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I. INTRODUCTION

Les Culicidae, communément appelés moustiques, constituent 'une des familles d’insectes les
plus vastes et médicalement importantes, regroupant plus de 3 500 especes réparties en plus de 100
genres (Harbach, 2015). Ces insectes holométaboles, appartenant a I’ordre des Diptéres et au sous-
ordre des Nématoceres, se distinguent par leur appareil buccal piqueur-suceur, caractéristique
essentielle a leur role de vecteurs de maladies (Nabti, 2020). En effet, seules les femelles
hématophages sont responsables de la transmission de nombreux agents pathogenes, notamment

des virus, protozoaires et filaires, affectant la santé humaine et animale.

L’Organisation mondiale de la Santé¢ (OMS) a rapporté une recrudescence alarmante des cas
de dengue, avec 7,6 millions de cas signalés en 2023, dont 3,4 millions confirmés, plus de 16 000
formes graves et plus de 3 000 déces, témoignant de ’ampleur croissante de cette menace sanitaire
a ’échelle mondiale (OMS, 2023). Face a ce défi, la lutte antivectorielle repose majoritairement
sur I'utilisation d’insecticides chimiques. Toutefois, cette stratégie est de plus en plus remise en
question en raison de 1’émergence de résistances chez certaines populations de moustiques ainsi
que des effets déléteres sur I’environnement (OMS, 2020 ; Hillary et al., 2024). Les recherches
actuelles se penchent vers une nouvelle tendance, ¢’est 1'utilisation des composés bioactifs naturels
d'origine végétale qui ont suscité¢ beaucoup d’intérét due a leurs propriétés insecticides, leurs
biodégradabilités et leurs non toxicités vis-a-vis des organismes non ciblés (Amer & Mehlhorn,
2006). Les huiles essentielles (HE) se sont révélées toxiques contre les larves de moustiques
(Vivekanandhan et al., 2023). L'Autorité¢ américaine des produits alimentaires et médicamenteux
(AFD) a classé l'huile essentielle d'orange comme étant stre. L'huile contient de nombreux
composants tels que le limonéne, les monoterpenes, 1'a-pinéne, le B-pineéne, le terpinoléne et
l'octanal (de Jesus Oliveira et al., 2024). Plus récemment, les huiles essentielles (HE) extraites
notamment des agrumes (famille des Rutaceae) ont été largement étudiées pour leur activité

larvicide contre diverses espéces de moustiques.

Le bassin méditerranéen, riche d’une biodiversité végétale remarquable avec environ 25 000
especes, dont pres de 60 % sont endémiques, offre un réservoir précieux de ressources naturelles a
exploiter (Schonfelder, 2014). Cette diversité floristique a suscité un intérét croissant pour
I’évaluation des propriétés bioinsecticides de nombreuses plantes. En effet, plusieurs études ont

démontré que les extraits végétaux exercent des effets toxiques et inhibiteurs sur le développement
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des insectes ravageurs, par contact, action fumigante ou effet répulsif (Mediouni Ben Jemaa, 2015 ;
Dris, 2019 ; Bouguerra, 2019 ; Guenez, 2020, Bouzidi, 2020 ; Zeghib, 2022) ou les analogues
d'hormones juvéniles (Hamaidia & Soltani, 2014 ; 2019) ont été évalués contre les larves de
moustiques. De nombreuses recherches ont confirmé 1’efficacité larvicide et adulticide des huiles
essentielles de Citrus sinensis, Citrus aurantium, Citrus limon et Citrus reticulata contre des
vecteurs majeurs tels qu’Anopheles stephensi, Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus (Murugan
etal.,2012 ; Dehkordi et al., 2016 ; Sharma et al., 2022). Le concept de « larvicides verts » désigne
ainsi ces agents naturels, économiques et €cologiquement compatibles, capables de réduire

durablement les populations de moustiques (Sharma et al., 2022).

I’éspéce de Citrus sinensis,c’est un arbre largement cultivé et source importante de vitamine C et
de composés bioactifs tels que flavonoides, caroténoides et huiles essentielles, bénéficie d’une
reconnaissance accrue pour ses propri€tés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes,

ainsi que pour son utilisation agroalimentaire (Tighe-Neira et al., 2017).

Dans le cadre de ce manuscrit, nous détaillerons dans la section Matériels et Méthodes les
protocoles d’extraction des huiles essentielles a partir des écorces de Citrus sinensis ainsi que les
méthodes d’évaluation biologique de leur toxicité larvicide. Les résultats, présentés dans la section
Résultats et Discussion, seront organisés en trois axes principaux : I’analyse du rendement
d’extraction par hydrodistillation, la détermination des parametres de 1étalité (CL25, CL50, CL90)
des huiles essentielles sur les larves, et enfin 1’étude de I’impact morphologique des HE sur les

stades larvaires, nymphale et adultes des moustiques.
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2. MATERIEL ET METHODES

Materiel et Meéthodes

2.1. Présentation de Culiseta longiareolata (Aitken, 1954)

Culiseta longiareolata est une espéce a plusieurs générations par an, susceptible de manifester une

diapause hivernale chez les femelles adultes (dans les régions froides) et chez les larves (dans les

régions tempérées) (Bruhnes et al., 1999). Les femelles présentent une sténogamie et une autoténie.

Elles préferent piquer les vertébrés, en particulier les oiseaux, et 'humain est rarement leur cible.

Cette espece est reconnue Comme porteuse du Plasmodium aviaire.

La position systématique de Culiseta longiareolata est la suivante :

Reégne Animalia
Sous-régne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Embranchement Hexapoda
Super-classe Protostomia
Classe Insecta
Sou-classe Pterygota
Infra-classe Neoptera
Super-ordre Endopterygota
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Infra-ordre Culicomorpha
Famille Culicidae
Sous-famille Culicinae
Genre Culiseta
Espéce Culiseta longiareolata
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2.2. Collecte et élevage:

La récolte des ceufs et des larves de Cs longiareolata s'est effectuée a la pépinicre située dans la
région d'El Hammamet (Figurel ). Dans le laboratoire, les larves sont ¢levées dans des contenants
en plastique remplis d'eau déchlorée et alimentées avec 0,04g d'un mélange de biscuits a 75% et de
levure a 25% (Figure 1). L'eau est renouvelée tous les deux jours et les adultes sont alimentés avec
des raisins secs et des dattes. L'alimentation a une grande importance sur la fertilité, car les
protéines offrent a la femelle la capacité de produire d’avantage d'ccufs comparé aux femelles
nourries uniquement au sucre (Wigglesworth, 1972). Quand les larves atteignent le stade nymphe,

elles sont placées dans des enclos ou elles subiront leur métamorphose pour devenir adultes.

Figurel. Sites de collecte : A.C ) Residence el wiam; B.D ) El Hamamet (NECIB & HAMEL ,
2025).
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2.3. Présentation des zests d’orange

Les oranges, grace a leur golit savoureux, leur haute valeur nutritive et leur riche composition en
molécules bioactives, sont les fruits les plus consommés (Wang et al., 2007). A I'échelle mondiale,
les oranges représentent 75% de la production totale d'agrumes. L'Algérie, en tant que producteur
notable, contribue a la génération de grandes quantités de peaux d'orange. L'industrie de
transformation et la consommation de ces derniéres générent d'énormes quantités de sous-produits

tels que les écorces.

2.3.1. Configuration de la peau des oranges :

, Nom
Elément de I'écorce d'orange Caractéristiques % fruit  Références

alternatif

Couche externe colorée,

contient des glandes a huiles Ladaniya
Flavédo Epicarpe essentielles, des pigments 8a10% (2008), Bejar

caroténoides et des et al. (2012)

vitamines

Couche interne blanche, Ladaniya
Albédo Meésocarpe texture spongieuse, riche en | 12a30% = (2008), Bejar

pectines et al. (2012)

la position systématique des agrumes est connue selon Osbeck, 1765 :

Reégne Plantae

Classe Magnoliopsida
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae
Genre Citrus

Ordre Sapindales
Famille Rutaceae

Espéce Citrus sinensis (osbeck,1765)
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Figure2 . zeste d’orange (NECIB & HAMEL , 2025)
2.4. Extraction de I’huile essentielle

L’huile essentielle des zestes d’orange extraite par hydrodistillation grace a un appareil de type
Clevenger. Les zestes ont été obtenue a partir des oranges collectées durant la période mars-
avril2025. Les zestes ont été séchées a I'ombre dans un endroit sec et aéré.100g de la maticre seche
de zeste avec 1000 ml d’eau distillée sont introduit dans un ballon d’une capacité d’un2000 ml. Le
mélange est porté a ébullition pendant 3 heures, les huiles essentielles recueillies ont été filtrées en
présence de sulfate de sodium (Na2SO4) pour éliminer les traces d’eau résiduelle. Elles sont
ensuite récupérées et stockées a 4°C et a I’obscurité dans un flacon en verre ombr¢, hermétiquement
fermé. Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le poids
de la matiere seche de la plante (AFNOR, 1987). Il est exprimé en pourcentage et calculé selon la

formule suivante :

[[ R=PB/PAx100 ]] Ou ‘[ R= [> PB/} PA] XlOO]]

R : Rendement en huile en %.

PA : Poids de la maticre seche de la plante en g. PB : Poids de ’huile en g.
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Figure3. Montage de I’hydrodistillateur(Photos personnelle NCIB et HAMEL , 2025).
2.5. Traitement et Bioessais
2.5.1Traitement des larves et des pupes

Apres un test de Screening, on a pu déterminer la gamme de concentrations de I’'HE de Citrus
sinensis qui est de l'ordre de : 4, 8, 16 et 20 ppm. Ces concentrations ont ét¢ appliquées dans des
pots contenant 150ml d’eau et 10 larves du quatrieme stade ou 10 pupes nouvellement exuviées de
Cs. longiareolata. Aprés 24h de traitement, les larves et les nymphes sont rincées et placées dans
de nouveaux récipients contenants de 1'eau propre et de la nourriture. Le témoin négatif ne contenait
que de I’eau tandis que le témoin positif renfermait un millilitre d’éthanol. Le suivi de mortalité
des larves a été réalisé apres le : 24h, 48h et 72h apres traitement alors que le suivi des nymphes a
¢été fait jusqu’a I’émergence des imagos . Six répétitions comportant chacune 10 larves ou 10 pupes,
ont ¢été réalisées pour chaque concentration. Le pourcentage de mortalité observée est corrigé par
la formule d’Abbott (1925) qui permet d’éliminer la mortalité naturelle et de déterminer la toxicité
réelle du traitement. La détermination des concentrations létales (CL25, CL50 et CL90) ainsi que

leur intervalle de confiance (95% IC) a été faite grace a un logiciel GRAPH PAD PRISM 7.
2.5.2 Durée de développement

Afin d’évaluer ’effet des zestes d’orange sur les durées de développement des différents stades de
Cs. longiareolata, des expériences ont été établies. Apres traitement (CL25 et CL50) des larves du

quatrieme stade nouvellement exuviées, les durées des deux stades ont été calculées ; la durée du
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4¢me stade larvaire depuis la 3éme mue jusqu’a la mue nymphale, et la durée du stade nymphal
depuis I’apparition des pupes jusqu’a I’émergence des adultes. Quinze répétitions de 10 larves ont
¢été réalisées pour chaque concentration. Une série témoin est conduite en paralléle et les individus

recoivent de 1’eau propre.
2.5.3. Traitement des adultes

Aprés un screening préalable, 1’huile des zestes d'oranges a ¢été appliquée a différentes
concentrations :2,5 ; 5 ; 10 et 20 pl/L d’air sur un disque de papier filtre del,5 cm de diametre

suspendu a I’aide d’un fil 4 la face interne du couvercle.

Les adultes males et femelles de Cs. longiareolata ont été introduits dans des boites en plastiques
d’une capacité de 60 ml. 6 répétitions de 5 individus ont été réalisées pour chaque concentration.

Une série témoin est conduite en parallele et les individus recoivent de 1’eau distillée.

Les mortalités ont été enregistrées a 1h, 6h, 12h et 24h apres traitement et corrigées selon la formule
d’Abbott (1925). Les concentrations létales ainsi que leur intervalle de confiance (95% IC) ont été

calculées grace a un Logiciel GRAPH PAD PRISM 7.

Figure4. Traitement des adultes (NCIB & HAMEL , 2025).
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ITI. RESULTATS

3.1. Caractéristiques organoleptiques et rendement de I’huile essentielle

L’extraction des zestes de Citrus sinensis par hydrodistillation a permis d’obtenir une huile
essentielle sous forme liquide, d’un aspect huileux, incoloré, caractérisée par une odeur

caractéristique de 1’orange fraiche, avec un rendement de 2,07 % de la maticre séche.

Tableau 1. Rendement et caractéristiques organoleptiques de I’HE extraite des zestes d’orange

Citrus sinensis.

Caractéristiques organoleptiques

Extrait Odeur Couleur Aspect Rendement

Huile essentielle  Aromatique fraiche et forte Incolore Liposoluble 2,07 %

3.2. Effet insecticide de ’HE de C. sinensis a I’égard des moustiques
3.2.1. Effet larvicide

Apres un test de screening, différentes concentrations de I’HE de Citrus sinensis ont été appliquées
sur les larves du quatrieme stade de Cs. longiareolata (4, 8, 16 et 20 ppm). Des séries témoins
négatifs (eau seulement) et témoins positifs (eau+1ml d’éthanol) sont réalisées en paralléles.

Aucune mortalité n'a été observée dans les deux séries témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées augmentent de fagon significative en fonction des doses
appliquées et du temps apres traitement chez Cs. Longiareolata. A 24h (F=6,60 ; df=4,949 ;
P=0,0004), a 48h (F=2,60 ; df =42,71; P<0,001) et a 72h (F= 3,60 ; df = 427 ; P<0,001). Ces
mortalités marquent des valeurs allant de 10% pour la dose la plus faible (4ppm) enregistrées a 24h

apres traitement a plus de100 % pour la dose la plus forte (20 ppm) 72h.

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme des
doses appliquées (Fig. A et B) a permis 1’estimation des concentrations létales (CL) ainsi que leurs

intervalles de confiance et le HillSlope(Tableau2).
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FigureS. Effets de I’'HE de C. sinensis, appliquée sur les larves 4 de Cs. Longiareolata : Courbe
dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction du logarithme des doses
(A) ; Mortalité corrigée (%) (m = SEM, n=6 répétitions de 10 individus chacune) (B). Les lettres
représentent le classement des doses selon le test HSD de Tukey

Tableau2 . Toxicité de I’'HE de C. sinensis, appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de
Cs. Longiareolata : Détermination des doses létales et leurs intervalles de confiance (95%).

Temps (heures) . CL25(ppm) CLS50(ppm) CL90 (ppm)
Hill Slope R2 95% IC 95%, IC 95% IC
5,575 9,113 24,35
24 Ll 092 10,1157-10,256]  [0.4136-1,204]  [0,1340-3,895]
4,308 7,795 25,32
48 04759 093 10,07510-9320]  10.2657- 1,154]  [0,9642-3,587]
72 0,394 0,97 Vs T 0.

[1,462-6,420]  [0,5931-0,9645] [0,9666-5,620]

3.2.2. Effet pupicide

Apres un test de screening, différentes concentrations de ’'HE de Citrus sinensis ont été appliquées
sur les pupes de Cs. longiareolata (8,16,32 et 64 ppm). Des séries témoins négatifs (eau seulement)
et témoins positifs (eau+Iml d’éthanol) sont réalisées en paralleles. Aucune mortalité n'a été

observée dans les deux séries témoins.
Les mortalités corrigées enregistrées augmentent de fagon significative en fonction des doses
Appliquées (F G, 60) = 427,0 =; P<0,001) (Fig6).

Ces mortalités varient de 8% et 10 % pour la dose la plus faible (8 ppm) a 96% et 100% pour la
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dose la plus forte (64 ppm) (Fig6). La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité
en fonction du logarithme des concentrations appliquées (Fig6) a permis 1’estimation des valeurs
des différentes concentrations Iétales (CL) ainsi que leurs intervalles de confiance et le Slope

(Tableau3. ).
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Figure 6 : Toxicit¢ de I’'HE de C. sinensis (ppm), appliquée sur les pupes nouvellement exuviées
de Cs. Longiareolata. La Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en
fonction du logarithme des doses (A) ; Mortalité corrigée (%) (m £ SEM, n=6 répétitions de 10
individus chacune) (B). Les lettres représentent le classement des doses selon le test HSD de Tukey.

Tableau3. Toxicité de ’'HE de C. sinensis, appliquée sur les pupes nouvellement exuviées de Cs.
longiareolata: Détermination des concentrations 1étales et leurs intervalles de confiance (95%).

Temps . CL2S (ppm) CLS0 (ppm) CL90 (ppm)
(heures) ~ Hill Slope  R2 95% IC 95% IC 95% IC

4,714 7,593 19,70

24 2305 03 00113 -8,8871 [3,587-12,131 [9,209— 128.4]
3,158 5,371 15,53

48 2069095 05445 -5.635]  [2223-8202]  [7,157-65.78]

— 4,486
72 2,080 0,96 2,645 1290

[0,06347 -5,012]  [0,6047-7.287]  0,1156- 105,9]
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3.3. Effet sur les adultes male et femelle
Aprées un test de screening, différentes concentrations de I’HE de C. sinensis ont été appliquées par
fumigation sur les adultes males et femelles de Cs. Longiareolata (2.5, 5, 10, et 20ul/1 d’air).

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

Les mortalités corrigées enregistrées augmentent de facon significative en fonction des doses
appliquées chez Cs. longiareolata (Fig. A et B) : pour les males (F (3, 12) = 9.628; P=0.0016), les
femelles (F (3, 12) = 45.40; P<0.0001). Les résultats montrent une mortalité plus importante chez
les males par rapport aux femelles. L’estimation des concentrations 1étales (CL) ainsi que leurs

intervalles de confiance et le HillSlope (Tableau 4) a été faite par le GRAPH PAD PRISM 7.

>
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Figure7 . Toxicité de I’'HE de C. Ssinensis (ul/l), appliquée sur les adultes males (A) et femelles(B)
de Cs. longiareolata: Mortalité corrigée (%) (m = SEM, n6 répétitions de 5 individus chacune) :
test HSD de Tukey.

Tableaud4. Toxicit¢ de 'HE de C. Sinensis, appliquée sur les adultes male et femelle de Cs.
longiareolata m: Détermination des concentrations létales et leurs intervalles de confiance (95%).

Temps (heures) _ CL25 (ppm) CL50 (ppm)
Hill Slope R2 95% IC 95% IC
Femelle 2.03 0.98 44.61 76.60
: ’ [18,97- 71,48] [49,93-108,6]
53.92
Male 2.88 0.99 36.84 [27,56 — 44,96]

[45,88 —62,77]
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3.4. Effet sur la durée de développement

Apres traitement des larves et des pupes de Cs. longiareolata par ’huile du Citrus (CL25 et CL50),
la durée des stades larvaires et nymphale ont été déterminée et les résultats sont présentés dans le

Tableaus5.

La durée des stades larvaires chez Cs. longiareolata montre des fluctuations dues au traitement par
le Citrus par rapport aux témoins. Les concentrations appliquées (CL25 et CL50) prolongent
significativement la durée du 4¢me stade larvaire et nymphale (p <0,001). De plus, on note un effet
dose a tous les stades étudiés (CL25 vs CL50 : p=0.02541 ; p=0.0832) respectivement. Cependant,
létales comparativement aux témoins (p <0,001) avec une relation dose-réponse a tous les stades
étudiés L4 et pupe (CL25 vs CL50 : p <0,001).

Tbleau 5 : Effet de C.sinensis (CL25 et CL50) sur la durée de développement (jours) des stades

larvaire et nymphale chez Cs. longiareolata (m = SEM, n= 6 répétitions comportant chacune 10
larves et 10 pupes) : Test t de student

Espece Stade Témoins CL25 CL50

Larve 3.04+0.77 a 5.95+0.68 b 8.26+056 ¢

Cs.longiareolata
4.59+048 b
Pupe 2.80+057 a 4.26+05.52 b

3.5. Les anomalies morphologiques

Des anomalies morphologiques attirantes ont été observées dans certains cas aprés exposition
d'huile essentielles des zestes d’orange. La plupart des larves et des pupes traitées au moment de
leur mort ont subi des modifications morphologiques telle que la pigmentation de leur thorax, le
changement de la forme de leur téte et de leur thorax, ainsi que des 1ésions au niveau de 1’intestin
moyen, des papilles anales, du siphon respiratoire et I’absence des trompettes respiratoires chez
certaines pupes. On a noté également 1’échec de I’émergence des adultes, traduite par I’incapacité

de détacher leurs pattes et leurs ailes de I’exuvie nymphale.
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Figure8. Aberrations morphologiques apres traitement avec I’HE du C. sinensis chez Cs.
longiareolata (A : Larve L4 déformée ; B : Lésion de la chambre branchiale L4 ; C, D : Lésion du
siphon respiratoire ; E : Déformation de la pupe avec une seule trompette respiratoire ; F :
Noircissement de la pupe ; G : Métamorphose interrompue (Photos personnelles, 2025).
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IV DISCUSSION
4.1. Rendement en huile essentielle

Les plantes produisent deux types d’huiles : les huiles fixes, composées principalement d’esters
de glycérol et d’acides gras, et les huiles essentielles volatiles, constituées d un mélange complexe
de composés organiques responsables de I’ardme spécifique des plantes (Sirousmehr et al., 2014 ;
Tisserand et Young 2014). Dans notre étude, le rendement d’extraction par hydrodistillation des
zestes purs d’orange Citrus sinensis est de 2,07 % apres 3 heures, avec une huile essentielle incolore
et a "odeur caractéristique d’orange. Ce rendement est supérieur a plusieurs résultats antérieurs,
tels que ceux d’EL-Akhal ef al., (2014) qui ont obtenu 1,2 % au Maroc et celle de Bouhali (2015)
avec 0,39 % en Algérie. Cependant, d’autres études ont rapporté des rendements plus élevés,
comme Didi et Yakoubi (2021) avec 3,9 a 4 %, et Kurniasih ef al., (2021) qui ont méme atteint 6,84
%. Ces variations se retrouvent également chez d’autres especes du genre Citrus : par exemple, le
Citrus reticulata chinois présente un rendement de 0,689 % (Yi et al., 2018), la mandarine indienne
1,10 % (Ajikumaran Nair et al., 2017), tandis que les mandarines brésilienne et chinoise affichent
respectivement 2,04 % et 1,34 % (Fouad et Da Camara, 2017 ; Guo et al., 2018). Ces différences
s’expliquent par plusieurs facteurs, notamment les conditions bioclimatiques et géographiques
telles que le climat, la température et I’humidité (Zaouaoui et al., 2020 ; Jordan et al., 2013), mais
aussi par des variations génétiques, ¢édaphiques, la méthode d’extraction employée, la partie de la
plante utilisée (écorce, feuilles, fleurs), le stade de croissance, la saison de récolte et la conservation
du matériel végétal (Pereira et al., 2000 ; Boutekedjiret e al., 2003 ; Figueiredo et al., 2008 ;
Deschepper, 2017).

L’état de la matiere végétale joue un rdle crucial, la Pharmacopée Européenne (2008) souligne
que les feuilles seches fournissent généralement des rendements supérieurs a ceux des feuilles
fraiches. Ceci est confirmé par Abd Elghani et al., (2023), qui ont observé un rendement moyen de
0,240 % pour les feuilles seches, significativement plus élevé que celui des feuilles fraiches (0,480
%). Par ailleurs, la durée et les conditions de séchage influencent directement la volatilisation des
huiles essentielles contenues dans la peau d’orange. Bhandari ef al., (2024) ont ainsi obtenu des
rendements allant de 1,75 4 2,25 % a partir des écorces de Citrus sinensis, tandis que les feuilles et
les fleurs présentent des rendements plus faibles, respectivement entre 0,75-0,78% et 0,20-0,25

%, des résultats proches des notres malgré 1’utilisation de méthodes d’extraction différentes.
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Des études régionales menées en Algérie offrent une perspective détaillée et essentielle pour mieux
¢valuer les variations du rendement en huiles essentielles. Les travaux réalisés par Bouderbala et
al., (2020) ont montré que le rendement en huiles essentielles diminue significativement, d’environ
50 %, lorsque le séchage des échantillons est prolongé de 8 a 21 jours dans la région de Guelma,
soulignant ainsi I’importance de la durée de séchage sur le rendement d’extraction. Une autre étude
réalisée a Blida a révélé un rendement relativement faible, autour de 0,22 %, lors de I’extraction
par entrainement a la vapeur d’eau des feuilles de Citrus sinensis, tout en mettant en avant les
propriétés biologiques des huiles essentielles extraites. Ces variations de rendement peuvent aussi
s’expliquer par le mécanisme biologique propre a la plante : apres la récolte, la plante continue a
vivre et son activité de biosynthese des terpénes et ces dérivés s’accentue, ce qui constitue un
moyen de défense contre le stress hydrique. Cette activité explique 1’augmentation initiale des
rendements en huiles essentielles. Cependant, apres la mort définitive de la plante, la biosynthese
cesse et les pertes d’huiles essentielles par évaporation ne sont plus compensées, entrainant une
baisse du rendement (Bencheikh ef al., 2015). Le rendement en huile essentielle de Citrus sinensis
dépend d’une interaction complexe entre les caractéristiques intrinseques de la plante, son
environnement, le traitement du matériel végétal et la méthode d’extraction utilisée. C’est cette
combinaison de facteurs qui explique les différences observées entre les diverses études sur les

huiles essentielles de Citrus.

4.2. Activité larvicide et pupicide et adulticide de ’HE des zestes d’orange douce Citrus

sinensis
4.2.1. Toxicité des huiles essentielles

Les composés phytochimiques extraits de diverses plantes offrent une large gamme
d’applications bénéfiques, allant des médicaments aux insecticides. En particulier, ces produits
peuvent agir non seulement comme agents toxiques ciblant différentes phases du cycle de vie des
moustiques, mais aussi comme répulsifs et régulateurs de croissance et de reproduction (Sukumar

et al., 1991 ; Ghosh et al., 2012).

Les recherches récentes privilégient 1’utilisation de composés phytochimiques en tant
qu’insecticides alternatifs, en raison de leur richesse en substances bioactives spécifiques aux
insectes ciblés, tout en étant respectueux de I’environnement et sans nuire aux autres organismes.

En effet, les extraits végétaux contiennent souvent des composés agissant de maniere synergique,
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qui sont biodégradables et présentent un faible risque de développement de résistance chez les
insectes (Dias et al., 2015 ; Martello et al., 2019 ; Hikal et al., 2017).De nombreux composés
phytochimiques se sont révélés efficaces contre les moustiques a différents stades : en tant
qu’adulticides (Michaelakis et al., 2014 ; Zahran et al., 2017), larvicides (Pavela, 2015 ; Maggi et
Benelli, 2018 ; Badawy et al., 2018), ovicides (Benelli, 2015 ; Govindarajan et al., 2011), pupicides
(Chellappandian, 2018) ainsi que répulsifs (Amer et Mehlhorn, 2006 ; Conti et al., 2012 ; Gleiser
et al., 2011). Ces substances ciblent divers éléments du systéme nerveux des insectes, notamment
I’acétylcholinestérase (AChE), les récepteurs GABA, les récepteurs d’octopamine, les récepteurs
nicotiniques de D’acétylcholine (nAChR) et les canaux sodiques, entrainant la mortalité des
nuisibles (Kostyukovsky et al., 2002; Tong, 2010; Pavela et al., 2018; Isman & Seffrin, 2018). Leur
efficacité varie selon leur profil phytochimique et la cible entomologique (Regnault-Roger ef al.,

2012).

Dans notre étude, les huiles essentielles (HE) extraites des zestes d’orange Citrus sinensis ont
montré une activité insecticide notable contre les larves de 4e stade, les pupes et les adultes de Cs.
longiareolata, une relation dose- réponse. Des études similaires sur les différentes espéces de Citrus
(C. sinensis, C. aurantifolia, C. aurantium, C. paradisi) ont montré que C. paradisi et C.
aurantifolia possedent un potentiel insecticide plus marqué contre les adultes de Culex que contre
les larves, avec une efficacité dépendant fortement de la concentration des extraits (Lagundoye et
al., 2024). Récemment, Abagli et al., (2023) ont testé ’effet répulsif de faibles concentrations de
I’huile essentielle de C. anisata sur les adultes du moustique Cx. quinquefasciatus, et ont conclu
que la concentration de 1% chasse 100% des moustiques pendant les 15 premicres minutes qui
suivent son application ; d’ou la nécessité d’évaluer la persistance de 1’effet répulsif de cette huile
essentielle dans le temps .Sarma et al., (2019) ont également rapporté que ’huile de C. aurantifolia
présente une activité ovicide supérieure a son activité larvicide, bien que cette derniére soit
renforcée par la concentration et la durée d’exposition . Plusieurs auteurs ont confirmé que les
moustiques vecteurs tels que Aedes aegypti, Anopheles stephensi et Culex quinquefasciatus sont
sensibles a 1’huile essentielle de C. sinensis. Par exemple, El-Braky et al., (2016) ont mesuré une
CL50 de 63,89 pg/cm? par fumigation et 0,43 pug/cm? par contact contre Sitophilus oryzae,
indiquant une forte activité insecticide. Oyedeji et al., (2020) ont trouvé des valeurs similaires,
avec une CL50 de 80,01 mL/L d’air pour la fumigation et 95,63 pg/adulte pour le contact. De plus,

Saad Mona (2013) a démontré une toxicité notable de I’huile essentielle de C. sinensis sur les larves
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de Spodoptera littoralis avec une CL50 de 6,88 ul/l. Les travaux d’ Aissaoui et al., (2020) ont
montré que des huiles essentielles de C. sinensis et C. aurantium sont efficaces contre différents
stades de développement de Tetranychus urticae, avec des taux de mortalité élevés chez les adultes,
larves et ceufs. Zarubova et al., (2014) ont également observé des mortalités importantes (jusqu’a
85 %) chez les larves d’Oulema melanopus aprés exposition topique a 1’huile essentielle de C.
sinensis. L’efficacité des huiles essentielles dépend aussi du type d’agrume et de ses constituants,
notamment le limonéne, reconnu pour ses propriétés insecticides (Simon-Oke et Akeju, 2019 ;
Khanikor et al., 2021). Les agrumes sont connus pour leur toxicité contre les larves, pupes et
adultes de diverses especes de moustiques (Ivoke ef al., 2013 ; Favela-Hernandez et al., 2016). Les
insecticides a base de plantes agissent par des mécanismes complexes, principalement en
perturbant le systéme respiratoire des insectes, mais aussi en inhibant 1’activité enzymatique et les
récepteurs nerveux, affectant ainsi leurs processus physiologiques (Silwanyana et al., 2025).
Girgenti et Suss (2002) ont suggéré que les extraits de plantes peuvent bloquer les cellules
réceptrices de 1’acide lactique chez Aedes aegypti, empéchant ainsi les moustiques de reconnaitre
la peau humaine comme source d’alimentation (Effiom et al., 2012). L’analyse chimique par
chromatographie en phase gazeuse a révélé que cette huile est principalement composée de D-
limonene (96,1 %). Le test biologique a montré une activité larvicide notable avec une dose étale
50 (DL50) de 105,13 ppm, bien que cette efficacité soit inférieure a celle de la deltaméthrine, un
insecticide de synthese (DL50 = 2,3 ppm). Ces résultats suggerent un potentiel pour la formulation
de bio-insecticides naturels a base d’huiles essentielles de Citrus sinensis (Yolidje et al., 2024). Ce
mécanisme est li¢ a I’évaporation du principe actif en présence du dioxyde de carbone de la peau,
modifiant la signature chimique recherchée par les moustiques. Les réactions allergiques observées
chez certains volontaires, telles que des éternuements et démangeaisons, ont été de courte durée et
considérées comme bénignes (Adeniyi-Akee ef al., 2025). Une autre recherche a démontré I’effet
bioinsecticide des huiles essentielles de Citrus sinensis (ainsi que de Mentha piperita, Thymus
vulgaris et Citrus paradisi) sur des adultes diapausants d’insectes, confirmant I’activité insecticide
de ces huiles. Une étude algérienne a montré que les poudres de pelure de Citrus sinensis ont un
effet insecticide significatif sur les différents stades évolutifs (ceufs, larves, nymphes) de Sitophilus
zeamais, empéchant complétement I’émergence des adultes a certaines concentrations (Wangkaqué

et al.,2024).
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Figure 9. Mode d'action des pesticides naturels (Oguh et al., 2019).

4.3. Effet sur la durée de développement

Les métabolites secondaires issus de nombreuses espeéces végétales exercent une influence
significative sur la croissance et le développement des différents stades ontogéniques des
moustiques. Ces composés induisent divers effets biologiques, notamment une mortalité accrue,
des anomalies morphologiques, une inhibition de la mue, un retard dans le développement nymphal
ainsi qu’un allongement de la durée des stades larvaires (Al-Mekhlafi et al., 2020). Par ailleurs,
plusieurs études ont rapporté des perturbations du développement chez divers insectes apres

exposition a des extraits de plantes (Shazad et al., 2018).

Apres traitement des larves et des pupes par ’'HE de C. sinensis , on a noté un prolongement de la
durée de développement larvaire et nymphale chez Cs. longiareolata. Notre résultat tst en corabore
avec cellesrapporté par Muthuraman et al., (2024) montrent que 1’huile essentielle de Citrus
sinensis a été évaluée pour ses propriétés larvicides et retardatrices de développement sur les larves
de Culex quinquefasciatus, induisant une mortalité larvaire ¢levée et un allongement significatif du
stade larvaire, retardant la métamorphose en adultes .Le limonéne, principal composé actif, est
responsable de ces effets. Des résultats similaires sont signalés par Bouabida et Dris, (2022) , qui

ont montré que les huiles essentielles issues de diverses espéces végétales provoquent des effets
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biologiques significatifs sur les populations de moustiques. L’huile essentielle de Ruta montana
(synonyme Ruta graveolens) exerce une toxicité larvicide notable sur Culex pipiens, perturbant de
manilre significative les réserves énergétiques des larves, notamment les protéines et lipides, ce
qui induit un ralentissement du développement larvaire dont la durée normale varie entre 12 et 20
jours ainsi que des anomalies morphologiques, attestant de son potentiel en tant qu’agent larvicide

naturel .

Les mémes effets ont été signalés au coure de traitement par les huiles essentielles de Lavandula
stoechas et Eucalyptus globulus qui présentent une activité adulticide ¢levée contre Culex pipiens,
avec des taux de mortalité respectifs atteignant 100 % et plus de 90 % apres 48 a 72 heures
d’exposition, interrompant ainsi le cycle de vie des moustiques en empéchant la reproduction des
adultes (Riat et Kocher, 2019). De plus, L’huile essentielle de Mentha pulegium a également révélé
une toxicité larvicide marquée sur Aedes caspius et Culex pipiens, avec une DL50 approximative
de 28 ppm, confirmant son efficacité¢ dans I’inhibition du développement larvaire (Guenez et al.,
2018). Des études complémentaires ont porté sur les propriétés répulsives des huiles essentielles
de Clausena anisata et Hyptis suaveolens vis-a-vis de Culex quinquefasciatus. Les résultats
montrent que ces huiles réduisent significativement le nombre de moustiques posés et gorgés de
sang, avec une persistance d’effet d’au moins deux heures apres application. L’ efficacité augmente
avec la concentration, atteignant environ 88-89 % de répulsion a 6 % de concentration. Ces huiles
ont aussi un effet larvicide reconnu dans d’autres études, ce qui suggere qu’elles peuvent perturber
le développement des stades immatures des moustiques, retardant ainsi leur cycle de vie (Abagli et
al., 2020 ;2023). Les travaux de Castillo-Morales et al., (2021) prouvent que 1’exposition aux
concentrations sublétales d’huile essentielle de Clausena fexuosus induit des effets similaires a
ceux du diflubenzuron, notamment une diminution des concentrations hormonales, un allongement
de la période larvaire et une mortalité accrue chez Aedes aegypti . Al-Mekhlafi et al., (2020) a
trouvé que les extraits floraux de Matricaria chamomilla prolongent la durée du développement
larvaire chez Culex pipiens d’environ cinq jours par rapport aux témoins. De méme, le traitement
avec des monoterpenes tels que le carvone, le cuminaldéhyde et le limonéne accroit la durée du
stade nymphal chez la méme espéce de 3 a 4 jours par rapport aux témoins (Zahran & Abdelgaleil,
2011). L'allongement des périodes de développement causé par les extraits de plantes de citrus est
principalement attribuée a la présence de composés bioactifs tels que le limonene, le citronellal, le

citronellol et d’autres terpénes. Ces molécules agissent en perturbant le systéme nerveux des
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insectes, en inhibant des enzymes clés et en altérant les processus physiologiques liés a la
croissance et a la métamorphose des moustiques (Isman, 2000). Ainsi que les huiles essentielles
¢tudiées exercent une double action synergique : un effet toxique direct sur les stades larvaires,
perturbant leur physiologie et prolongeant leur développement, ainsi qu’un effet répulsif et
adulticide réduisant la survie et la reproduction des moustiques adultes. Cette synergie confere a
ces huiles un potentiel considérable en tant qu’alternatives écologiques pour la lutte intégrée contre

les moustiques vecteurs de maladies (Bentouati, 2021).
4 .4 Les abbérrations morphologiques

L'application d'huiles essentielles de zestes d'orange sur les larves et pupes de moustiques a
engendré des anomalies morphologiques notables, comprenant une pigmentation thoracique
atypique, des altérations au niveau de la téte et du thorax, ainsi que des dommages internes
similaires a ceux constatés dans l'intestin moyen, les papilles anales et le siphon respiratoire.
L'absence de trompettes respiratoires chez certaines pupes et l'incapacité¢ des adultes a émerger

mettent également en évidence un impact significatif sur le développement post-embryonnaire.

Ces observations sont conformes aux effets larvicides et perturbateurs du développement signalés
pour d'autres extraits de plantes et huiles essentielles. Par exemple, Shah & Gupta, (2025) ont
prouvé que l'extrait acétonique des feuilles d'Ageratum houstonianum provoque une mortalité
significative chez les larves d'Aedes aegypti, et entraine aussi des malformations de développement
comme l'apparition d'intermédiaires larve-pupe et une diminution de I'émergence adulte. Leurs
conclusions ont aussi souligné une déformation du processus de pupation, entrainant une

prolongation des durées de passage de la larve a la pupe et de la pupe a l'adulte.

Les monoterpenes, tels que le limoneéne qui prédomine dans les huiles essentielles d'agrumes, sont
réputés pour leurs propriétés neurotoxiques et cytotoxiques sur les insectes (Isman, 2020 ; Mossa,
2021). Le limonéne peut affecter la régulation hormonale de la métamorphose, spécifiquement le
systeme endocrinien lié¢ a I'ecdystéroide et a 'hormone juvénile (JH), ce qui pourrait justifier les
anomalies de mue et d'émergence notées. D'apres Pavela & Benelli (2016), des modifications dans
le contrdle hormonal peuvent entrainer des défaillances de I'émergence imaginale, fréquemment

observables a travers la difficulté des adultes a se débarrasser enti¢rement de leur exuvie nymphale.
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Les dommages constatés sur l'intestin moyen et les structures respiratoires pourraient aussi étre
attribués a une action cytolytique ou a un trouble osmotique induit par les composants lipophiles
de T'huile essentielle. Les huiles essentielles peuvent franchir les membranes cuticulaires et nuire
aux tissus internes via des processus d'oxydation lipidique ou de désorganisation membranaire
(Regnault-Roger et al., 2022). Selon la recherche de Senthil-Nathan (2019), certaines huiles
essentielles induisent une dégénérescence cellulaire dans 1'épithélium intestinal et le systéme

trachéal des larves de Lépidopteéres.

Les métabolites secondaires des plantes, en particulier les composés volatils présents dans les
huiles essentielles, exercent une toxicité directe sur les tissus €pithéliaux des organes internes des
insectes, tels que I’intestin moyen et le siphon respiratoire. Cette toxicité se manifeste par des
altérations morphologiques et fonctionnelles des cellules digestives et respiratoires. Selon Senthil-
Nathan (2020), les monoterpénes contenus dans ces huiles perturbent de maniere multifactorielle
les processus physiologiques des insectes, notamment en inhibant [’activit¢ des enzymes
digestives, en compromettant la respiration cellulaire et en perturbant 1’organisation tissulaire. Ces
perturbations biochimiques et cellulaires conduisent a des 1ésions tissulaires significatives et a des
dysfonctionnements métaboliques, affectant ainsi la croissance, le développement et la survie des
insectes. Ces effets sont cohérents avec les mécanismes d’action des métabolites secondaires qui
ciblent des voies enzymatiques clés et les systémes neurophysiologiques des insectes, contribuant
a leur efficacité insecticide et a leur potentiel comme agents de lutte biologique. Les dommages
constatés sur l'intestin moyen et les structures respiratoires pourraient aussi étre attribués a une
action cytolytique ou a un trouble osmotique induit par les composants lipophiles de I'huile
essentielle. Les huiles essentielles peuvent franchir les membranes cuticulaires et nuire aux tissus
internes via des processus d'oxydation lipidique ou de désorganisation membranaire (Regnault-
Roger et al., 2022). Selon la recherche de Senthil-Nathan (2019), certaines huiles essentielles
induisent une dégénérescence cellulaire dans 1'épithélium intestinal et le systeme trachéal des larves

de Lépidopteres.

Au final, une augmentation de la pigmentation thoracique pourrait étre associée a une oxydation
renforcée des phénylpropanoides ou a un amassement inhabituel de métabolites secondaires,

généralement observé en tant que mécanisme de stress physiologique (Benelli et al., 2018). Un tel
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changement de pigmentation est fréquemment un signe indirect d'une perturbation des voies de

signalisation hormonale et métabolique.
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La lutte antivectorielle contre les moustiques demeure une priorité sanitaire majeure. Diverses
stratégies sont mises en ceuvre, notamment 1’application d’insecticides chimiques de synthése.
Toutefois, ces composés présentent des effets toxiques significatifs sur la santé humaine et
engendrent une contamination environnementale. Par conséquent, le développement d’alternatives
naturelles dotées d’activités insecticides efficaces, tout en minimisant les impacts

écotoxicologiques et économiques, s’avere indispensable (Benayad, 2008).

En Algérie, I'utilisation d’extraits végétaux comme agents biopesticides a récemment suscité un
intérét croissant, corrobor¢ par plusieurs études récentes (Aouati, 2016). L’ huile essentielle des
zestes d’orange Citrus sinensis, riche en composés bioactifs, a démontré un potentiel larvicide
notable contre Culiseta longiareolata, suggérant son application possible dans la formulation de
bio-insecticides a faible cofit. Cette approche s’inscrit dans le cadre des recherches actuelles visant

a exploiter les propriétés insecticides des huiles essentielles (Mohan et Ramaswamy, 2007).

Notre expérimentation a révélé que 1’exposition des larves, des pupes et les adulte males et femelle
de Culiseta longiareolata a des concentrations croissantes d’huile essentielle des zestes de Citrus
sinensis induit une mortalité larvaire compléte, confirmant 1’efficacité dose-dépendante de ce bio-
insecticide naturel. Par ailleurs, I’huile essentielle perturbe significativement la métamorphose
larve-nymphe et I’émergence de 1’ adultes , processus critique du cycle biologique des moustiques,
en provoquant des malformations morphologiques et en inhibant le développement normal des
stades immatures. Ces observations soulignent 1’intérét stratégique d’une intervention ciblée au

stade larvaire pour un controle vectoriel optimal.

Ces résultats ouvrent des perspectives de recherche pour approfondir 1I’évaluation de I’huile
essentielle de Citrus sinensis comme agent larvicide alternatif dans la gestion intégrée des
populations de moustiques vecteurs de pathogenes. Son potentiel pourrait contribuer a la réduction

des risques épidémiologiques associés aux maladies vectorielles.
Les travaux futurs devront se concentrer sur :

» L’évaluation comparative de I’efficacité larvicide de I’huile essentielle des différentes

parties de la plante de Citrus sinensis sur des différentes especes de moustiques ;
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» La toxicité de cet extrait sur d’autres especes de moustique et notamment, 1’isolement et
la caractérisation des composés actifs dans ces extraits ;
» L’optimisation des formulations et des modalités d’application pour une utilisation pratique

et durable.




Resume




VI. Résumé

Les moustiques sont des agents nuisant et des vecteurs de nombreuses maladies humaines et
animales. La lutte contre ces insectes hématophages dépend de I'utilisation bio insecticide. Le
présent travail porte sur I’étude de I’activité insecticide de I’huile essentielle extraite des zestes de
Citrus sinensis (orange douce) sur les différents stades de développement du moustique Culiseta
longiareolata. Ce moustique, bien que moins étudié que d’autres genres tels que Aedes ou
Anopheles, reste un vecteur potentiel de pathogénes aviaires et mérite une attention particuliére
dans les stratégies de lutte biologique. L’huile essentielle a été extraite par hydrodistillation a partir
de zestes séches, avec un rendement de 2,07 %. Des bioessais ont été menés sur les larves du 4e
stade, les pupes nouvellement formées, ainsi que sur les adultes males et femelles. Les résultats ont

révélé que:

e L’HE induit une mortalité dose-dépendante significative chez les larves, avec une CL50 de
9,11 ppm a 24 h.

o Un effet pupicide marqué est observé des 8 ppm, atteignant 100 % de mortalité a 64 ppm.

o Les adultes, exposes par voie fumigéne, montrent une sensibilité accrue, notamment les
males (CL50 = 53,92 ul/L d’air).

e L’exposition a I’HE entraine un allongement significatif de la durée des stades larvaires et
nymphaux.

o Des anomalies morphologiques, telles que des déformations du siphon, du thorax ou une

métamorphose incompléte, ont été observées chez les spécimens traités.

Ces résultats démontrent 1’efficacité potentielle de ’huile essentielle de zeste d’orange comme
agent bioinsecticide a large spectre, agissant a la fois sur la survie, le développement et la

morphologie des moustiques cibles.

Mots clés : Moustique, Huiles essentielles, Toxicité, Développement, anomalies morphologiques.
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ABSTRACT

Mosquitoes are dangerous insects that spread a wide range of illnesses in both humans and animals.
Bioinsecticides are essential in the battle against these blood-feeding insects.This study focuses on
the insecticidal activity of the essential oil extracted from the peels of Citrus sinensis (sweet
orange) on various developmental stages of the mosquito Culiseta longiareolata. Although this
mosquito species is less studied than other genera such as Aedes or Anopheles, it remains a potential

vector of avian pathogens and deserves particular attention in biological control strategies.

The essential oil was extracted by hydrodistillation from dried peels, yielding 2.07%. Bioassays
were conducted on 4th instar larvae, newly formed pupae, as well as adult males and females. The
results revealed that:

e The essential oil induces a significant dose-dependent mortality in larvae, with an LCso of
9.11 ppm after 24 hours.

o A marked pupicidal effect was observed from 8 ppm, reaching 100% mortality at 64 ppm.

e Adults, exposed via fumigation, showed increased sensitivity, particularly males (LCso =
53.92 pl/L of air).

o Exposure to the essential oil significantly prolonged the duration of larval and pupal stages.

e Morphological abnormalities such as siphon and thorax deformities, or incomplete

metamorphosis, were observed in treated specimens.

These results demonstrate the potential efficacy of sweet orange peel essential oil as a broad-
spectrum bioinsecticide, acting on the survival, development, and morphology of target

mosquitoes.

Key words: Mosquitoes, Essential oil, Citrus sinensis, Toxicity, Development, morphological anomalies.
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