

19+6 54 +£5,16 75+ 3,83 90 +£2,31 100+ 0

Tableau 18: Effet toxique de I'HE de C. citratus (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°M stade de Cx. pipiens s.l. aprés 24h d’exposition (Moyenne + Ecartype, n = 4 répétitions
de 25 individus) : Analyse de variance a un critére de classification apres transformation

angulaire des pourcentages de mortalite.

8383 5 1677 211,5 P<0,0001***
142,7 18 7,926
8526 23

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

Tableau 19: Effet toxique de I'HE de C. citratus (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cs. longiareolata aprés 24h d’exposition (Moyenne + Ecartype,
n = 4 répétitions de 25 individus) : Analyse de variance a un critere de classification apres
transformation angulaire des pourcentages de mortalité.

8169 4 2042 251,9 P<0,0001***
121,6 15 8,108

8290 19

*** : hautement significatif (p <0,0001), SCE : somme des carres des écarts, ddl : degré de liberté,
CM : carré moyen ; F obs : F observé, P : niveau de significativite.
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Figure 19: Effet toxique de I'HE de C. citratus (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cx. pipiens s.I. (A) et Cs. longiareolata (B) aprés 24h d’exposition :
Moyenne + Ecartype (n = 4 répétitions de 25 individus).
Les différentes lettres indiquent une différence significative (p < 0,05) (le test HSD de Tukey).
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Figure 20: Effet toxique de I'HE de C. citratus sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cx. pipiens s.I. (A) et Cs. longiareolata (B) aprés 24h d’exposition :
Courbe dose-réponse montrant le pourcentage de mortalité observée en fonction du
logarithme des concentrations.

Tableau 20: Concentrations létales (ppm) de I’HE de C. citratus appliquées sur les larves
du 4™ stade de Cx. pipiens s.I. et de Cs. longiareolata aprés 24h d’exposition.

42,88 59,96 117,2
3,28 0.97
(34,32-50,52) (52,8-67,09) (94,88 - 151,5)

63,82 78,6 119,2
5,27 0.99
(57,76 - 69,28) (73,98 - 83,18) (107,1-134,9)

R2- Coefficient de détermination
Intervalle de confiance (95%)
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2.3.2. Activité larvicide de ’HE de S. satureioides

Les larves de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata ont été exposées
a différentes concentrations de I'HE de S. satureioides (40, 50, 60, 70, 80, 90 ppm pour
Cx. pipiens s.1. et 40, 60, 80, 100, 120 ppm pour Cs. longiareolata) pendant 24 heures.

Les résultats de l'activité larvicide, présentés dans le Tableau 21 et 22, ont montré une
augmentation du taux de mortalité en fonction de I'augmentation des concentrations. Le taux de
mortalité variait de 14% et 7% a 40 ppm, atteignant 100% a 90 ppm et 120 ppm chez
Cx. pipiens s.1. et Cs. longiareolata, respectivement. Aucune mortalité n'a été observée dans les

groupes témoins.

L'analyse de variance a un facteur, apres transformation angulaire des pourcentages de
mortalité, a révélé une différence hautement significative (p < 0,0001) entre les concentrations
testées pour Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata (Tableaux 23 et 24). Le test HSD de Tukey a
permis de regrouper les concentrations en six groupes pour Cx. pipiens s.l. et cing pour Cs.

longiareolata (Figure 25).

Les courbes dose-réponse (Figure 26), représentant la mortalité en fonction du logarithme
des concentrations, ont permis d'estimer les concentrations létales (CL25, CL50 et CL90) avec
leurs intervalles de confiance a 95% (Tableau 25). Les résultats indiquent que I'HE
de S. satureioides était moins toxique pour les larves de Cs. longiareolata que pour celles de
Cx. pipiens s.1.

Tableau 21: Effet toxique de I'HE de S. satureioides (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. aprés 24h d’exposition: Moyenne # Ecartype
(n = 4 répétitions de 25 individus).

12 36 56 72 84 100

12 36 52 76 92 100
16 40 60 68 92 100
14 39 58 70 90 100

14+231 39+383 58+516 705,17 90+4 100+ 0
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Tableau 22: Effet toxique de I'HE de S. satureioides (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cs. longiareolata aprés 24h d’exposition: Moyenne + Ecartype
(n = 4 répétitions de 25 individus).

44 76 92 100

40 72 88 100

8 40 72 92 100

12 40 80 92 100
7+3,83 41+2 75+ 3,83 91+2 100+ 0

Tableau 23: Effet toxique de I'HE de S. satureioides (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. aprés 24h d’exposition (Moyenne + Ecartype, n = 4 répétitions
de 25 individus) : Analyse de variance & un critére de classification aprés transformation

angulaire des pourcentages de mortalite.

20563 5 4113 276,2 P<0,0001***
268 18 14,89
20831 23

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

Tableau 24: Effet toxique de I'HE de S. satureioides (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cs. longiareolata aprés 24h d’exposition (Moyenne =+ Ecartype,
n = 4 répétitions de 25 individus) : Analyse de variance a un critere de classification apres

transformation angulaire des pourcentages de mortalité.

4 5917 792,4 P<0,0001***
112 15 7,467
23779 19

*** . hautement significatif (p <0,0001), SCE : somme des carres des écarts, ddl : degré de liberté,
CM : carré moyen ; F obs : F observé, P : niveau de significativite.
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Figure 21: Effet toxique de I'HE de S. satureioides (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cx. pipiens s.I. (A) et Cs. longiareolata (B) aprés 24h d’exposition :
Moyenne + Ecartype (n = 4 répétitions de 25 individus).

Les différentes lettres indiquent une différence significative (p < 0,05) (le test HSD de Tukey).
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Figure 22: Effet toxique de I'HE de S. satureioides sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cx. pipiens s.I. (A) et Cs. longiareolata (B) aprés 24h d’exposition :
Courbe dose-réponse montrant le pourcentage de mortalité observée en fonction du
logarithme des concentrations.

Tableau 25: Concentrations létales (ppm) de I’HE de S. satureioides appliquées sur les larves
du 4™ stade de Cx. pipiens s.I. et de Cs. longiareolata aprés 24h d’exposition.

45.43 55.87 84.52
5.31 0.98
(39.96 - 50.19) (51.81-59.87) (74.4 - 99.37)

52.6 64.48 96.91 0.0
(49.34-55.68) (61.89 - 67.06) (89.81 - 105.1) '

R2- Coefficient de détermination
Intervalle de confiance (95%)
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2.3.3. Activité larvicide de ’HE de P. anisum

Les larves de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata ont été exposées pendant
24 heures a différentes concentrations de I'HE de P. anisum (10, 20, 30, 40, 50 ppm pour
Cx. pipienss.l. et 20, 30, 40, 50 ppm pour Cs. longiareolata). Les résultats de I'activité larvicide,
présentés dans les tableaux 26 et 27, montraient une augmentation du taux de mortalité en
fonction de I'augmentation des concentrations. La mortalité variait de 8% pour Cx. pipiens s.1.
et 12% pour Cs. longiareolata aux plus faibles concentrations (10 et 20 ppm, respectivement),
pour atteindre 100% et 97% a 50 ppm chez Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata, respectivement.

Aucune mortalité n'a été observée dans les groupes témoins.

L'analyse de variance a un facteur, réalisée aprés transformation angulaire des
pourcentages de mortalité, a révélé une différence hautement significative (p < 0,0001) entre
les concentrations testées pour les deux especes (Tableaux 28 et 29). Le test HSD de Tukey a
permis de regrouper les concentrations en cing groupes pour Cx. pipiens s.l. et quatre groupes

pour Cs. longiareolata (Figure 27).

Les courbes dose-réponse (Figure 28), représentant la mortalité en fonction du logarithme
des concentrations, ont permis d'estimer les concentrations létales avec leurs intervalles de
confiance a 95% (Tableau 30). Les résultats indiquent que Cx. pipiens s.l. semblait étre I'espéce

la plus sensible a cette HE.

Tableau 26: Effet toxique de I'HE de P. anisum (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. aprés 24h d’exposition: Moyenne # Ecartype
(n = 4 répétitions de 25 individus).

4 44 72 96 100
8 40 76 88 100
12 40 72 88 100
8 36 64 92 100

8+3,26 40 + 2,26 71+5,03 91 + 3,82 100+ 0
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Tableau 27: Effet toxique de I'HE de P. anisum (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cs. longiareolata aprés 24h d’exposition: Moyenne + Ecartype
(n = 4 répétitions de 25 individus).

44 76 96
40 76 96
48 72 96
40 68 100
12 + 3,26 43 + 3,83 73 +3,83 97 2

Tableau 28: Effet toxique de I'HE de P. anisum (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. aprés 24h d’exposition (Moyenne + Ecartype, n = 4 répétitions
de 25 individus) : Analyse de variance & un critére de classification aprés transformation

angulaire des pourcentages de mortalité.

11734 4 2934 337,2 P<0,0001***
130,5 15 8,7
11865 19

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

Tableau 29: Effet toxique de I'HE de P. anisum (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cs. longiareolata aprés 24h d’exposition (Moyenne =+ Ecartype,
n = 4 répétitions de 25 individus) : Analyse de variance a un critéere de classification apres
transformation angulaire des pourcentages de mortalité.

77T 3 2592 371,8 P<0,0001***
83,68 12 6,973
7860 15

*** . hautement significatif (p < 0,0001), SCE : somme des carrés des écarts, ddl : degré de liberté,
CM : carré moyen ; F obs : F observé, P : niveau de significativite.
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Figure 23: Effet toxique de I'HE de P.anisum (ppm) sur la mortalité (%) des larves
de 4°™ stade de Cx. pipiens s.I. (A) et Cs. longiareolata (B) aprés 24h d’exposition :
Moyenne + Ecartype (n = 4 répétitions de 25 individus).
Les différentes lettres indiquent une différence significative (p < 0,05) (le test HSD de Tukey).
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Figure 24: Effet toxique de I'HE de P. anisum sur la mortalité (%) des larves de 4°™ stade
de Cx. pipiens s.l. (A) et Cs. longiareolata (B) aprés 24h d’exposition :
Courbe dose-réponse montrant le pourcentage de mortalité observée en fonction du
logarithme des concentrations.

Tableau 30: Concentrations 1étales (ppm) de I’HE de P. anisum appliquées sur les larves
du 4°™ stade de Cx. pipiens s.I. et de Cs. longiareolata aprés 24h d’exposition.

25,34 31,6 49,13
(18,79 -30,78) (26,75 -36,31) (37,58 - 72,85)

R2- Coefficient de détermination
Intervalle de confiance (95%)

16,58 22,42 41,01
3,64 0.99
(13,39 - 19,49)  (19,74-25) (33,64 - 51,65)
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2.4. Efficacité comparée des HEs a I'égard de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata

En tenant compte des concentrations létales (CL25, CL50 et CL90) des HEs testées sur
les larves de Cx .pipiens s.l. et Cs. longiareolata, les résultats montrent que I’HE de P. anisum
était la plus toxique, suivie par celles de C. citratus et de S. satureioides. De plus,

Cs. longiareolata s’est révélé étre I'espece la plus résistante aux trois HESs testées (Tableau 31).

Tableau 31: Les concentrations létales (CL25, CL50 et CL90) des HEs extraites de C. citratus,
S. satureioides et P. anisum sur les larves du 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. et de Cs. longiareolata
apres 24h d’exposition.

42,88 59,96 117,2

Cx.pipienssl. 3435 5052)  (52.8-67,09) (94,88 - 151,5)
Cs. 63,82 78,6 119,
longiareolata (57,76 - 69,28) (73,98 -83,18)  (107,1- 134,9)
- 45.43 55.87 84.52
Cx-pipiens .l (3996.5010)  (51.81-59.87)  (74.4 - 99.37)
Cs. 52.6 64.48 96.91
longiareolata (49.34 - 55.68) (61.89 - 67.06) (89.81 - 105.1)

Cx. viniens s | 16,58 22,42 41,01
-PIPIENS S 13 39 - 19,49) (19,74 - 25) (33,64 - 51,65)
Cs. 25,34 316 49,13

longiareolata  (18,79-30,78)  (26,75-36,31) (37,58 - 72,85)

2.5. Effet de PHE de S. satureioides sur la croissance des larves du 4®m stade

de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata

L'HE de S. satureioides a été sélectionnée pour évaluer son effet a des concentrations
létales spécifiques (CL25 et CL50), sur le poids corporel et les paramétres biochimiques,
notamment les teneurs en glucides, lipides et protéines, des larves de Cx. pipiens s.l.
et Cs. longiareolata. Cette étude vise a combler le manque de données approfondies sur

I'activité larvicide de cette plante, tout en offrant un apercu des mécanismes d'action potentiels.
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2.5.1. Effet de ’HE de S. satureioides sur le poids corporel

Les résultats obtenus indiquent que I’HE de S. satureioides induisait une diminution
significative du poids corporel des larves de Cx. pipiens s.l. aprés 24 heures d'exposition en
fonction de I’augmentation des concentrations (p = 0,007). Chez Cs. longiareolata, la réduction
du poids était encore plus marquee entre le témoin et les groupes traités, avec une valeur de p
extrémement faible (p < 0,0001), confirmant que cette augmentation était hautement
significative (Tableau 32).

Tableau 32: Effet de I’HE de S. satureioides (CL25, CL50) sur le poids corporel (mg)
des larves de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata aprés 24 heures d’exposition
(Moyenne * Ecartype, n = 3 répétitions de 10 individus).

Témoins CL25 CL50 P
3,43+05a 2,79+0,12 ab 2,14+0,14b 0,007

6,40 £ 0,05 a 598+0,11Db 494+0,15¢c <0,0001

Les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p > 0,05
(post hoc LSD).

2.5.2. Effet de ’HE de S. saturoieides sur le taux des glucides

La quantité des glucides dans les larves a été determinée a l'aide de la droite de régression
établie a partir de la courbe d'étalonnage (Figure 29). Chez Cx. pipiens s.l., une diminution
significative des taux des glucides a été observée entre le groupe témoin et les groupes traités
CL25 et CL50 (p = 0,014). De maniere encore plus marquée, chez Cs. longiareolata, les taux
des glucides diminuaient significativement avec l'augmentation des doses de traitement
(p = 0,006) (Tableau 33).
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Figure 25: Dosage des glucides : Courbe de régression de 1’absorbance en fonction
des quantités de glucose (ug) (R2 : coefficient de détermination).

Tableau 33: Effet de I’HE de S. satureioides (CL25, CL50) sur la concentration
des glucides (ug/mg) des larves de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata
apres 24 heures d’exposition (Moyenne + Ecartype, n = 3 répétitions de 10 individus).

_ Témoins CL25 CL50 p
_ 15,13+0,67a  12,18+047ab  943+154Db 0,014
_ 21,32+ 0,68 a 20,63 +1,68 a 16,89+ 0,76 b 0,006

Les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05)
(post hoc LSD).

2.5.3. Effet de ’HE de S. saturoieides sur le taux des lipides

La courbe d’étalonnage a permis de quantifier les lipides dans les larves des groupes
témoin et traités (Figure 30). Les taux des lipides augmentaient de maniére non significative
chez Cx. pipiens s.1. et Cs. longiareolata du groupe témoin aux groupes traites par la CL25 et
CL50 (p = 0,09 et p = 0,66, respectivement) (Tableau 34).
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Figure 26: Dosage des lipides : Courbe de régression de 1’absorbance en fonction
des quantités des lipides (ug) (R2 : coefficient de détermination).

Tableau 34: Effet de I’HE de S. satureioides (CL25, CL50) sur la concentration
des lipides (ug/mg) des larves de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. et Cs .longiareolata
apres 24 heures d’exposition (Moyenne + Ecartype, n = 3 répétitions de 10 individus).

_ Témoins CL25 CL50 p
_ 876+185a 1046+138a 125+18a 0,09
_ 1363+138a 1461+09la 1644+118a 0,66

Les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05)
(post hoc LSD).

2.5.4. Effet de ’HE de S. saturoieides sur le taux des protéines

La courbe d’étalonnage a permis de mesurer les taux des protéines (Figure 31).
Chez Cx. pipiens s.l., les taux des protéines présentaient une diminution significative entre
le groupe témoin et les groupes traités (p = 0,037). De méme, une diminution significative des
protéines est également observée entre le groupe témoin et les groupes traités
de Cs. longiareolata (p = 0,013) (Tableau 35).
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Figure 27: Dosage des protéines : Courbe de régression de 1’absorbance en fonction
des quantités d’albumine (ug) (R2 : coefficient de détermination).

Tableau 35: Effet de I’'HE de S. satureioides (CL25, CL50) sur la concentration
des protéines (ug/mg) des larves de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata
apres 24 heures d’exposition (Moyenne + Ecartype, n = 3 répétitions de 10 individus).

_ Témoins CL25 CL50 p
_ 29000+485a 2892+285ab 2134+133b 0,037
_ 3507+285a 3307+036ab 29+082b 0013

Les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05)
(post hoc LSD).
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Discussion

1. Caractérisation du complexe Culex pipiens et Culiseta longiareolata

(Diptera : Culicidae)
1.1. Caractérisation écologique et moléculaire

Les deux formes de Cx. pipiens (pipiens et molestus), bien que morphologiquement
similaires, présentent des différences comportementales, physiologiques et trophiques qui
influencent leur capacité vectorielle. L hybridation entre ces formes pourrait accroitre leur
potentiel vectoriel, renforcant ainsi leur importance en médecine humaine et vétérinaire
(Ohashi et al., 2014; Shaikevich et al., 2016; Tewfick et al., 2019).

Cette étude a mis en évidence que le microsatelite CQ11 identifiait a la fois les formes
pipiens et molestus, ainsi que leurs hybrides, coexistant dans les mémes sites de reproduction.
En particulier, la forme pipiens montrait une préférence pour les habitats épigés avec une nette
prédilection pour les zones rurales. En revanche, bien que la forme molestus ait longtemps été
considérée comme strictement anthropophile et confinée aux sites de reproduction souterrains,
nos observations ont révélé qu'elle peut également coloniser des habitats épigés. Des résultats
similaires ont été rapportés par Beji et al. (2017) en Tunisie, qui ont rapporté la coexistence des
formes pipiens et molestus, ainsi que de leurs hybrides, dans des sites épigés. Ces observations
concordent avec celles de Vogels et al. (2015), qui ont également identifié
Cx .p. pipiens et Cx. p. molestus en sympatrie dans des habitats en surface aux Pays-Bas. En
Roumanie, une sympatrie des deux biotypes dans les habitats épigés a été également observée,
bien que le nombre d’hybrides détecté soit faible, ce qui suggere 1’existence d’un isolement
reproductif (Tiron et al., 2021). Dans d'autres régions d'Afrique du Nord et d’/Amerique du Sud,
les deux biotypes coexistent dans divers habitats urbains, suburbains et ruraux, tant dans les
sites de reproduction aériens que souterrains (Amraoui et al., 2012; Fros et al., 2015; Amara
Korba et al., 2016; Alvial et al., 2024).

La prédominance de la forme molestus, ainsi que 1’absence des hybrides
(Cardo et al., 2020) et de la forme pipiens dans les sites hypogés (Krida et al., 2015)

s'expliquent probablement par I'influence de plusieurs facteurs environnementaux.
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La température annuelle moyenne et la photopériode sont deux facteurs clés qui régulent
le cycle de vie et les comportements reproductifs des moustiques. De plus, l'urbanisation
modifie les habitats naturels en affectant la végétation et les sources alimentaires, tout en créant
de nouveaux sites de reproduction tels que les infrastructures souterraines. Ces facteurs
combinés influencent la distribution des différentes formes. Reusken et al. (2010) ont fourni
les premieres preuves de la présence de Cx. p. molestus et d’hybrides en Europe du Nord, ou les
biotypes et leurs hybrides coexistaient au sein des mémes sites souterrains. En revanche, dans
le sud de I’Europe, leur coexistence n’a ¢été observée qu’en surface (Gomes et al., 2009;
Osorio et al., 2014). Di Luca et al. (2016) ont demontré la présence d'hybrides en Europe du
Nord et du Centre, suggérant que les deux biotypes peuvent également se croiser a des latitudes
élevées, permettant ainsi un flux génétique entre les populations de surface et souterraines dans

des conditions environnementales favorables.

Par ailleurs, dans la présente étude, 1’analyse moléculaire réalisée par I'amplification du
géne COl suivie du séquencage des specimens de Cs. longiareolata a révélé I’existence de cing
haplotypes, chacun caractérisé par une variation nucléotidique unique. Ces légéres variations
génétiques traduisent un faible niveau de polymorphisme, reflétant une forte homogénéité
génétique des populations dans la zone d’étude. Une étude menée par Gunay (2015) en Turquie,
portant sur des populations de Cs. longiareolata collectées dans différentes villes, a identifié 13
haplotypes au sein de cette espéce, soulignant une diversité génétique plus importante.
Les résultats du BLAST ont également mis en évidence une forte similarité génétique avec des
populations d'autres régions du monde. Les séquences obtenues présentaient une identité de
99,82 % a 100 % avec la séquence MW577644.1 provenant d’Algérie. Par ailleurs, elles
montraient également une similarité de 99,85 % a 100 % avec la séquence MNO05050 de Grece
et de 99,70 % a 100 % avec la séquence MK713984.1 de Turquie. Cependant, des variations
génétiques importantes ont été observées au sein des différentes populations de Cs.
longiareolata, sur la base des fragments ITS2 et COIl, ce qui nécessite des recherches
supplémentaires pour determiner si des especes cryptiques existent au sein de ce taxon

morphologiquement homogéne (Soltanbeiglu et al., 2020).
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1.2. Caractérisation biologique de la reproduction

Le comportement de 1’autogénie peut affecter différents paramétres de transmission des
agents pathogenes, tels que 1’augmentation de la population des vecteurs et la réduction de la

période d’apparition des agents pathogénes (Khaligh et al., 2020).

Nos résultats ont montré que l'autogénie est observée chez les femelles collectées aussi
bien dans les habitats aériens que souterrains, bien que son expression soit significativement
plus élevée dans les habitats hypogés. Cela peut s'expliquer par I'adaptation des moustiques a
des environnements ou les sources de repas sanguins sont limitées, favorisant ainsi le

développement de l'autogénie (Kassim et al., 2012).

Des adaptations similaires ont été décrites dans des études menées en Algérie (Amara
Korba et al., 2016), au Maroc (Krida et al., 2015), en Tunisie (Beji et al., 2017) et au Portugal
(Gomes et al., 2009), ou un faible pourcentage de femelles issues de sites épigés montrait un
comportement autogene. Cette faculté d'adaptation est liée a la capacité de Cx. pipiens a
mobiliser des réserves énergétiques du stade larvaire pour produire des ceufs autogenes.
Certaines especes autogenes de moustiques pouvaient tout de méme prendre un repas de sang
avant de pondre leur premier lot d'ceufs, bien que cela ne soit pas nécessaire au développement

de ces ceufs (Sweeney & Russell, 1973).

Dans notre étude, la forme molestus montrait les taux les plus élevés d’autogénie dans les
deux types de sites, aussi bien épigés qu’hypogés. Cette forte prévalence est liée a la proportion
élevée de la forme molestus dans ces habitats, confirmant des observations similaires faites en
Italie, en Australie et en Californie (Kassim et al., 2012; Nelms et al., 2013; Di Luca et al.,
2016). Selon Di Luca et al. (2016), l'autogenénie apparait dés la premiere genération dans les
populations contenant des CQ11 molestus ou des hybrides CQ11. En l'absence de molestus,
mais avec des frequences élevées d'hybrides, des pontes autogenes ont été également observeées.
En revanche, dans les populations majoritairement composées de pipiens et présentant peu
d'hybrides, aucune ponte autogéne n'a été observée, ce qui conduit a une disparition progressive
des colonies. Cette dynamique souligne I'importance de la présence de molestus ou d'hybrides
pour maintenir une population autogéne (Spielman, 1964).
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L'adaptation de Cx. p. molestus aux habitats souterrains, ou les opportunités
pour se nourrir de sang sont limitées, favorise l'autogenénie. Une étude réalisée
a Shanghai a montré que l'autogénie chez Cx. p. molestus peut se maintenir
pendant au moins 10 générations (Gao et al., 2019). Cependant, 1l a également été observé que
certaines femelles Cx. p. molestus peuvent présenter un comportement anautogéne, souvent
attribué a une mauvaise adaptation aux conditions de laboratoire, entrainant une dissociation
gonotrophique (Gomes et al., 2009). Cependant, bien que cette forme présente une autogenese
obligatoire, son comportement de recherche d'hote et sa prise de repas sanguin demeurent peu
étudiés (Kassim et al., 2012).

Il a été¢ également observé dans cette ¢tude qu’aucune ponte d'ceufs autogénes n'a été
observée chez Cx. p. pipiens confirmant ainsi son comportement anautogéne conformément a
des résultats précédents (Amara Korba et al., 2016). Cependant, certaines recherches ont
démontré que, bien que rarement, des femelles de la forme pipiens pouvaient produire des ceufs
sans avoir pris de repas de sang (Beji et al., 2017). Cette observation a eté également rapportée
au Portugal par Gomes et al. (2009). Contrairement aux résultats antérieurs, Dehghan et al.
(2014) ont exclusivement observé un comportement anautogenes chez les deux formes, pipiens
et molestus en Iran. Dans les systemes anautogenes, I'normone ecdystéroidogene et les peptides
analogues a l'insuline transduisent les signaux nutritionnels en réponse a un repas de sang,
déclenchant la maturation des ceufs. Par ailleurs, I'autogenie est influencée par plusieurs
facteurs, notamment la température, la variation géographique, la saisonnalité, la disponibilité
nutritionnelle des larves, I'acces restreint aux sites de reproduction, I'absence d'hétes pour un
repas sanguin et les espaces limités pour I'accouplement ( Becker et al., 1999; Ariani et al.,
2015; Khaligh et al., 2020). Cependant, bien que la disponibilité des nutriments soit un facteur
clé, elle n’aboutissait jamais a une forme autogéne pipiens, tandis qu'une disponibilité
alimentaire extrémement faible éliminait rarement 1’autogénie de la forme molestus.
Néanmoins, le nombre d’ceufs autogénes produits augmentait proportionnellement avec la
disponibilité des nutriments (Jarvela et al., 2021). Par ailleurs la taille des radeaux d'ceufs issus
d'une ponte autogene était significativement plus petite que celle des ceufs pondus aprés un

repas sanguin (Clements, 1992).
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En effet, cette étude a également montré que les femelles de Cs. longiareolata
n’exprimaient pas de comportement autogene. Tres peu de populations de cette espéce peuvent
pondre des ceufs sans avoir pris de repas sanguin, comme 1’ont rapporté Van Pletzen & Van der

Linde (1981) ; Al-Jaran & Katbeh-Bader (2001) et Khaligh et al. (2020).

Cette diversité dans les comportements reproductifs refléte I'adaptation des moustiques a
leurs environnements, influencant ainsi leur dynamique populationnelle et leur potentiel
vectoriel. La compréhension approfondie de ces mécanismes biologiques est essentielle pour

développer des stratégies de lutte plus ciblées et efficaces.
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2. Evaluation de Deffet toxique des huiles essentielles sur les larves

de Culex pipiens s.l. et Culiseta longiareolata (Diptera : Culicidae)

2.1. Rendement et composition chimique des HEs

Les rendements des HEs extraites des parties aériennes des plantes étudiées variaient
considérablement comme suit : C. citratus avec 0,9%, S. satureioides avec 2%, et P. anisum
avec 4%. La présente etude a confirmé que le néral et le géranial sont les principaux constituants
de C. citratus. Ces résultats concordent avec plusieurs travaux antérieurs qui ont également mis
en évidence la prédominance de ce chemotype dans la composition chimique de cette espéce.
Cependant, des variations quantitatives de ces composeés ont été observées, en fonction des
régions géographiques. En Algérie, Boukhatem et al. (2014), ont rapporté un rendement
de 0,6% pour C. citratus, avec 23 composés représentant 90,6% de I'huile totale, dominée par
le géranial (42,2%) et le néral (31,5%). En Egypte, ’'HE extraite de C. citratus a présenté un
rendement de 0,66%, dominée par deux composés majoritaires : le citral A (géranial) a 42,86%
et le citral B (néral) a 36,83%, parmi les 22 composants identifiés (Soliman et al., 2017).
Au Kenya, Matasyoh et al. (2011) ont également noté un rendement de 0,8%, dominé par les
monoterpenes hydrocarbonés (94,25%), principalement le géranial (39,53%), le néral
(33,31%), et le myrcene (11,41%). Au Mexique, Vazquez-Briones et al. (2015) ont observé un
rendement plus élevé de 1,5%, avec 15 composants, parmi lesquels I'oxiraneméthanol (28,4%),
le néral (19,35%), et le géranial (15,97%) sont les plus abondants. Par ailleurs,
Mirghani et al. (2012) ont souligné que la composition chimique varie selon I’organe de la
plante d’ou I’huile est extraite, caractérisant 68 composés dans I'huile des tiges et 72 dans celle
des feuilles, avec le géranial, le néral, le géraniol, le limonéne, et le f-myrcene comme
principaux constituants.

Pour S. satureioides, 1'a-térpinéol, le thymol, et le bornéol ont eté identifiés comme
composés majeurs. Aouf et al. (2020) ont rapporté un rendement de 2,8%, avec 28 constituants
représentant 99,80% de I’HE, parmi lesquels les principaux composés sont le bornéol (25,71%),
l'a-terpinéol (25,61%), le thymol (12,8%), et le camphéne (10,26%). Khaldi et al. (2017) ont
observé un rendement similaire de 2,4%, ou l'a-terpinéol (32,65%) et le thymol (22,26%) se
distinguaient comme composants majeurs. Ammar et al. (2020) ont également rapporté un
rendement de 2,1%, avec une composition majoritairement dominée par le thymol (25,6%),
l'a-terpinéol (24,6%), le bornéol (17,4%), et le p-cymene (11,4%).
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Par ailleurs, certaines études ont relevé des rendements plus élevés.
L’HE de S. satureioides extraite a Ain Safra, dans la région de Nadma, a présenté un rendement
de 4,42%, avec 34 constituants identifiés, dont le bornéol (24,7%), le thymol (21%)
et l'a-terpinéol (19,1%) comme composants majeurs (Bendimerad et al., 2009). De méme,
I'huile obtenue dans la région de Boussaida a révélé une composition dominée par 1'a-terpinéol
(32,7%), le thymol (22,8%), le bornéol (11,6%) et le carvacrol (6,9%), avec un rendement de
3,5% (Biondi et al., 2006). A Zaafrane, dans la région de Djelfa, les rendements des huiles de
S. satureioides variaient entre 2,69% et 4,88%, avec des variations des concentrations en
a-terpinéol, thymol et bornéol selon la période de collecte (Souadia et al., 2020). Cependant,
Laouer et al. (2006) et Zerroug et al. (2011) ont également observé des rendements plus faibles
de 1,5%, caractérisé par une prédominance de l'a-terpinéol, du thymol et du bornéol. Le
chémotype bornéol, thymol et I’a terpinéol semble caractériser I’HE de S. satureioides poussant

a I’état sauvage en Algérie.

Pour P. anisum, I'anéthol et le D-limonéne se sont révélés étre les composés dominants.
Cependant, des études antérieures ont signalé I'existence de plusieurs chemotypes caractérisant
cette HE. Pavela (2014) a Prague, a observé un rendement de 3,31%, comprenant 20 composes,
dont le trans-anéthole a plus de 81% et le B-himachalene a 12,32 %. Par ailleurs,
Sharifi et al. (2008), en Iran, ont démontré un rendement similaire de 3,3 %, avec I'E-anéthole
(92,9 %), le p-allylanisol (2,2 %) et le Z-a-bisabolene (1,8 %) comme principaux composants.
En Gréce, Fitsiou et al. (2016) ont identifié 47 composés représentant environ 99% de la surface
chromatographique totale de I’'HE de P. anisum, avec l'anéthole a 88,1%, suivi du
pseudo-iso-eugényl-2-méthylbutyrate a 4,15% et du himachalene a 4,15%. Cependant,
lannarelli et al. (2018), en Italie, ont observé un rendement faible de 2%, de la méme plante,

avec le (E)-anéthole (92,8 %) et I’estragole (4,7 %) comme principaux composés.

La distillation assistée par micro-ondes a montré un bon rendement des HEs des graines
d'anis, tout en réduisant le temps d'extraction et la consommation énergétique. Cette méthode a
¢galement mis en évidence la présence de composés supplémentaires dans 1’HE, contribuant a
I’amélioration de ses activités biologiques (Boumahdi et al., 2021). D'autres études ont montre
gu'un temps d'extraction prolongé peut réduire le rendement. Anastasopoulou et al. (2020) ont
rapporté un rendement de 80 ml/kg aprés 1h de distillation de P. anisum, diminuant a 25 ml/kg

aprés 3h entrainant des variations quantitatives dans les composants majoritaires.
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Cette reduction pourrait s'expliquer par la perte de certains composes volatils dans la

phase gazeuse et de composants solubles dans I'eau au cours de I'extraction.

La composition, la concentration des composants et le rendement des huiles essentielles
sont déterminés par des facteurs intrinséques et extrinséques. Parmi les facteurs internes
figurent la génétique de la plante (espéce, écotype, chimiotype), son origine, la partie utilisée,
le stade de développement, la période saisonniére de récolte, ainsi que les voies métaboliques.
Les facteurs externes englobent les conditions environnementales (climat, habitat, date de
semis, utilisation de fertilisants), les conditions de culture (température, humidité, rayonnement,
propriétés du sol, méthodes de récolte, localisation géographique), et les technigques post-récolte
(séchage, méthodes d’extraction, et conditions d’analyse) (Mohamadi et al., 2015; Souadia et
al., 2020; Kerbouche et al., 2021; Draoui et al., 2022).

2.2. Activités larvicides des HEs a I’égard de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata

(Diptera : Culicidae)

Dans cette étude, nous avons évalué l'activité larvicide de trois HEs : C. citratus,
S. satureioides, et P. anisum a I’égard des larves de 4°™ stade de Cx. pipiens s.I. et de Cs.
longiareolata. Les trois HES se sont avérées toxiques et leur efficacité a été déterminée en
calculant les concentrations létales, qui indiquent respectivement les concentrations nécessaires
pour tuer 25, 50, et 90% des larves de moustiques ciblées. Ces indices permettent non seulement
d'évaluer la puissance des HEs en tant qu'agents larvicides, mais aussi de comparer leur
efficacité relative et leur potentiel d'utilisation dans des programmes de lutte contre les
moustiques. Cependant, il a été constaté que Cx. pipiens s.1. était I'espéce la plus sensible, avec

I'HE de P. anisum se révélant étre la plus toxique.

Une étude menée par Peach et al. (2019) a révéle que les HEs de I'écorce de cannelle, de
la citronnelle et du romarin étaient particulierement répulsives pour Aedes aegypti. En
combinant ces huiles, les chercheurs ont observé une synergie qui renforgait considérablement
leur effet répulsif. Lors d'expériences sur le terrain, le mélange d'HE de citronnelle et d'écorce
de cannelle a montre une répulsion notable envers le moustique Culiseta incidens. Par ailleurs,
George et al. (2016) ont confirmé que I’application d’huile de citronnelle sur la peau de
volontaires humains assurait une protection significative contre les piqdres de moustiques, avec

une durée d’efficacité d’environ trois heures pendant la nuit.
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De plus, des moustiques en captivité ont montré un éloignement significatif de la zone
traitée, avec une répulsion de 43% aprés une minute et une mortalité totale apres 18 minutes.
En effet, il a été observé que les HEs de citronnelle et de clou de girofle provoquaient diverses
aberrations morphologiques chez Ae. aegypti, telles que des larves déformées, une éclosion
incompléte, et des nymphes anormales (Soonwera & Phasomkusolsil, 2016). En paralléle, 'HE
de citronnelle, ainsi que ses composants majeurs, le citral et I’acétate de géranyle, ont démontré
une toxicité élevee chez les adultes d'Ulomoides dermestoides (DL50 = 5,17 pg/insecte, DL50
= 4,17 pgl/insecte, DL50 = 7,21 pug/insecte, respectivement) (Plata Rueda et al., 2020).
Le thymol (21,53 %), l'a-pinéne (17,43 %) et I'o-cymene (15,37 %) sont les principaux
composants de 1'huile de thym, tandis que le néral (34,48 %), le géranial (34,37 %) et le B-
myrceéne (12,84 %) sont les composés majoritaires de I'HE de citronnelle. Ces composants ont
montré des efficacités similaires contre les ravageurs de la tomate (Ngongang et al., 2022). Ces
résultats sont cohérents avec ceux de Moustafa et al. (2021), qui ont démontré que I’'HE de
citronnelle également riche en a-citral et B-citral, avait une activité insecticide efficace contre
les larves de 2°™ stade de la chenille noire (Agrotis ipsilon), en affectant l'activité des enzymes
peroxydases et de détoxification, avec des valeurs de CL15 et CL50 respectivement de 427,67
et 2623,06 mg/l.

En outre, Alves et al. (2019) ont évalué les effets insecticides de I’HE de citronnelle,
mettant en évidence des modifications comportementales, une diminution de la teneur en
triacylglycérol, ainsi qu’une réduction des activités de ’acétylcholinestérase et de la B-estérase.
Ces modifications pourraient affecter la survie de I'insecte, ainsi que le transfert des ressources
énergétiques pendant I'ovogenese et l'oviposition. Les extraits aqueux et éthanoliques de
C. citratus et Annona senegalensis ont été également testés contre les larves de 3™ et 4°™ stade
de Culex quinguefasciatus. Les résultats ont révélé que I'extrait éthanolique de ces plantes est
plus toxique, avec des CL50 et CL95 respectivement de 2.7E+07 et 0.891 ppm pour C. citratus
et A. senegalensis, comparé a 2.669 et 6.656 ppm pour les extraits aqueux (Wahedi et al., 2024).

Tres peu d'études ont été reéalisees sur I'effet insecticide de S. satureioides. Ammar et al.
(2020) ont démontré les propriétés insecticides de cette plante, rapportant une efficacité
significative contre Cx. quinquefasciatus avec des CL50 et CL90 de 62,8 ppm et 94,4 ppm,

respectivement.
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En parallele, plusieurs études ont rapporté des variations notables dans les concentrations
létales d'autres HES appartenant a la famille de Lamiaceae. L'activité larvicide de Rosmarinus
officinalis et Lavandula angustifolia a été démontrée par El-Kasem Bosly (2022), avec des
concentrations létales CL50 de 214,97 ppm et 301,11 ppm, respectivement. Ces résultats
contrastent avec ceux de Asiri et al. (2020) et Zeghib et al. (2020), qui ont rapporté une toxicité
plus élevée pour ces mémes plantes contre la méme espéce, avec des valeurs de CL50 de 51,33
ppm et 29,82 ppm, respectivement. De plus, Dris et al. (2017) ont observé que I'HE de
Lavandula dentata présentait une activité larvicide contre Cx. pipiens s.l. et Cs. longaireolata,
avec des CL50 respectives de 113,38 ppm et 77,09 ppm. Giatropoulos et al. (2018) ont
également mis en évidence I'effet toxique de 14 plantes appartenant a la famille des Lamiaceae
contre Aedes albopictus, avec des CL50 variant entre 20,5 ppm et 147,5 ppm, et des CL90 allant
de 42,3 ppm a 188,3 ppm. De méme, Dahchar et al. (2016) et Belkhiri et al. (2021) ont examiné
I'effet toxique des extraits aqueux de Thymus vulgaris et Salvea verbena contre Cx. pipiens s.l.
et Cs. longaireolata, montrant une diminution des valeurs de concentration létale avec

l'augmentation du temps d'exposition.

Une recherche visant a évaluer ’efficacité des HEs commerciales d’ail (Allium sativum)
et d’anis (P. anisum) contre les larves d’Ae. aegypti a démontré que I'HE d'ail, avec une CL50
de 0,006 ppm, était plus efficace que I'HE d'anis (CL50 = 0,023 ppm) (Sedthapong et al., 2020).
Pavela et al. (2019), ont également démontré que les HES des Apiacées, notamment celle d'anis,
caractérisée par une teneur élevée en anéthole (96,7 %), présentaient une toxicité avec
des valeurs de CL50 allant de 1,45 & 4,01 ml/l contre les larves de 3°™ stade de
Cx. quinquefasciatus. Par ailleurs, quatre autres HEs de la méme famille (Trachyspermum
ammi, Smyrnium olusatrum, P. anisum et Helosciadium nodiflorum) ont montré des CL50
allant de 17,5 a 25,9ul/l. Les mélanges binaires de ces HEs ont significativement reduit les taux
d'émergence et la fertilité des larves survivantes de Cx. quinquefasciatus apres traitement. Par
ailleurs, des tests de toxicité réalisés sur les principaux constituants de ces huiles ont révélé des
CL50 de 18,6 mg/l pour la germacrone, 33,7 mg/l pour I’isofuranodiene, et 24,8 ul/l pour
I’anéthole (Benelli et al., 2017). Les interactions antagonistes et synergiques des constituants

des HEs peuvent avoir un impact significatif sur leur efficacité insecticide (Mir et al., 2022).
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Ces observations sont en accord avec les résultats d’ Andrade-Ochoa et al. (2018), qui ont
démontré que I'anéthole présentait des effets synergiques avec d'autres constituants,
tout comme le carvacrol et le thymol, tandis que le limonene présente un effet antagoniste avec

le pinéne.

Les principaux composants de I'HE d'anis, notamment l'anéthole (E), le limonéne,
I'nimachaléne, le trans-verbenol et le linalool, ont également montré une activité insecticide
contre le tribolium rouge de la farine (Tribolium castaneum) (Hashem et al., 2020). Les
activités de contact, fumigantes et de répulsion, ont été également évalué. Les HEs de quatre
especes végetales le géranium (Pelargonium graveolens), I’anis (P. anisum), la camomille
allemande (Matricaria chamomilla) et I’orange ameére (Citrus aurantium) ont été évaluées
contre les adultes de Callosobruchus maculatus. L'huile de P. graveolens (riche en citronellol
a 27,76 % et en géraniol a 12,35 %) s'est révélée la plus efficace (CL50 = 3,5 mg/l), suivie par
I'nuile de P. anisum (trans-anisole a 86,74 %) avec une CL50 de 4,9 mg/l (Abouelatta et al.,
2016).

2.3. Effet de ’HE de S. satureioides sur la croissance des larves de 4®m¢ stade
de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata

2.3.1. Effet de ’HE de S. satureioides sur le poids corporel

La taille corporelle constitue un trait critique chez les moustiques, influencant leur
capacité a se nourrir de sang, leur attraction pour les hotes, et leur fécondité, tous des facteurs
déterminants dans le potentiel de transmission des maladies (Farjana & Tuno, 2013). Les HEs
et leurs composants actifs exercent divers modes d'action, notamment l'inhibition de la mue, la
réduction du développement et de la fertilité, ainsi que la perturbation de la formation des
cuticules (Bakkali Aissaoui et al., 2018). Dans la présente étude, I'application de I'HE de
S. satureioides a des concentrations de CL25 et CL50 a induit une diminution du poids des
larves de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata par rapport aux témoins non traités. Cette
réduction du poids larvaire pourrait étre attribuée a un processus d'absorption alteré,
potentiellement causé par l'effet de I'HE sur les cellules digestives des larves
(Procopio et al., 2015). En outre, plusieurs études ont montré que les insecticides botaniques
inhibent I'activité de diverses enzymes digestives, essentielles pour la conversion des matériaux

alimentaires complexes en micromolécules nécessaires a la production d'énergie
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et de métabolites pour la croissance et le développement (Yahia et al., 2023).
Zeghib et al. (2020) ont rapporté que I'HE de Ruta officinalis réduisait le poids des larves de
Cx. pipiens s.l. Cette observation a été confirmée par Dris et al. (2017), qui ont noté des résultats

similaires aprés un traitement avec I'HE d’Ocimum basilicum sur la méme espeéce.

De plus, I'HE de Ruta graveolens, a des concentrations de CL25 et CL50, réduisait de
maniere significative le poids corporel des larves de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata,

a toutes les périodes d'exposition testées (Bouabida & Dris, 2020; Dris & Bouabida, 2020).

2.3.2. Effet de ’HE de S. satureioides sur les constituants biochimiques

Les insecticides d’origine végétale affectent les concentrations de divers composants
biochimiques, tels que les protéines, les glucides et les lipides, dans le corps des insectes,
perturbant ainsi leur physiologie et conduisant & une réduction de leur activité ou a leur mortalité
(Medhini et al., 2012). Les glucides, en particulier, jouent un rdle crucial dans la physiologie
des insectes, participant a des processus vitaux tels que la mue et la reproduction
(Kaufmann & Brown, 2008). Outre leur conversion en graisses, les glucides sont indispensables
a la synthese des protéines et fournissent I'énergie nécessaire au vol des moustiques. La distance
qu’un moustique peut parcourir dépend directement de la quantité des sucres disponibles
(Yezli et al., 2024). L’analyse des métabolites des larves traitées avec des concentrations
létales(CL25 et CL50) de I’HE de S. satureioides a révélé une perturbation notable des contenus
biochimiques, notamment une diminution significative des taux de glucides chez
Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata. Ces résultats concordent avec ceux obtenus pour d'autres
HEs. R. graveolens, a également induit une réduction similaire des niveaux des glucides chez
les larves de Cs. longiareolata (Bouabida & Dris, 2020). Des effets comparables ont été
observés avec d’autres HEs, comme celles de ricin et de camphre contre Spodoptera littoralis
(Ali & Ibrahim, 2018), L. angustifolia contre Glyphodes pyloalis (Yazdani et al., 2013) et

Eucalyptus globulus et allium sativum contre Ephestia kuehniella (Shahriari et al., 2020).

La diminution des glucides chez les larves peut étre attribuée a une augmentation du
métabolisme des sucres pour couvrir les dépenses énergétiques sous des conditions de stress
(Yazdani et al., 2014). Cependant, Zeghib et al. (2020) ont rapporté des résultats contraires,

montrant une augmentation du contenu en glucides.
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Cette contradiction pourrait s'expliquer par l'induction de la glycogénolyse sous I'effet
du stress provoqué par les pesticides, conduisant a une réponse caractérisée par I'élévation des

taux de glucides (Shakoori et al., 2019).

Les lipides constituent une source d’énergie importante pour les insectes, en particulier
pour répondre aux besoins énergétiques et faire face au stress induit par les insecticides. lls sont
stockés dans les corps adipeux et leur quantité augmente pendant la période d’alimentation.
Leur niveau varie également selon le stade de développement et les conditions d’alimentation
des insecte (Ebadollahi et al., 2013). En plus d’étre une réserve énergétique, les lipides jouent
un role structurel en formant des acides gras, des phospholipides et des stérols, composants

essentiels des membranes cellulaires des insectes (Bouguerra et al., 2018).

L’HE de S. satureioides a induisait une augmentation non significative de la teneur en
lipides chez les larves de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata par rapport aux témoins. Des
études antérieures ont également rapporté des résultats similaires. Des traitements a I'anis et a
I'nuile de basilic ont montré une augmentation significative du taux des lipides dans les tissus
des adultes de Sitophilus granarius (Abo EI Makarem et al., 2015). De méme, L'exposition des
adultes de trois especes de Sitophilus a I'HE de clou de girofle a entrainé une augmentation des
lipides totaux, tandis que I'huile d'anis, & la CL50, a entrainé une réduction des lipides chez les
mémes insectes (Askar et al., 2016). Par ailleurs, Bouabida & Dris (2020) ont rapporté une
diminution des lipides chez les larves de Drosophila melanogaster, Cx. pipiens s.l.
et Cs. longiareolata apres traitement avec I’HE de R. graveolens. Ces resultats sont similaires
a ceux obtenus avec I'extrait d’O. basilicum contre les larves de Cx. pipiens s.1., confirmant que
I'effet des HEs sur les lipides dépend de divers facteurs, tels que I'espece d'insecte, le stade de
développement et le type d’huile utilisée (Ali & Ibrahim, 2018). La réduction des lipides
pourrait étre attribuée a la peroxydation lipidigue, ainsi qu'a une réorientation du métabolisme
énergétique vers le catabolisme des lipides, induite par le stress provoqué par I'HE. Ce processus
entraine la dégradation des triglycerides en glycérol et acides gras, libérant ainsi de I'ATP et

d'autres intermédiaires métaboliques (Yezli et al., 2024).

Les protéines jouent wun role essentiel dans de nombreuses réactions
biologiques, notamment la régulation hormonale, et elles s'intégrent dans les cellules

en tant qu'éléments structurels aux c6tés des glucides et des lipides (Bouzidi et al., 2019).
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Medhini et al. (2012) ont montré que la quantité des protéines dans le corps d'un insecte est
déterminée par I'équilibre entre leur biosynthese et leur dégradation en acides aminés. Les
résultats de cette étude sont conformes a ceux de Seghier et al. (2020), qui ont observé une
réduction des protéines apres le traitement des larves de Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata
avec I’HE de Petroselinum crispum. Cette diminution pourrait étre due a une augmentation de
la dégradation des protéines en acides aminés, permettant & I’insecte de détoxifier les
constituants de I’huile et de se remettre du stress causé par les composés actifs de I'HE (Ali &

Ibrahim, 2018).

Par ailleurs, Ali et al. (2011) ont également suggeré que la réduction des protéines
pourrait également étre liée a la réduction des niveaux d’ADN et d’ARN. Des résultats opposés
ont été observés par Madaci et al. (2008), qui ont rapporté une augmentation des protéines apres
I’application d’extraits hydroalcooliques des feuilles de Nerium oleander sur les larves de vers
blancs de Rhizotrogini (Coleoptera : Scarabaeidae). Une augmentation similaire a été notée
chez Cx. pipiens s.1. traité avec I’HE de R. officinalis (Zeghib et al., 2020), ainsi qu’avec les
HEs de Cymbopogon nardus et Pogostemon cablin sur les larves d’Ae. aegypti
(Hemanga et al., 2018). L'augmentation du niveau de protéines peut s'expliquer par une
intensification de leur synthese et leur accumulation dans le corps gras, I'hémolymphe et
d'autres tissus, en préparation a la synthése des protéines cuticulaires sous le stress des
insecticides (Zeghib et al., 2020).

Ces effets pourraient s’expliquer par une mobilisation accrue des réserves pour répondre
au stress induit par la toxicité des traitements. Cela suggére que la perturbation de ces réserves
durant les stades larvaires pourrait affecter la survie, la reproduction et le potentiel vectoriel des

moustiques adultes (Bouzidi, 2021).
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Conclusion et perspectives

Cette étude a apporté des contributions majeures a la compréhension et a la gestion des
moustiques, en particulier Culex pipiens s.l. et Culiseta longiareolata, qui représentent des
défis importants pour la santé publique en Algérie. La caractérisation moléculaire des deux
especes a permis de mieux comprendre leurs diversités biologiques et leurs comportements

écologiques.

L’analyse génétique des échantillons de Cx. pipienss.l. recueillis dans divers
environnements urbains et ruraux a révélé que les trois biotypes (Cx. p. pipiens, Cx. p.
molestus et leurs hybrides) coexistaient fréiqguemment en sympatrie, tant dans des habitats
aériens que souterrains. La forme pipiens, principalement rurale et anautogene, se limitait aux
sites de reproduction en surface, ce qui restreint sa capacité a se reproduire dans des
environnements ou l'accés aux repas sanguins est réduit. En revanche, les formes molestus et
hybride, adaptées a divers habitats urbains et ruraux, ainsi qu’aux sites de reproduction
souterrains ou de surface, montraient une prévalence marquée de 1’autogénie, en particulier
dans les sites hypogés. De plus, les analyses confirmaient que I’autogénie était fortement
corrélée aux sites de reproduction souterrains. Par ailleurs, Cs. longiareolata présentait une forte
homogénéité génétique, dans les populations étudiées. L’absence de comportement autogéne

chez cette espece souligne une stratégie de reproduction dépendante des repas sanguins.

Le deuxiéeme volet de cette étude a exploré les propriétés insecticides des huiles
essentielles extraites de Cymbopogon citratus, Saccocalyx satureioides et Pimpinella anisum.
Les analyses par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM) ont permis d’identifier les composés bioactifs responsables de leurs effets
insecticides. L’efficacité de ces huiles contre les larves de 4°™ stade de Cx. pipiens s.l. et Cs.
longiareolata a éte évaluée, confirmant leur potentiel en tant qu'alternatives aux insecticides
chimiques conventionnels. En particulier, I’huile essentielle de S. satureioides a montré un
impact significatif sur les paramétres morphométriques et biochimiques des larves, perturbant
leurs processus métaboliques et entrainant une altération de leur croissance et de leur

développement.
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Cette étude ouvre des perspectives prometteuses sur les plans moléculaire et
toxicologique. L’analyse génétique des populations des moustiques contribuera a une meilleure
compréhension de leur dynamique et de leur adaptation, tout en permettant d’optimiser les

stratégies de lutte.

Il serait pertinent d’intégrer des analyses moléculaires pour identifier les geénes de
résistance aux insecticides, afin d’adapter les stratégies de lutte. Par ailleurs, étendre les
analyses moléculaires a d’autres régions permettrait de vérifier si 1’uniformité génétique
observée chez Cs. longiareolata est une caractéristique générale ou spécifique aux populations
étudiées. En complément, tester les principaux composes actifs des huiles essentielles ou
explorer leur nanoencapsulation ouvrirait de nouvelles perspectives pour une lutte
antivectorielle plus efficace. De plus, mesurer des biomarqueurs de neurotoxicité (AChE, GST)
et étudier les effets histologiques sur les larves permettraient de mieux comprendre les

mécanismes d’action de ces biopesticides.
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Abstract

The aim of this study was to test the potential insecticidal properties of Saccocalyx satureioides
(Lamiaceae) essential oil against the 4" instar larvae of Culex pipiens s.I. and Culiseta longiareolata,
which constitute the most abundant mosquito species in Setif region (Northeast of Algeria). The
essential oil was extracted from the plant through hydrodistillation of dried aerial parts in a yield of 2
% and analyzed by gas chromatography-mass spectrometry. The larvicidal effect of the obtained
essential oil was thereafter tested according to the World Health Organization standard protocol. In
result, the larvicidal tests revealed a Lethal Concentration causing 25 % mortality (LCz2s) LC2s5 = 45.43
Parts Per Million (ppm), Lethal concentration causing 50 % mortality (LCso0) LCso = 55.87 ppm and
Lethal concentration causing 90 % mortality (LCg0) LCo0= 84.52 ppm against Cx. pipiens s.l. and LCzs
= 52.6 ppm, LCso = 64.48 ppm and LCg = 96.91 ppm against Cs. longiareolata. Furthermore, the
analysis of the essential oil (EO) composition led to the identification of 58 components representing
100 % of the total essential oil contents. The main chemical constituents identified were a-terpineol
(23.95 %), thymol (18.15 %), and borneol (17.22 %). Ultimately the conducted experiments resulted in
a potential larvicidal effect of the main compounds of S. satureioides essential oil against the tested
mosquito species; these compounds could be utilized after been tested separately in mosquito control
as an alternative to synthetic insecticides.

Key words: Culex pipiens s.l, Culiseta longiareolata, essential oil, Gas chromatography-mass
spectrometry (GC/MS), larvicidal activity, Saccocalyx satureioides

INTRODUCTION

Mosquitoes play a significant role in medical and veterinary
entomology because of their importance as vectors of many pathogens
causing deadly diseases including malaria, filariasis, dengue fever,
chikungunya, Japanese encephalitis, Zika, and yellow fever. These mosquito-
borne diseases (MBDs) are prevalent in over 100 countries and infect over
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700 million people worldwide each year, this in turn, resulted in negative
social and economic impacts in regions with a high prevalence of MBDs
(Amarasinghe et al., 2020; Sofi et al., 2022; Ganesan et al., 2023).

In order to control MBDs and improve the quality of the environment
and human health, synthetic products have been commonly used for several
decades as a pest management practice. These products are specifically
designed to target and eliminate mosquitoes; however, there extensive use
raises concerns about environmental pollution, their impact on non-targeted
organisms and resistance problems (Pavela et al., 2019; Ajaegbu et al., 2022).
Wherefore, researchers have been encouraged to adopt other strategies and
alternative techniques that are selective, biodegradable, and eco-friendly
(Pandiyan et al., 2019).

One of the most tested and promising alternative techniques to control
mosquitoes is the use of plant extracts and their derivatives as bio-pesticides
(Zeghib et al., 2020). Many plant extracts have been reported to possess
insecticidal properties against mosquitoes, they are supposed to show
ovicidal, larvicidal, pupicidal, and adulticidal potentials (Merabti et al., 2017;
Yagoo et al., 2023; Areshi et al., 2023). So far, no evidence about resistance
of mosquito species against bio-insecticides has been reported.

Saccocalyx satureioides Coss. et Durieu, known as “Zaatar el Sahara”
(Laouer et al., 2006), belongs to the Lamiaceae family, and it is recognized
by their medicinal properties (Souadia et al., 2020).

In this context, the present study aimed to evaluate the larvicidal
potential of S. satureioides essential oil against the most representative
mosquito species in Algeria, and more particularly in Setif region: Culex
pipiens s.l. that constitutes the main vector of West Nile virus in the world,
and Culiseta longiareolata, the likely vector of Plasmodium spp. in birds
(Nabti and Bounechada, 2020; El-Kasem Bosly, 2022). Furthermore, we
attempted to identify the oil components by GC/MS analysis, in order to
determine the active ingredients responsible of the larvicidal activity in the
essential oil.

MATERIAL AND METHOD

Plant material

The plant material used in this study consists of the aerial parts of
Saccocalyx satureioides Coss. et Durieu, Lamiaceae (Fig. 1), collected in
March 2021 in Boussaada, M’sila province, which is located between the Salt
Lake of El-Hodna and the Saharan Atlas Mountains (North Center of
Algeria). Plant materials were identified and deposited in the herbarium with
the voucher specimen assigned the code PUVIT-090030001, by Dr. Saouli
N., at the Department of Biology and Plant Ecology, Ferhat Abbas University,
Setif 1, Algeria.

40



A biomass of 80 g of the aerial parts was subjected to hydrodistillation
for 3 h, in a Clevenger-type apparatus. The extracted oil was stored in an
opaque bottle at a temperature of 4 °C. The essential oil yield, determined
from three extractions and expressed as a percentage, is the ratio between the
weight of the extracted oil and the weight of the dry matter of the plant. It was
calculated according to the following formula (Bouabida and Dris, 2020):

Y=[TWB/YWA] x100; [1]

where: Y = Yield of the essential oil in %);
WB = Oil weight in g;
WA = Dry matter weight of the plant in g.

Fig. 1. Saccocalyx satureioides

Essential oil analysis

The essential oil extracted from Saccocalyx satureioides was subjected
to GC/MS analysis using Shimadzu GC/MS-TQ8040, equipped with a
RTX5MS column (30 m x 0.25 mm and 0.25 um film thickness). The initial
column oven temperature was held at 60 °C for 8 min, then increased up to
250 °C during 10 min at rate of 3 °C min’. The injection was performed at
250 °C. The carrier gas used was helium, the flow rate was 1 ml min, with
injection of 1 pl of essential in split mode (10:1). The ionization of the
components was carried out by electronic impact 70 eV. The essential oil
compounds were identified by using the WILEY-NIST MS data library. The
percentage composition of the essential oil was calculated based on the area
of the chromatographic peaks. This technique was performed at the Center of
Scientific and Technical Research in Physico-Chemical Analysis, Ouargla,
Algeria.

Mosquito rearing

Larvae samples of Culex pipiens s.l. and Culiseta longiareolata were
collected from different untreated breeding sites, transported to the
laboratory, and kept in culture at an ambient temperature (27 + 2 °C) in a
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photoperiod of 12 h of light followed by 12 h of darkness. Their nutrition
consists mainly of mixture of Biscuit-dried yeast (75:25 by weight) (Rehimi
and Soltani, 1999).

Larvicidal activity test

The toxicity tests were carried out according to the standard method
described by the World Health Organization guidelines for laboratory and
field testing of mosquito larvicides (WHO, 2005). The essential oil of
Saccocalyx saturoieides obtained by hydrodistillation was diluted in ethanol
to obtain a stock solution of 10 and 1 %. 25 larvae of the 4™ stage of Culex
pipiens s.l. and Culiseta longiareolata were exposed to different
concentrations (40, 50, 60, 70, 80, 90 ppm for Cx. pipiens s.l. and 40, 60, 80,
100, 120 ppm for Cs. longiareolata), obtained by adding 0.1 - 1 ml (100-1000
ul) of stock solution to 100 ml of water. Concentrations that revealed between
10 and 95 % mortality were replicated four times. A range of controls was
run simultaneously, by adding 1 ml of ethanol to 100 ml of water. Mortality
was recorded after 24 h. Sublethal and lethal concentrations (LC2s, LC5so,
LCg0) with the corresponding 95 % fiducial limits (95 % FL) and the Hill
slope were determined using statistical tests.

Statistics analysis

Results were presented as the mean £ SD. The non-linear regression
expressed the percentage of mortality corrected according to the logarithm of
the doses, made it possible to estimate the sublethal and the lethal
concentrations, with their fiducial limits at 95 %. Further, we performed an
analysis of variance (one-way ANOVA) and a post-hoc Tukey HSD test to
determine the significance between different series (at 5 %). The
homogeneity of variances was verified by the Bartlett and Brown-Forsythe
tests. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8 software.

RESULTS AND DISCUSSION

Extraction yield

The hydrodistillation of the dried aerial parts of Saccocalyx
satureioides produced a pale-yellow oil with a very strong and persistent
thyme odor and a yield of 2 %. These results were near to those obtained by
Khaldi et al., 2017, Ammar et al., 2020 and Aouf et al., 2020 (the S.
satureioides yield reported was 2.8, 2.4 and 2.1 %, respectively). However,
other publications noted higher percentage yields of 4.42, 3.5, 2.69 to 4.88
and 4.56 % for the same species S. satureioides cultivated in Ain-Safra in
Naama (Bendimerad et al., 2009), Bousaada in M’sila (Biondi et al., 2006),
Zaafran and Ain Chouaha in Djelfa (Souadia et al., 2021; Draoui et al., 2022).
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Otherwise, authors in other research papers reported a lower yield of
1.5 % (Laouer et al., 2006; Zerroug et al., 2011). Several factors could
influence the biological activity of essential oils, their yield and their
chemical composition. From the most influential of these factors, we could
mention the method and the duration of the extraction, the drying period, the
harvesting period, the soil quality, the plant maturity, the geographical
location, the GC/MS conditions, etc. (Mohammedi et al., 2020; Kerbouche et
al., 2021; Draoui et al., 2022).

Chemical composition of essential oil

GC/MS analysis led to the identification of 58 compounds, which
represents 100 % of the total essential oil formulation. The percentages and
retention times (RT) of the isolated constituents are mentioned in Table 1.

Table 1
Chemical composition of S. satureioides: retention time (RT) and area (%) of components
identified
Compounds RT (min) Area (%)
5,5-Dimethyl-1-vinylbicyclo [2.1.1] hexane 6.08 0.05
a-Tricyclene 6.21 0.31
a-Thujene 6.41 0.78
2-Pinene 6.75 2.85
Camphene 7.47 4.7
2,4-Thujadiene 7.65 0.04
a-Sabinene 8.67 0.12
B-Pinene 8.82 0.84
3-Octanone 9.41 0.35
B-Myrcene 9.70 1.02
a-Phellandrene 10.36 0.06
3-Carene 10.69 0.05
a-Terpinene 11.08 0.96
Prehnitene 11.69 5.08
D-Limonene 11.85 2.1
B-cis-Ocimene 12.99 0.02
y-Terpinene 13.58 2.51
(2)-Sabinene hydrate 13.94 0.13
Linalool oxide 14.30 0.01
2-Norbornanone, 3,3-dimethyl- 14.78 0.02
a-Terpinolene 15.19 0.53
Linalool 15.97 2.07
trans-2-Menthenol 17.01 0.08
1,7,7-Trimethylbicyclo [2.2.1] hept-5-en-2-one 17.25 0.21
cis-Sabinol 17.92 0.24
(+)-2-Bornanone 18.18 0.38
3-Ketocamphor 18.47 0.32
borneol 19.99 16.98
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L-4-terpineol 20.33 5.95
a-Terpineol 21.578 23.95
Bornyl formate 22.864 1.17
D-Carvone 23.973 0.31
Geraniol 24.895 0.11
p-Anethole 25.724 0.62
Thymol 26.652 18.15
Thymol acetate 29.137 1.25
Ethyltetramethylcyclopentadiene 29.995 0.25
Santovar O 30.675 0.07
(Z)-Jasmone 31.145 0.03
a-Gurgujene 31.569 0.11
Caryophyllene 31.995 0.51
Aromandendrene 32.848 0.42
a-Humulen 33.485 0.15
Alloaromadendrene 33.820 0.17
y-Gurjunene 34.418 0.06
B-Selinene 34.945 0.07
Bicyclo [5.2.0] nonane, 2—_methy|ene—4,8,8—tr|methyl- 35 360 0.24
4-vinyl-
y-Cadinene 36.145 0.34
B-Cadinene 36.552 0.3
Davana ether 36.941 0.06
Succinic acid, tridec-2-yn-1-yl trans-hex-3-en- 37619 0.03
1-yl ester
Palustrol 38.340 0.04
Spatulenol 38.758 1.3
Junenol 40.845 0.05
1-Cadinol 41.306 1.01
1,1,4,7-Tetramethyldecahydro-1H- 42 445 0.02
cyclopropa[e]azulen-7-ol
Shyobunol 43.213 0.2
Cyclopentanecarboxylicacid, 3-methylene-, 1,7,7
trimethylbicyclo [2.2.1] hept-2-yl ester 47.720 0.02
Monoterpene hydrocarbons 22.02
Oxygenated monoterpenes 69.75
Sesquiterpene hydrocarbons 2.37
Oxygenated sesquiterpenes 2.71
Other 3.16
Total identified (%) 100

Oxygenated monoterpenes (69.75 %) and monoterpene hydrocarbons
(22.02 %) were identified as the main constituent group, with a high content
of a-terpineol (23.95 %), thymol (18.15 %) and borneol (17.22 %), while
oxygenated and sesquiterpenes hydrocarbons represented just 5.08 % of all
identified components with lower percentages of t-cadinol and spathulenol
(1.01 and 1.3 %, respectively). These results were in agreement with those
reported in the literature, where a-terpineol, thymol, borneol, carvacrol were
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identified as the major compounds of the Saccocalyx satureioides essential
oil (32.7, 22.8, 11.6, 6.9 %, respectively) (Biondi et al., 2006). Indeed, the
gradual variation in ingredient ratio corresponds to the results reported by
Laouer et al., 2006 and Khaldi et al., 2017: o-terpineol (35.9, 32.65 %
respectively), thymol (15.6, 22.26 %, respectively), borneol (12.4, 11.04 %,
respectively). However, other researchers as Bendahou et al., 2008 and
Bendimerad et al., 2009, have demonstrated variations in the chemical profile
of Algerian S. satureioides essential oil. While the qualitative composition
was the same, the authors reported major quantitative differences (borneol
27.4 %, 24.7 %; thymol 18.8 %, 21 %,; a-terpineol 17.2 %, 19.1 % and
camphene 7.8 %, 6.3 %, respectively). Ultimately, the Borneol/Thymol/a-
terpineol chemotype characterizes the essential oil of S. satureioides growing
wild in Algeria.

Larvicidal activity

The results of the larvicidal activity of Saccocalyx satureioides
essential oil against Culex pipiens s.l. and Culiseta longiareolata larvae after
24 hours of exposure are mentioned in Figure 2. One way ANOVA revealed
a high significant difference between doses effect (Fs,18 = 276.2, p < 0.0001
for Cx. pipiens s.l. and Fs15 = 792.4, p < 0.0001 for Cs. longiareolata).
According to the LC values, the essential oil of S. satureioides was less
effectively toxic to Cs. longiareolata larvae comparing to Cx. pipiens s.l.
larvae (Table 2). Inasimilar study, Ammar et al., 2020 have reported a good
efficiency of S. satureioides essential oil against Cx. quinquefaciatus (LCsg =
62.8 ppm and LCoo = 94.4 ppm); the authors suggested that thymol, o-
terpineol, and borneol, as major components, have ensured the insecticidal
properties of S. satureioides essential oil.

il =

ortality im %

Comrecicd m

D™ o ) ol &
) o & R & e b & & & &

Concentrations in ppm Concentrations in

E

Fig. 2. Effect of Saccocalyx satureioides EO against 4™ instar larvae of Culex pipiens s.I.
(A) and Culiseta longiareolata (B) after 24h exposure (mean £ SD, n = 4 each pools
containing 25 larvae). Letters represent the concentration classification according to the
Tukey HSD test (p < 0.05)
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Table 2

Sublethal and lethal concentrations (ppm) of Saccocalyx satureioides EO applied on 4%
instar larvae of Culex pipiens s.l. and Culiseta longiareolata

LCys m LCso m LCgo m Hill
Larvae 95 OEOEL) 95 ()/(()p[F:)L) 95 ‘)/(()plF:)L) Stope | *°
O pipiens s 45.43 55.87 84.52 531 | 0.976
: | (39.96 - 50.19) | (51.81-59.87) | (74.4 - 99.37)
Cs. longiareolata 52.6 64.48 96.91 539 | 0.997
: (49.34 - 55.68) | (61.89 - 67.06) | (89.81 - 105.1)

R2- coefficient of determination;
95 % fiducial limits.

Considering the limited research on the insecticidal properties of
Saccocalyx satureioides, particularly concerning its effectiveness against Cx.
pipiens s.l. and Cs. longiareolata larvae, we deemed it necessary to compare
our larvicidal activity results with existing studies conducted on plant extracts
from diverse plant families. The toxicity of essential oils has been attributed
to the presence of high concentrations of certain oxygenated monoterpenes,
including borneol, a-terpineol, linalool, linalyl anthranilate, and camphor.
This hypothesis has been confirmed by several studies. El-Kasem Bosly,
2022, demonstrated the toxic effect of Rosemarinus officinalis, and
Lavandula angustifolia against Cx. pipiens s.l. (LCso = 214.97 ppm and
301.11 ppm, respectively); while Zeghib et al., 2020 and Asiri et al., 2020,
reported a higher toxicity for the same plants against the same species (LCso
= 51.33 ppm and 29.82 ppm, respectively). Likewise, Dris et al., 2017,
reported that Lavandula dentata essential oil, rich on a-terpinolene and
camphor, exhibits larvicidal activity against Cx. pipiens s.I. and Cs.
longiareolata with LCso = 113.38 ppm and 77.09 ppm, respectively.

Simultaneously, thymol and carvacrol was declared as active ovicidal
and larvicidal agents against Cx. pipiens s.l. with LCso values of 49 mg L*
and 14 mg L7 respectively (Youssefi et al., 2019). 1.8-cineole,
isolongifolene, 3-carene, the major components of Laurus nobilis showed up
an excellent larvicidal activity against Cs. longiareolata (LCso = 7.18 ppm)
(Aissaoui et al., 2023), while eucalyptol main component of the same plant
species showed up an LCso of 203.7 ppm after 24h of exposure (Bouzidi et
al., 2020). Furthermore, Bouabida and Dris, 2022, tested the larvicidal
activity of the essential oil extracted from Ruta graveolens and noted that Cx.
pipiens s.I. larvae were more resistant (LCso = 70.95 ppm) than those of Cs.
longaireolata (LCso = 39.41 ppm). Likewise, the studies of Nabti and
Bounechada, 2019 and Vivekanandhan et al., 2020, have revealed that four
mosquito species (Cs. longiareolata, Cx. quinquefasciatus, Aedes aegypti and
Anopheles stephensi) were sensitive to the larvicidal activity of the essential
oil extracted from Eucalyptus with LCso equals to 95.83, 7.47, 13.58 and
30.20 ppm, respectively.
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Finally, it is worth mentioning that according to the results of previous
research, the lethal concentration values of essential oils tested against
mosquito larvae decrease with the increasing of the exposure time: 24, 48, 72
h (Seghier et al., 2020; Kharoubi et al., 2021; Van Tuan et al., 2023).

In conclusion, the inference derived from the results indicates that the
insecticidal efficacy of essential oils is contingent upon their chemical
composition, the interactions among their constituents, and the specific
mosquito species being targeted.

CONCLUSIONS

The current study presents the essential oil derived from Saccocalyx
satureioides, featuring a noteworthy yield and prominent compounds such as
a-terpineol, thymol, and borneol. These constituents display considerable
larvicidal efficacy against Culex pipiens s.I. and Culiseta longiareolata
larvae. Nevertheless, further investigations into the development of
commercial insecticide products and their practical application in the field are
essential prerequisites before advocating for the utilization of S. satureioides
essential oil or one of their components as a viable natural alternative to
chemical insecticides.
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Résumé

Cette étude a porté sur deux espéces les plus dominantes en Algérie Culex pipiens s.l. et Culiseta longiareolata. Ces deux vecteurs de pathogénes posent des
défis majeurs pour la santé publique a 1’échelle mondiale, mais ont été relativement peu étudiés en Algérie. Dans la présente recherche, nous avons dans un
premier temps analysé la différenciation écologique entre Culex pipiens pipiens et Culex pipiens molestus, deux membres du complexe Cx. pipiens, connus
pour leurs différences comportementales et physiologiques. Les caractéristiques de reproduction, notamment les taux d’autogénie, ont été également étudiées.
Neuf populations de Cx. pipiens s.1. ont été échantillonnées dans divers habitats urbains et ruraux dans la région de Sétif, répartis entre des sites de reproduction
en surface et souterrains. L'identification moléculaire des larves, réalisée a I'aide du locus microsatellite CQ11, a révélé que les trois biotypes (Cx. p. pipiens,
Cx. p. molestus et leurs hybrides) coexistaient en sympatrie dans les sites de reproduction en surface et souterrains, la forme molestus étant dominante, suivie
des hybrides et la forme pipiens Cx. p. pipiens préférait les habitats ruraux et les sites de reproduction en surface, et se caractérisait par un
comportement anautogene. En revanche, la forme Cx. p. molestus et les hybrides ne montraient aucune préférence spécifique pour un type particulier d’habitat
ou de site de reproduction. Cependant, ces deux formes présentaient une capacité notable a étre autogénes, particulierement dans les sites de reproduction
souterrains. De plus, les analyses confirmaient que 1’autogénie était fortement corrélée aux sites de reproduction souterrains. Simultanément, une analyse
moléculaire basée sur I'amplification du gene COl, suivie du séquencgage des spécimens de Cs. longiareolata prélevés dans quatre sites épigés, a mis en évidence
la présence de cing haplotypes, suggérant une forte similarité au sein de la population étudiée. En outre, elle ne présentait aucun comportement autogene. Le
second volet de cette recherche a porté sur la caractérisation chimique des huiles essentielles de trois plantes, Cymbopogon citratus, Saccocalyx satureioides et
Pimpinella anisum, ainsi que sur I'évaluation de leur activité larvicide contre les larves des deux espéces, Cx. pipiens s.l. et Cs. longiareolata. Les huiles
essentielles ont été obtenues par hydrodistillation des parties aériennes séchées, avec des rendements de 0,9 % pour C. citratus, 2 % pour S. satureioides, et 4
% pour P. anisum. Les huiles ont été ensuite analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM), révélant 48
composés pour C. citratus, dont les principaux sont 1’a-citral et le B-citral ; 58 composés pour S. satureioides, avec I'a-térpinéol, le thymol et le bornéol comme
composés majeurs ; et 49 composés pour P. anisum, dominés par I'anéthol et le D-limonéne. L’activité larvicide de ces huiles a été ensuite évaluée conformément
au protocole standard de 1’Organisation Mondiale de la Santé, permettant d'estimer les concentrations létales (CL25, CL50, CL90). Les résultats ont révélé que
Cx. pipiens s.1. était I’espéce la plus sensible, et que I’huile essentielle de P. anisum s'est avérée la plus toxique. De plus, S. satureioides a été sélectionnée pour
une analyse biochimique approfondie en raison de son statut peu étudié. Cette analyse a révélé que le poids corporel, ainsi que les concentrations en glucides
et en protéines, diminuaient, tandis que le taux des lipides augmentait chez les deux espéeces étudiées.

Mots clés : Complexe Culex pipiens s.l., Culiseta longiareolata, Ecologie, Autogenie, COI, Microsatellite CQ11, Extraits de plantes, Lutte biologique, Algérie.

Abstract

This study focused on two of the most dominant mosquito species in Algeria: Culex pipiens s.I. and Culiseta longiareolata. Both of these pathogen vectors
present significant public health challenges on a global scale but have been relatively understudied in Algeria. In this research, we first analyzed the ecological
differentiation between Culex pipiens pipiens and Culex pipiens molestus, two members of the Cx. pipiens complex, known for their distinct behavioral and
physiological characteristics. Reproductive traits, such as autogeny rates, were also studied. Nine populations of Cx. pipiens s.l. were sampled from various
urban and rural habitats in the Setif region, distributed across aboveground and underground breeding sites. The molecular identification of larvae, carried out
using the CQ11 microsatellite locus, revealed that the three biotypes (Cx. p. pipiens, Cx. p. molestus, and their hybrids) coexisted in sympatry in
both aboveground and underground breeding sites, with the molestus form being dominant, followed by hybrids and the pipiens form. Cx. p. pipiens
preferred rural habitats and surface breeding sites and was characterized by an anautogenous behavior. In contrast, Cx. p. molestus and hybrids showed no
specific preference for a particular type of habitat or breeding site. However, these two forms exhibited a notable capacity to be autogenous, particularly in
underground breeding sites. Furthermore, the analyses confirm that autogeny is strongly correlated with underground breeding sites. Simultaneously, a
molecular analysis based on the amplification of the COI gene, followed by sequencing of Cs. longiareolata specimens collected from four aboveground
breeding sites, revealed the presence of five haplotypes, suggesting a high degree of similarity within the studied population. Additionally, it displayed no
autogenous behavior. The second part of this research focused on the chemical characterization of essential oils from three plants: Cymbopogon citratus,
Saccocalyx satureioides, and Pimpinella anisum, as well as on the evaluation of their larvicidal activity against the larvae of the two species, Cx. pipiens s.I.
and Cs. longiareolata. The essential oils were extracted by hydrodistillation of dried aerial parts, with yields of 0.9% for C. citratus, 2% for S. satureioides, and
4% for P. anisum. The oils were then analyzed using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), revealing 48 compounds in C. citratus, with a-citral
and B-citral as the main components; 58 compounds in S. satureioides, with a-terpineol, thymol, and borneol as major compounds; and 49 compounds in P.
anisum, dominated by anethole and D-limonene. The larvicidal activity of these oils was assessed following the World Health Organization's standard protocol
to estimate lethal concentrations (LC25, LC50, LC90). The results showed that Cx. pipiens s.l. was the most sensitive species and that P. anisum oil proved to
be the most toxic. Additionally, S. satureioides was selected for a detailed biochemical analysis due to its understudied status. This analysis revealed that body
weight, as well as carbohydrate and protein concentrations, decreased, while lipid levels increased in both species studied.
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