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الملخص
أجريت دراستنا بهدف تقييم نشاط مبيد اليرقات من خارج المستخلصات العضوية من الأجزاء الهوائية منروزمارينوس أوفيسيناليس فيما يتعلق بكوليكسي بيبيان من منطقة تبسة وقد تم تحديد مظهرين محددين.
· المردود من مستخلصات الدراسة: بعد عملية الاستخلاص للنبات بواسطة المواد العضوية المتزايدة المردود يعطي مستخلص الأثير البترولي (EP)، ثنائي كلورو الميثان (DM)، خلات الإيثيل (AE)، والميثانول (ME) والماء المقطر (ED) هي في ترتيب 3.46%، 6.90%، 2.63%، 5.34% و12.81%، على التوالي.
· تقييم التأثير المستخلصات مبيد اليرقات من RO-EP و RO-DM فيما يتعلق بكوليكسيبيبيان:النتائج التي تم الحصول عليها تكشف عن أن استخراج RO-DM لديه معدل وفيات مرتفع بالمقارنة مع مستخلصRO-EP، بعد وقت اتصال بعد 24 سا (08% مقابل 21%) المستخلصين EP و DM يعطيان فعالية متقاربة بعد وقت اتصال 48 سا (20% مقابل 24%) و 72 سا (27% مقابل 30%).
الكلماتالمفتاحية:روزمارينوس أوفيسيناليس،كوليكسي بيبيان،مستخلصات،تأثيرمبيد اليرقات.


 Abstract
           Our study was carried out in order to evaluate the larvicidal activity of theapolar extracts of Rosmarinus officinalis aerial parts, against Culex pipiens of the region of Tebessa. Tow aspects were determined.
Yield of studied extracts: After extraction of the plant with  solvents of increasing polarity, the yields obtained from petroleum ether (PE), dichloromethane (DM), ethyl acetate (EA), methanol (ME) and distilled water (DW) are of the order of 3.46%, 6.90%, 2.63%, and 5.34%, respectively.
     Evaluation of the Larvicidal Effect of RO-EP and RO-DM extracts on Culex pipiens: the results obtained show that the RO-DM extract has a high mortality rate compared to the RO-EP extract, after a contact time of 24hours (21% versus 8%). 
The two extracts EP and DM, have an almost similar efficiency after a contact time of 48h (20% versus 24%)   and 72h (27% versus 30%).
Key words:Culex pipiens, Rosmarinus officinalis, extracts larvicidal effect. 


Résumé
Notre étude a été réalisée dans le but d’évaluer l’activité larvicide des extrais apolaires des parties aériennes de Rosmarinus officinalis, à l’égard de Culex pipiens de la région de Tébessa. Deux aspects ont été déterminés.
1. Rendement des extraits d’étude: Après extraction de la plante par des solvants de polarité croissante, les rendements obtenus des extraits éther de pétrole (EP), Dichlorométhane (DM), acétate d’éthyle (AE), méthanol (ME) et eau distillée (ED)  sont de l’ordre de 3.46%, 6.90%, 2.63%, 5.34% et 12.81%, respectivement.
1. Evaluation de l’effet larvicide des extraits de RO-EP et RO-DM à l’égard de Culex pipiens : Les résultats obtenus révèlent que l’extrait RO-DM présente un taux de mortalité élevé par rapport à celui de l’extrait RO-EP, après un temps de contact de 24h (21% versus 8%). Les deux extraits EP et DM, présentent une efficacité presque similaire après un temps de contact de 48h (20% versus 24%)  et 72h (27% versus 30%).
       Mots clés : Rosmarinus officinalis,Culex pipiens, extraits, effet larvicide.
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il y a plus de 170 millions d’années, les moustiques, ou Culicidaes, appartiennent à la classe des insectes, ces diptères comptent plus de 3500 espèces réparties, majoritairement, au sein des trois genres principaux Aedes, Anopheles et Culex (Rodolphe Poupardin, 2011). 
Le Culex est le plus grand genre de moustique, comprenant 769 espèces, et est considéré comme  l’un  des plus importants vecteurs des maladies épidémiques et mortelles qui affectent les humains et les animaux dans le monde entier (Hatem et al.,  2018). Les maladies à transmission vectorielle figurent parmi les plusimportantes en santé humaine et animale (Dengue, Paludisme, Chikungunya, Fièvre du Nil, Fièvre jaune, Fièvre de la vallée du Rift, Encéphalite japonaise, Encéphalite équine, Encéphalite de Saint Louis). Leurs effets sont audibles non seulement sur la santé mais, également, sur le développement socio-économique des pays touchés. 
Ces dernières années, il est apparu besoin urgent de développer des bios insecticides pour la lutte contre les moustiques et ces alternatives devraient être plus efficaces que les pesticides utilisés. L’organisation mondiale de la santé (OMS) a montré que même s’il existe de nombreuses recherches théoriques sur la résistance aux pesticides et les stratégies de prévention, elles ne sont, souvent, pas appliquées ni conservées au laboratoire. En considérant l’utilisation massive d’insecticides et les problèmes socio-économiques dépendant de la présence de moustiques, l’utilisation des substances naturelles des plantes en tant que bi pesticides dans la protection, en général, contre les insectes permet de limiter la toxicité des insecticides d’origines chimiques (Khelfane, 2014). L’application des produits naturels reste la méthode qui présente beaucoup d’avantages pour la santé de l’être vivant par rapport aux insecticides chimiques qui contaminent globalement la biosphère (Merrouche et al.,2016).
La plupart des espèces végétales qui poussent dans le monde entier possèdent des vertus thérapeutiques, parce qu’elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur l’organisme, on les utilise d’ailleurs en médecine classique qu'en phytothérapie. Parmi les plantes médicinales, le Rosmarinusofficinalis est considéré comme une espèce très importante de la flore algérienne pour son utilisation et son efficacité en médecine traditionnelle. Il appartient dela famille des Lamiacées qui comprend environ 7000 espèces et dont l'aire de répartition est vaste, avec une prépondérance dans les régions méditerranéennes. R. officinalis est apprécié pour ses propriétés aromatique, antioxydant, anti-cancérigène, anti-inflammatoire, antibactérien ainsi que son  effet insecticide.
L’objectif de notre travail est d’évaluer l’effet larvicide de R. officinalis à l’égard du moustique Culex pipienset est structuré en deux parties. Dans la partie bibliographique, nous donnons un aperçu sur R. officinalis et Culex pipiens.  Dans la partie expérimentale, nous présentons le matériel d’étude ainsi que les méthodes réalisées. Lés résultats d’étude sont présentés et discutés et nous terminons par conclusion et perspectives.
INTRODUCTION
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Chapitre I
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I - Etymologie et origine du nom
Origine du mot latin :
1. Ros qui signifie  “rosée”,  marinus signifie “marins” (embruns), indiquant que le romarin ne s’éloignait pas trop de la côte.
2. Une autre interprétation dit que rosprovient du grec rhopsqui signifie “arbuste”, marinus dérive de myrinoqui signifie “aromatique”, donc  sa signification serait “arbuste aromatique” (Adjimi, 2014).
3. Aussi provient du latin Rosmaris qui signifie“ rosée” de la mer, cette appellation pourrait s'appliquer au parfum de la plante, à la couleur de sa fleur et même à sa prédilection pour le littoral ; quand au mot Officinalis, ilrappelle les propriétés médicinales de la plante (in Aouati ,2016).
Nom commun : Romarin.
Autres noms : herbes aux couronnes, herbes aux troubadours, encensier, arbre de    marine, rose de mère, roumaniou, roumarine. (in Aouati ,2016).
Appellations régionales en Algérie : en plus souvent
1. Région de l'Est : Eklil
1. .Région de l'Ouest : Helhal.
1. Région du Centre : Yazir (Belkhiri, 2015).
II. Habitat
Originaire des régions méditerranéennes, le romarin bourgeon spontanément dans le sud de l'Europe. On le cultive dans le monde complet à partir de semis ou de boutures au printemps. Il aime les climats chauds, modérément secs (Préface de Paul Iserin et al., 2013). Il est  localisé au niveau des forêts, des broussailles et des matorrals, sur substrats calcaires bien drainés, Il est généralisé dans le Rif oriental, le Moyen Atlas oriental, le Haut Atlas Oriental et les hauts Plateaux de l’Oriental (Chafai et al., 2013).
III. Description botanique et classification 
  Le romarin revêt une importance magistrale en raison de sa grande valeur médicinale et aromatique. Cette plante appartient à la famille des Lamiacées. Le romarin est un arbrisseau, forment un buisson de 1m et plus toujours vert, à odeur aromatique, généralement ramifié (Gérard, 2015).
1. Ses feuilles étroites et coriaces sont vertes au –dessus et ouvertes d’un duvet gris en dessous, petites fleurs bleu pâle ou blanchâtres, fleurit toute l’année (Gudrum et Germann, 2014).
1. La tige ligneuse est couverte d’une écorce grisâtre et se divises-en de nombreux rameaux opposés (Figure 01).
1. La reproduction se fait par voies sexuée (graine) et asexuée (bouture et éclat de touffes).
1. Les méthodes de dissémination qui lui sont propres sont : la gravité, le vent, l’eau, l’Homme, les animaux (mammifères, oiseaux, insectes) (Chafai et al., 2013).

[image: ]

               Figure 01 : Photo de  Rosmarinuso fficinalis (Chafai et al., 2013).

            On peut résumer la classification botanique de la plante dans le tableau suivant (inBerkane, 2015).

Tableau 01 : Classification du R.officinalis
	Règne
	Plantes

	Embranchement
	Spermaphytes

	Classe
	Dicotylédones

	Ordre
	Lamiales(Labiales)

	Famille
	Lamiaceae/Labiatae

	Genre
	Rosmarinus

	Espèce
	Rosmarinusofficinalis L 






IV. Utilisation et usage de romarin
     Le romarin est une plante aromatique et médicinale (Préface de Paul Iserin et al., 2013).    Son utilisation depuis l’antiquité dans la médecine traditionnelle se justifie par ses propriétés antiseptiques, antirhumatismale, anti-inflammatoire, antispasmodique, antimicrobienne et anti hépatotoxique. Il est utilisé en tant qu’épice aussi bien pour l'arrangement que pour la conservation des produits alimentaires. Il est soutenu par son activité antioxydante très élevée (Fadili et al., 2015).
-Les feuilles séchées de R.officinalissont utilisées comme assaisonnement et rentrent dans la composition des thés et infusions. LeR.officinalissous forme  d’HE, trouve sa principale utilisation pour la fabrication de produits cosmétiques et autres préparations (Chafai et al, 2014).
- Il est employé pour améliorer et stimuler la mémoire (Frouhat, 2013).
-L’infusion de romarin constitue un bon traitement des affections intestinales, elle calme les spasmes gastriques et les troubles de la vésicule biliaire.
-Stimule la circulation cérébrale, il soulage la migraine et favorise la pousse des cheveux.
-Accélère la convalescence à la suite de maladies chroniques ou de stress prolongés.
Stimulerait les glandes surrénales et se révélerait très efficace dans le traitement de l’asthénie.
-Soulage les douleurs rhumatismales, quelques gouttes d’huile dans l’eau du bain sont revitalisantes (Préface de Paul Iserin et al., 2013).
V -  Principales substances actives du romarin
Les principaux constituants du romarin :
· Acides phénolique : comme par exemple  acide caféique, acide vanillique, acide rosmarinique.
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Figure 02 : Structure de l’acide rosmarinique (Leplat, 2017)




· Les flavonoïdes 
Pigments naturels largement répandus chez les plantes, protègent l’organisme contre les dommages oxydatifs comme UV, pollution de l’environnement, produits chimiques. Les flavonoïdes sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens, comme le  diosmine, lutéoline, apigénine (In Zeghad, 2009).
· Huile essentielle (monotérpénes) 
     Les principaux constituants de l'HE de Romarin sont :
α-pinène, β-pinène,  1,8 cinéole, Camphre, bornéol libre et estérifié (Gudrum et Germann, 2012).
                  [image: ][image: ][image: ]

                   α-pinène                                   1,8-cinéole                                Camphre

          Figure 03 :Principaux constituants de l'HE de Romarin (Adjimi, 2014)
-Diterpènes phénoliques tricycliques :
  Y compris l’acide carnosique, rosmanol, rosmadial.
-Triterpènes :
  Comme l’acide ursolique, acide oléanolique et alfa et beta –amyrines (Zeghad, 2009).
-Tanins, saponines, alcaloïdes :
 Au niveau des feuilles de R.officinalis selon (Edrah et al, 2017).
VI.  Effets principaux du romarin 
· Effet Antioxydant 
      Due à la présence des diterpènes phénoliques tels que l’acide carnosique, le carnosol, rosmanol, les flavonoïdes réduisent les effets des radicaux libres (dégradation des tissus adipeux) (Préface de Paul Iserin et al., 2013). 
     Le Romarin est largement accepté en tant qu'épices dont l'activité antioxydante est la plus élevée. Plusieurs auteurs ont étudié l'utilisation des extraits du Romarin comme antioxydant pour conserver les produits à base de viande (In Benikhlef, 2014).

· Effet anti-cancérigène
      Le romarin permettrait de prévenir et de limiter la progression de certains types de cancers, grâce à certains composantsinhibant les phases d'initiation et de promotion de cancérogénèse (Carnosol, Rosmaridiphénol, Rosmanol et l'acide rosmarinique). Les flavonoïdes, particulièrement lutéoline, kaempférol et apigénine, sont parmi les substances susceptibles de retarder et d'empêcher l'apparition de certains cancers, inhibant d'une façon marquée la lipogenèse des cellules cancéreuses(Madjour, 2014).
· Effet anti –inflammatoire 
     Est du à la présence d’acide rosmarinique et de flavonoïdes. Ces derniers ont la propriété de renforcer les capillaires (Préface de Paul Iserin et al., 2013).
· Effet sur la circulation sanguine 
     L’utilisation d’HE de romarin dans un bain, stimule la circulation dermique et améliore l’hémodynamique pour  les problèmes  d’occlusion artérielles.
Le teneur en huile varie selon la plante, appliquée sur la peau, l’huile est analgésique et revitalisante (Préface de Paul Iserin et al., 2013).
· Effetantibactérien
       L’'HE représente  une activité antibactérienne forte contre tous les microorganismes testés 3 bactéries Gram+ (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) et 3 bactéries Gram-  (Proteusvulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) (Leplat, 2017).
· Effet antifongique

      L’HE de R.officinalis  inhibe la biosynthèse de l’aflatoxine à une concentration de 450ppmet est utilisé  comme un préservatif naturel contre l’Aspergillus parasiticus (In Athamena, 2009).


· Effet anti-ostéoporotique
     L’homéostasie osseuse est assurée par l’équilibre entre la formation (ostéoblaste) et la résorption (ostéoclaste) osseuses par conséquent , le contrôle du recurtement , de la prolifération , de la différenciation des cellules osseuses . 
      L’acide rosmarinique améliore la masse osseuse chez un modèle soluble de souris dont la perte osseuse est induite à forte concentration. l’acide rosmarinique augmente l’activité  PAL et induits la minéralisation dans les ostéoblastes , l’acide rosmarinique inhibe non seulement la formation des ostéoclaste dans des Co-culture de cellule de moelle osseuse et d’ostéoblastes de souris , mais aussi la différenciation ostéoclastique dans la macrophage dérivés de la moelle osseuse induite. (Leplat, 2017).

· Effet insecticide 
	     De nombreux insecticides sont généralement utilisés comme larvicides pour contrôler Culex pipiens, Les composants de romarin sont considérés comme réactifs dans certain nombre d’insecticides commerciaux. L’HE de Romarin pourrait être une alternative intéressante dans le contrôle des insectes nuisibles (Leplat, 2017).
    Les HE du R.officinalis possèdent une activité insecticide contre les larves de Pseudaletia unipunctaet Trichoplusia (In Mansouri et Messabhia, 2018).
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Chapitre II
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I -  Généralités sur les moustiques
     Les moustiques ont colonisé tous les milieux, de l’équateur aux cercles polaires. Le fait de pouvoir se déplacer en volant, leur grande capacité de reproduction ainsi que leurs facultés d’adaptation exceptionnelles leur permettent de vivre dans la plupart des environnements naturels ou créés par l’Homme. Les moustiques appartiennent au règne Animal, au sous-règne des Métazoaires, à la famille de Culicidae et à l’ordre Diptera qui contient plus de  3500 espèces ((Faraj et al.,2006).). 
     Le corps de ces diptères grêles et délicats, est orné de dessins blancs, gris, bruns et noir à base d’écailles ; certaines espèces tropicales sont vivement colorées .Les ailes étroites présentent des écailles sur les nervures et à la côte, les pièces buccales de type piqueur –suceur, sont très longues et grêles. Les Culicidae sont des  vecteurs majeurs de transmission des micro-organismes responsables de nombreuses maladies aussi bien chez l’Homme que chez les animaux (Mc Gavin, 2009).
II - Définition du culex pipiens
       Le moustique Culex pipiens, existe sous deux formes : la forme molestus est autogène,reste en activité durant la période hivernale (homodynamique) et la forme pipiens est anautogène, rentre en diapause pendant l’hiver (hétérodynamique) (In Aouati,2016).
Culex est le plus grand genre de moustique, le plus fréquent dans le monde, appartient à la Famille des Culicidaeset à la sous famille des Culicinaes.C’est un moustique ubiquiste capable de s’adapter à différents biotopes ; il se développe aussi bien dans les milieux urbains que ruraux, dans les eaux polluées que propres. Dans plusieurs régions, il est actif pendant toute l’année et atteint son maximum de développement pendant les saisons chaudes (Faraj et al.,2006).
     Le Culex adulte mesure 4 à 10 mm de long, les différentes parties du Culex sont :
La tête : comporte 2 yeux ,2 antennes, 2 palpes et une trompe, ces organes permettent de détecter   l’odeur, et de piquer en pompant du sang.
Le thorax : est composé de 3 segments  (le prothorax, le mésothorax, métathorax) ; il porte 2 aileslongues et étroites recouvertes d’écailles fixées sur les nervures et sur le bord postérieur ; en arrière des ailes se trouvent les balanciers et 3 paires des pattes grêles qui sont brunes.
L’abdomen : comporte les organes de digestion, reproduction et de développement des œufs ;   il est composé de 9 segments terminés par 2 cerques (appendices courts protégeant l’anus et l’orificegénital) (Muriel, 2005).
[image: ]
                   Figure04 : Morphologie générale de culicide adulte (Muriel, 2005)

   III - Classification 
     Culex pipiens appartient à La famille des Culicidés divise en trois sous-familles : Anophelinaeet, Culicinae, Toxorhynchitinae (In Aouati, 2016).
D’après (Tari et al., 2002)et (Amraoui, 2012), leur position  systématique (Tableau 02)  est le suivant :
Tableau 02 : Position systématique du moustique.

	Règne : Animal

	L’embranchement : Arthropodes

	Classe    : Insectes

	Sous-classe : Ptérygotes

	Ordre : Diptères

	Famille : Culicidae

	Genre : Culex

	Espèce : Culex pipiens







IV - Cycle de vie
       Le Cycle de développement de culex pipiens  comporte deux phases :
· Une phase aquatique : les trois stades larvaires (œuf, larve, nymphe).
· Une phase aérienne : concerne l'adulte.




                       




  Figure 05 : cycle de vie du Culex pipiens  (http://bugguide.net/node/view/35524/bgref).

IV.1 .Phases aquatiques 

IV.1. 1.  Œuf 
[image: ]    Les femelles du genre Culex pondent leurs œufs à la surface de l’eau sous forme de barquettes ou nacelle de forme fusiforme. Le nombre des œufs pondus peut atteindre le 300 selon les espèces qui éclosent en 24 à 48 heures (Djeghader, 2014)[image: C:\Users\DELL\AppData\Local\Microsoft\Windows\Temporary Internet Files\Content.Word\IMG_20190529_222631.jpg]
Figure 06 : Femelle Culex pondant ses œufs        Figure 07 : Photo originale de  nacelle
(Muriel,2005)

IV. 1.2. Larve 
   Après la ponte des œufs et quand la larve sort de l’œuf, elle est disposée obliquement par rapport à la surface de l’eau et se déplace par mouvements saccadés. Elle subira 3 mues avant de se transformer en nymphe. Elle respire par un siphon. La larve évolue ainsi selon quatre stades pendant 8 à 12 j(Balouiri,2011).



[image: C:\Users\DELL\Pictures\image4.PNG]






                        Figure 08 : Larve de Culex (Toubal,2018)

 Sa tête et son thorax sont plus gros que le reste du corps, se développe dans les eaux claires ou polluées et se divise en trois segments. La têteest pourvue d’une paire des mandibules à pointes aigues continuellement en activité et d’organes sensoriels (antennes, soies, palpes). Le thorax est dépourvu d’appendices et de forme trapue et l’abdomen, généralement porte sur le 8ème segment et un siphon respiratoire, tube renfermant deux trachées et se fini par une cupule non mouillable, se termine par des lames aplaties des vaisseaux sanguins et des trachées ; ces organes jouent le rôle des branchées et permettent une respiration aquatique partielle. Une touffe de longues soies forme un appareil natatoire. 
Sa taille varie de 2mm à 12mm en moyenne en fonction des stades (Bouderhem, 2015).
[image: ]
Figure 09 : Photo originale de larve Culex


[image: C:\Users\DELL\AppData\Local\Microsoft\Windows\Temporary Internet Files\Content.Word\images (5).jpeg]
Figure10 : Différents stades du Culex (fr.wikipedia .com)
IV.1.3 Nymphe 

     Forme de point d’interrogation, la tête et le thorax fusionnent pour donner un céphalothorax, respire par des trompettes respiratoires situées sur le céphalothorax, ne se nourrit pas. Elle est immobile à la surface de l’eau, donne un adulte, male ou femelle, elle plonge dans l’eau au moindre mouvement perçu et l’imago s'en échappe par une déchirure de la face dorsale(Balouiri, 2011).

[image: ]
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 Figure 11 : Nymphe de culex                                      Figure12: Photo originale de la nymphe
 (Insectes –net.fr le moustique)
IV.2 Phase aérienne 

IV.2.1. Adultes  mâles 
[image: ]      Ils nourrissent uniquement de suc et de nectar extrait de plantes, et meurent après la copulation, atteignent leur maturité sexuelle au bout d’un jour. Ne vivent pas plus de 2 à 3 semaines. Caractérisés par des palpes allongées et légèrement recourbées vers le haut, sont plus longs que la trompe et les antennes sont plus développées et très poilues (Djeghader, 2014).
                              Figure13 : Photo du  male du Culex
                (http://bugguide.net/node/view/35524/bgref)
IV.2.2. Adulte femelle 
     Les femelles adultes sont hématophages, elles n’ont pas besoin de sang pour leur propre survie mais en retirent les protéines nécessaires à la maturation de leurs œufs, atteignent leur maturité sexuelle au bout d’1 à 2 jours .La femelle peut vivre de 3 semaines à 3 mois selon la température et la qualité du gîte, sont plus grandes que les mâles issus d’une même émergence,les palpes maxillaires sont très courtes et effilés que la trompe (Balouiri, 2011).
[image: ]
                                 Figure 14 : Photo personnelle de la femelle du Culex pipiens

IV.3  Accouplement des insectes 
     Les adultes mâles et femelles sont au repos dans des lieux abrites. Leur premier repas, pris au crépuscule, est composé de nectar. Il permet la maturation des organes génitaux ainsi que la constitution de réserves énergétiques pour le vol. Après la reproduction, les femelles prendront un repas sanguin obligatoire à l’élaboration des œufs. Cependant, les femelles de Culex pipiens peuvent créer une première ponte sans repas : elles sont dites autogènes. Elles utilisent les réserves accumulées par la larve (Muriel, 2005).
 Accouplement se fait au cours de  48 heures avant le premier repas sanguin,les femelles attirant les males par les fréquences sonores. Après l’accouplement, les femelles cherchent un hôte pour alimenter de son sang afin de mûrir les ovules. La ponte a lieu environ 5 jours après le dernier repas. Lorsque la température baisse les femelles cherchent un gite de  repos  pendant plusieurs mois, elles s'alimentent des réserves de graisses végétaux accumulées des sucs de la plante (Djeghader,2014).
V. Répartition  et  nuisance
     Les moustiques causent, en plus de leur nuisance, des maladies vectorielles et leur impact sur la santé publique humaine est très considérable. Les Culicidaes sont responsables de la transmission d’agents pathogènes qu’ils peuventinoculer pendant leur repas sanguin. Parmi ces moustiques y compris le Culex pipiens sont très répandu dans le monde, principalementen zones tropicales et tempérées (Berchiet al., 2012).
En Algérie, les moustiques présentent une large répartition géographique (Tabti, 2009). Seules les Culicinaes et les Anophelinaes sont représentée avec six genres en Algérie (Tabti, 2009). A Tébessa, les moustiques les plus abondants sont : Aedes, Culex, Culiseta       longiareolata .
     La nuisance causée par Culex pipiens est liée à la transmission de nombreuses maladies, se fait par le biais d’un repas de sang sur un hôte vertébré porteur de la maladie, les principaux agents pathogènes sont des virus tels que West Nile, fièvre jaune, dengue…, et des parasites, notamment, des filaires.
     Toutes ces maladies, souvent mortelles, sont transmises à l'homme par les moustiques, autre  types de nuisance causées par Culex pipiens lors la piqûre de la femelle qui va entrainer, chez l’Homme comme chez l’animal, une lésion ronde érythémateuse de quelques mm. Les lésions sont très souvent suivies d’une réaction allergique dûe aux allergènes présents dans la salive de Culex pipiens injectée durant le repas sanguin. Il a noté que la piqûre ne provoque aucune douleur immédiate grâce à un anesthésique local contenu dans la salive (Muriel, 2005).

VI. Lutte antivectorielle
      La lutte antivectorielle ayant pour objectif de casser une éventuelle chaîne de transmission vectorielle, s’appuie sur plusieurs méthodes qui varient selon les espèces. Son objectif est de minimiser les risques d’endémisation ou d’épidémisation et de diminuer la transmission d’agents pathogènes par des vecteurs (Garid et Hmaidia, 2018).Depuis de longues années, des recherches sont menées pour essayer une stratégie pour lutter contre ces moustiques, qu’elles soient chimiques, biologiques, génétiques, qui visent la limitation des vecteurs et maintenir leur+s population en dessous de la densité vectorielle critique (Himmi et al.,1998).

VI.1. Lutte physique 
Elle consiste à modifier le biotope de l’insecte, nous devons éliminer les lieux de reproduction des moustiques ou qui conduisent à la l’élimination des gites larvaires (Tabti,2017).


VI.2. Lutte chimique
     Consiste à l’utilisation des produits chimiques (neurotoxique) contre les insectes, Elle est réalisée avec les organophosphorés pour inhiber l’acétylcholinestérase. L’AChE est impliquée dans les mécanismes de transmission de l’influx nerveux à travers l’organisme. http://svt ac-rouen.Fr/biologie/chikungumya/complement.htm.

VI.3. Lutte biologique
      Elle consiste à utiliser des organismes vivants ou leurs dérivés. Un tournant important fut la découverte de la toxicité sélective de certaines souches de Bacillus Thuringiensis Isralensis (comme bioinsecticides).Bti produit une protéine cristallisée appelée toxine Cry qui est toxique pour les larves des moustiques. http://svtacrouen.Fr/biologie/chikungumya/complement.htm. 	
      Les toxines Cry sont ingérées par les larves lorsque celles-ci se nourrissent. Au ½ alcalin de l’appareil digestif de ces insectes, les cristaux se transforment en molécules protéiques toxiques qui détruisent les parois de l’estomac de moustiques (Bawin et al., 2014).

VI. 4. Lutte génétique 
Consiste à remplacer le matériel héréditaire des moustiques. Comme La lutte autocide (lutte par males stériles) (Boyer, 2011), qui consiste à introduire des individus stériles dont les copulations ne permettront pas de descendance dans la population ciblée, repose sur l’élevage intensif des espèces de moustiques (Bravo et al.,2011).
Comprenant le lâcher de mâles stériles et la manipulation génétique femelles par l’insertion d’un fragment d’ADN rendant le moustique inapte à transmettre une maladie mais cette méthode est très couteuse et mal vécue par la population locale puisque ces lâches en masse étant source d’importantes nuisances (Mansouri et Messabhia,2018).
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MATERIELS
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    Ce travail a pour objectif d’évaluer l’activité larvicide  des l’extraits organiques de la plante  Rosmarinus officinalisà l’égard de Culex pipiens stade L4 .
I- Verrerie et autres 
Tableau 03 :Verreries et autres utilisés pour l’extraction.
	Verreries et autres

	Béchers
	Flacons en verre.

	Ballon à fond plat et fond rond
	Gobelets en plastiques.

	Baguette en verre
	Micropipettes, Embouts correspondants.

	Cristallisoirs
	Verreries pour récupération et filtration.

	Coton
	Support pour filtration.

	Erlenmeyers
	Pissettes.

	Eprouvettes
	Papier absorbant

	Entonnoirs
	


	
II- Appareillage 
Tableau 04 : Appareillage utilisés pour cette étude.
	Appareillage

	Balance analytique
	Rotavapeur

	Balance de précision
	Vortex

	Plaque chauffante
	Etuve



III- Solvants et soluté
· Ether de pétrole (EP) ;
· Dichlorométhane (DM) ;
· Acétate d’éthyle (AE) ; 
· Méthanol (ME) ;
· Eau distillé (ED) ;
· DMSO.

IV- Matériel végétal :Rosmarinus officinalis 
     Les parties aériennes sèches de R.officinalis et broyées sous forme de poudre, nous ont été fournies par Mme ZEGHIB Assia (Figure 15).
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Figure 15 : pesée du matériel végétal
V- Matériel animal : Culex pipiens
     L’élevage a été réalisé sous les conditions de laboratoire avec une température optimale pour le développement. Les larves de moustiques utilisées dans cette étude appartiennent à l’espèce Culex pipiens. La collecte des larves a été réalisée  pendant le mois d’Avril, dans des gites larvaires naturelles de la région de Tébessa (Hammamet).
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                              Figure 16 : Gite de prélèvement de Culex pipiens (Hammamet)
     Les femelles de cette espèce pondent des œufs en amas sous forme de nacelles flottantes à la surface de l’eau. Pour ce faire la collecte, nous plongeons une louche dans l’eau et la  déplacer d’un mouvement uniforme (Figure 17).
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                          Figure 17 : Photo original de collecte d’espèces Culicidaes
     Les nacelles et les larves sont enlevées dans bidons contenant l’eau du gite puis placés dans des cristallisoirs remplis d’eau déchlorurées (Figure 18). Les nacelles, après éclosion, vont se développer et transformer en larves.
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                           Figure 18: Matériels d’élevage des moustiques

      Le tri des larves est réalisé en fonction de la taille (L1 < L2 < L3 < L4). Les nymphes sont collectées et placées dans des gobelets contenant l’eau déchloruré (Figure 19).
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                                Figure 19 : Principe de triage (photo personnelle)

      Les nymphes  sont déposés dans des cages avec une armature  en bois, couvertes de tulle comportant sur le coté un manchon qui permet l’introduction du matériels d’élevage (Figure 20).
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                                 Figure 20 : Elevage des nymphes (photo personnelle)

VI. Extraction de Rosmarinus officinalis par des solvants de polarité croissante
     L’extraction a été réalisée au niveau du laboratoire de biochimie de l’université Larbi Tébessi, TEBESSA. 
L'extraction par les solvants consiste à la mise en contact de la matière végétale avec un solvant qui dissout et extrait les constituants solubles contenus dans la plante.
Le protocole d’extraction de notre étude consiste à la macération successive du matériel végétalpar les solvants organiques de polarité croissante :	 Ether	de pétrole		 (EP),Dichlorométhane (DM), Acétate d’Ethyle (AE), Méthanol(ME) et se termine par l’eau distillé  (ED) Nous avons réalisé  8 extractions dans les mêmes conditions.
Après 24h de contact de chaque solvant avec la matière végétale, le macérât est récupéré, filtré puis concentré à l’aide d’un Rotavapeur. Le séchage se poursuit au niveau de l’étuve pour obtenir un extrait sec (Figure 21).
[image: ]
                                Figure 21 : Schéma du protocole d’extraction
Le rendement de chaque extrait a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec rendu en poudre. Les rendements d’extraction ont été déterminés par la formule suivante :
                                             Poids de l’extrait 
                   R%  =                                                                                  ˣ100
                                 Poids du matériel végétal sec rendu en poudre

               A Tébessa, Culex et Culiseta sont considérées parmi les espèces les plus abondantes. La séparation de deux espèces se fait  selon trois critères principaux :
le siphon respiratoire (principalement au stade L3, L4)
la taille. 
la couleur
  La population culicidiennes est  nourrie d’un mélange de 75% de biscuit et 25% de levure (In Aouati  , 2016)
VII. Test de toxicité
      Les concentrations test des extraits organiques seront utilisées dans les essais toxicologiques à l’égard des larves du stade L4 nouvellement exuviées du Culex pipiens. 150 l’eau déchlorurées sont placés dans des gobelets aux quels sont rajoutés 20 larves L4 et 1mL de la concentration préparée  de l’extrait d’étude (Figure 22). La nourriture est ajoutée pour prévenir la mortalité causée par faim.

 Les expériences ont été menées avec cinq répétitions pour l’extrait RO-EP et dix répétitions pour l’extrait RO-DM à concentration test étudiée de. En parallèle, deux groupes de témoins (positif et négatif) sont utilisés. 
-Témoin positif : 1 ml de (Méthanol/DMSO) 50/50 en contact avec L4.
-Témoin négatif : L4 seuls (pas d’ajout ni d’extrait d’étude, ni solvant de solubilisation). Le nombre des larves mortes ont été comptées après 24h, 48h, 72h d’exposition.
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                           Figure 22 : Test de toxicité réalisé sur les larves de moustiques
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I. Couleurs et aspects des extraits d’étude
     Les parties aériennes de la plante R. officinalis ont été soumis à une extraction basée sur la macération de la poudre végétale avec les quatre solvants (Éther de pétrole (EP), Dichlorométhane (DM), Acétate d’éthyle (AE), Méthanol (ME) et qui s’est terminée avec l’Eau distillée (ED). Le macéré est récupéré, filtré, évaporé au Rotavapeur puis séché à l’étuve. Ainsi, cinq différents extraits ont été obtenus, successivement, RO-EP, RO-DM, RO-AE, RO-ME et RO-ED (Figure 23). La couleur et aspect de chaque extrait sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 05: Couleurs et aspects des extraits de R.officinalis.
	  Extrait
	     Couleur 
	        Aspect

	
	
	

	RO-EP
	       Jaune
	    Pâteux-vitreux

	RO-DM
	  Vert d’olive
	        Poudre 

	RO-AE
	  Vert clair 
	        Poudre

	RO-ME
	  Vert gazon
	        Pâteux

	RO-ED
	       Miel
	        Pâteux
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                      Figure 23 : Aspects de chaque extrait (photo personnelle)

II. Rendement des extraits d’étude
     Le rendement de chaque extrait a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec  rendu en poudre (Figure 24).

             
Figure 24 :Diagramme en barre présentent le rendement des extraits des parties aériennes deR. officinalis.
     Les résultats obtenus montrent que le rendement de RO-ED vient en première position avec un rendement d'extraction de (12.81%), suivi par les extraits RO-DM  de (6.90%), RO-ME (5.34%), RO-EP(3.46%)  et RO-AE(2.63%).
   Nous pouvons dire que l’eau distillée  est la plus efficace pour extraire les composés de R.officinalis, qui pourraient être de nature glycosidique. (In Guenez et Boumedjeria ,2017).
     Selon Moussaoui et Gatoute (2016), le rendement de RO-ME vient en premier position (6.68%) suivi par les deux extraits RO-DM et RO-EP (4.75% et 4.74%) respectivement identiques alors que RO-AE présente le plus faible rendement.Nos résultats sont similaires à ceux présentés par Guenez et Boumedjeria (2017), qui ont montré que le rendement le plus élevé est représenté par l’extrait RO-ED (11.95%), suivi par RO-DM et RO-ME qui en sont presque similaires (6.75% et 6.43%) respectivement et qui sont supérieurs  à celui de RO-EP (4.70%) ; et l’extrait RO-AE présent le plus faible rendement (2.75%). De même, les rendements de nos extraits sont presque similaires à ceux de Benkhedim et Brik (2018) : RO-ED (13.58%), suivi par l’extrait de RO-DM et RO-ME sont presque similaires (5.47% et 5.16%)   respectivement, et RO-EP (3.65%) et RO-AE (2.35%).
III-Evaluation de l’effet larvicide des extraits organiques de R. officinalisà l’égard de Culex pipiens
     Les études toxicologiques ont permis de déterminer l’efficacité de R. officinalis, évaluée à partir de la mortalité enregistrée chez les larves cibles à différents temps d’exposition (24, 48 et 72 h)  avec les extraits. Les tests de toxicité sont appliqués sur des larves du stade (L4) nouvellement exuviées de Culex pipiens, avec une concentration test de C1 mg/mL.
III. 1. Etude horizontale
      Les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne plus ou moins l’écart-type et déterminent le pourcentage de mortalité des larves de Culex pipiens traitées avec les  extraits RO-DM et RO-EP  et ceci après 24, 48 et 72 heures d’exposition. Les deux extraits ont été testés à une concentration de C1 mg/mL (Figure 25).
               
  Figure 25 : Diagramme en barre présentant les pourcentages de mortalité des larves L4 nouvellement exuviées de Culex pipiens traitées par les extraits  RO-EP (5 répétitions) et RO-DM (10 répétitions) avec une concentration de C1 mg/mL. Comparaison des moyennes à différents temps (24, 48 et 72h) (Etude Horizontale).
· L’extrait RO-EP 75.5 mg/mL
     Les pourcentages de mortalité des larves L4 nouvellement exuviées de Culex pipiens traitées par l’extrait RO-EP à C1 mg/mL , sont de l’ordre de 8 % ± 9.08%, 20 % ±7.90%,27 % ±9.08%, après un temps de contact de 24, 48 et 72h, respectivement. Pendant la période de traitement, le pourcentage de mortalité des larves du stade L4 augmente d’environ 12% après 24h et 48h et de 7% après 72h.
· L’extrait RO-DM75.5 mg/mL
     Les pourcentages de mortalité des larves L4 nouvellement exuviées traitées par l’extrait RO-DM à C1 mg/mL , sont de l’ordre de 21 % ± 10.49%, 24 % ±10.22%, 30 % ±9.43%, après un temps de contact de 24, 48 et 72h, respectivement.
Pendant la période de traitement, le pourcentage de mortalité des larves du stade L4 augmente légèrement avec le temps, environ 3% après 24h et48h et 6% après 72h.
III. 2.Etude verticale
     L’effet larvicide des deux extraits RO-EP et RO-DM pour chaque période de temps est présenté dans la figure ci-après.
                    
Figure 26 :Diagramme en barre présentant les effets des deux extraits de R.officinalis à  l’égard  des larves L4 nouvellement exuviées de Culex pipiens à différents temps d’exposition (24, 48 et 72h). Comparaison des moyennes pour même temps  entre les deux extraits (Etude verticale).
      Le pourcentage de mortalité est variable et diffère d’un extrait à un autre pour  un même temps. 
· Période de 24h
      Les extraits RO-EP présente le pourcentage de mortalité le plus faible qui est presque  deux  fois moins   par  rapport à celui de l’extrait RO-DM. 

· Période de 48h
      Les extraits RO-EP et RO-DM présententun pourcentage de mortalités presque similaires.
· Période de 72h
      Les extraits (RO-EP et RO-DM) présententun pourcentage de mortalités presque similaires.
      Les résultats obtenus montrent que les deux extraits RO-EP et RO-DM à la concentration de C1 mg/mL, ont un pourcentage de mortalité qui augmente avec le temps. Durant  l’entrée des larves en contact avec les extraits de Rosmarinus officinalis, ces derniers pénètrent dans l’organisme et atteignent les cellules et entrent en contact avec les protéines et les enzymes cibles. Ils pourraient arrêter le fonctionnement normal des larves qui deviennent incapable de résister(Guenez et Boumedjeria, 2017).
    La mortalité engendrée par l’extrait RO-EP 151mg/mL, est  plus supérieur que la concentration de 75.5mg/ml et qui est de l’ordre de (85+6.12 ,87+5,70 ,88+5.70)après un temps de contact de 24h, 48h, 72h respectivement.	
     Les résultats  de Guenez et Boumedjeria (2017), montrent que l’extrait RO-DM à une concentration de 151mg/mL possède un effet larvicide élevé par rapport à nos  résultats obtenus avec la concentration de C1 mg/mL et qui sont de l’ordre de
(35±10, 45±14,57 et 57±17,17%) après un temps de contact de 24, 48 et 72h, respectivement.

     Selon Benkhedim et Brik (2018),les résultats montrent queles pourcentages de mortalité des larves par l’extrait RO-DM à 151mg/mL , sont de l’ordre de(31.25 % ± 12.5%, 35 % ±12.25%, 40 % ±12.91%) après un temps de contact de 24, 48 et 72h, respectivement. Ces résultats sont presque proche de ceux obtenus par Guenez et Boumedjeria (2017).
Selon Hassaballah (2015), les extraits à l'EP ont été plus actifs contre les larves L3 de Culex pipiens que les extraits éthanoliques ; parmi tous les extraits testés, celui de RO a présenté une efficacité moyenne.
     Les extraits obtenus à l’aide de  l’éther de pétrole, sont plus complets que les huiles essentiels, car il contient les composés volatiles mais, aussi, d’autres constituants qui n’étaient pas entrainables par la vapeur d’eau comme les triglycérides, cires, colorants de nature lipidique et les composés sapides(Guenez et Boumedjeria, 2017).
      Le caractère volatil et la capacité à dissoudre de nombreux composés organiques font de Dichlorométhane un solvant idéal pour de nombreux procédés chimiques et d’extraction des graisses végétales (Brignon, 2015).
     L’efficacité des composés chimiques d’origine végétale contre les larves de moustiques peut varier notablement en fonction de :
- L’espèce végétale (Singh et al., 2007).
- La partie utilisée de la plante (chowdhury et et al., 2008).
- Solvant utilisé lors l’extraction ainsi que l’espèce cible (In Benkhedim, 2018).

Resultats et discussion
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      Les Culicidaes sont sans doute les insectes les plus connus et les plus redoutés tant par les maladies parasitaires qu’ils peuvent inoculer pendant leur repas sanguin que par le désagrément et nuisance que constituent leur présence. La résistance de ces insectes aux pesticides chimiques et la bioaccumulation de composés toxiques dans l’environnement, ont dirigé la recherche vers des biopesticides sélectifs et biodégradables, en particulier, les extraits de plantes aromatiques. L’utilisation de ces derniers comme insecticide est connue depuis longtemps. 
      Lors de cette étude, nous avons procédé à l’extraction des parties aériennes de R.officinalis par des solvants de polarité croissante. Le potentiel larvicide des extraits obtenus, a été déterminé sur les larves de moustique Culex pipiens nouvellement exuviées du 4ème stade.
      Les rendements des cinq extraits de R.officinalis, EP, DM, AE, ME et ED, sont de l’ordre de 3.46%, 6.90%, 2.63%, 5.34% et 12.81%, respectivement. L’extrait DM présente un taux de mortalité élevé par rapport à celui de l’extrait EP, après une période d’exposition  de 24h (21% contre 8%). Les deux extraits EP et DM, présentent un effet larvicide presque similaire après une période d’exposition de 48h (20% contre 24%) et 72h (27% contre 30%).
      Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour l’application des extraits organiques de  R.officinalis dans la production des biopesticides.
CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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