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Introduction

I. Introduction
Le changement climatique influence d’une part la répartition géographique des espèces animales et d'autre part, l'intensité de la transmission des maladies vectorielles. Ceci induit des problèmes dans le contrôle des espèces vectrices au niveau du développement, de la reproduction et de la longévité (El Zayyat et al., 2015; Marc et al., 2016). Des facteurs anthropiques jouent également un rôle important dans l’apparition de nouveaux endroits de pullulation des vecteurs notamment l’urbanisation non organisée, le mode de vie, les mauvaises conditions d’hygiène, le mode d'approvisionnement en eau et la pollution de l’environnement (Dias et Moraes, 2014; El Zayyat et al., 2015).
Parmi ces vecteurs, les moustiques qui appartiennent à la famille des Culicidés, répandues dans plus de 100 pays et qui infectent plus de 700 million de personnes chaque année à travers le monde (El-Akhal et al., 2016). Les moustiques sont responsables de la transmission de plusieurs maladies telles que le paludisme, la filariose, la dengue, l'encéphalite japonaise, la chikungunya et l'infection par le virus du Nil occidental (Govindarajan et al., 2016; El-Akhal et al., 2016).
Pour toutes ces raisons pathogéniques, l’homme a mis en place un programme de lutte contre les moustiques, par l’utilisation des insecticides conventionnels comme les organophosphorés, les organochlorés et les pyréthrinoïdes (Zhang et al., 2016). Mais l’utilisation intensive et abusive de ces produits chimiques a entrainé divers problèmes environnementaux, l’atteinte des organismes non ciblés (Chirchir et al., 2013; Akami et al., 2016) et l’apparition des espèces résistantes (Foko et al., 2016; Ouali et al., 2016). De ce fait, la principale préoccupation des scientifiques est la recherche de nouvelles méthodes plus sélectives, biodégradables, amies de l’environnement et avec un faible risque toxicologique pour l’homme et les animaux (Pavela et al., 2016; Govindarajan et Benelli, 2016) telles que les pesticides d’origine végétale (encore appelés bioinsecticides).
Plus de 2000 espèces végétales dotées de propriétés insecticides ont été répertoriées. Les espèces de la famille de Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Lamiaceae, et Canellaceae sont les principales familles les plus prometteuses comme source de bioinsecticides (Benayad, 2008). Mais seulement 344 espèces ont une activité anticulicidienne (Sukumar et al., 1991). Particulièrement, les plantes aromatiques du genre, Artemisia, Cympogon, Lavandula, Mentha, Origanum, Ocimum, Rosmarinus, Thymus et les arbres aromatiques du genre Citrus et Eucalyptus ont été traditionnellement utilisées pour la protection des marchandises stockées surtout dans la région méditerranéenne et le sud de l’Asie (Fe Andres et al., 2012).
Les huiles essentielles représentent une piste d’avenir et les recherches sur ce sujet sont nombreuses. Toutefois, elles sont considérées comme moyens alternatifs pour le contrôle des moustiques puisqu’elles possèdent de nombreuses activités : répulsive, larvicide, pupicide et adulticide (Erler et al., 2006). Ces activités ont été prouvées chez plusieurs plantes telles que Zingiber officinalis qui possède un pouvoir répulsif et larvicide contre Cx. Quinquefasciatus (Pugazhvendan et al., 2013) et Cinnamomum zeylanicum et Rosmarinus officinalis avec un effet anti-oviposition et activité ovicide contre certaines espèces de moustiques (Prajapati et al., 2005). Patrick et al. (2016) ont déterminé l’effet pupicide et larvicide de quatre huiles essentielles extraites des feuilles de Cinnamomum zeylanicum, Citrus grandis, Citrus medica et Citrus sinensis à l’égard d’Anopheles gambiae. 
Au moment où l’insecte entre en contact avec l’insecticide, ce dernier pénètre dans l’organisme et atteint, plus ou moins rapidement, au niveau cellulaire, les protéines et les enzymes cibles dont il entrave le fonctionnement normal. On distingue à cet égard deux types de modifications : une activité accrue de systèmes de dégradation des xénobiotiques, et une modification de la cible de l’insecticide devenant capable de fonctionner correctement malgré la présence d’insecticide. Afin de prédire ces effets, des indicateurs biochimiques plus spécifiques peuvent être des systèmes d’alarmes précoces d’une contamination, ce sont les biomarqueurs (Viarengo et al., 2007).
Les biomarqueurs mesurent l’interaction entre un système biologique et un agent environnemental (WHO, 1993). L’inhibition ou l’induction des biomarqueurs sont de bons outils écotoxicologiques pour évaluer l’exposition et les effets potentiels des xénobiotiques sur l’organisme (Ozmen et al., 1999; Sturm et al., 2000; Varo et al., 2001).
Le comportement d’un organisme vis-à-vis d’un xénobiotique dépend le plus souvent de la bioaccumulation, la biotransformation et l’excrétion de ce xénobiotique. Les effets biologiques qui en résultent sont susceptibles de provoquer une altération d’une ou de plusieurs fonctions biologiques cellulaires et physiologiques qui modifient l’homéostasie et la capacité d’adaptabilité de ces organismes avec pour conséquence la remise en cause de la structure de leur population, mais aussi leur croissance, reproduction et voire même leur survie (Van der Oost et al., 2003).

Ce travail complète donc les travaux antérieurs réalisés dans notre laboratoire et vise à évaluer les différents effets des huiles essentielles extraites d’un arbre aromatique, Citrus limonum sur Culiseta longiareolata (Diptera: Culicidae), espèce la plus répandue dans la région de Tébessa (Tine-Djebbar et al., 2016) et qui a un intérêt vétérinaire en tant que vecteur du paludisme chez les oiseaux (Macquart, 1838). Des relations métaboliques entre le volume corporel, les réserves nutritives et la fécondité ont été rapportées chez les moustiques (Briegel, 1990 ; Nasci, 1986). C’est pourquoi, l’activité de ces huiles a été examinée au niveau toxicologique, morphométrique (largeur du thorax, poids et volume corporel), biochimique (dosage des protéines, glucides et lipides). Ces données renseignent sur le potentiel reproducteur et le potentiel vecteur de l’espace. Les biomarqueurs enzymatiques (GSTs et Catalase) et non enzymatiques (GSH) ont été également déterminés. 
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2. MATERIEL ET METHODES
Notre travail vise à évaluer l’effet des huiles essentielles extraites d’une plante Citrus limonum cultivée, dans la région d’El Hammamet (willaya de Tébessa) à l’égard de Culiseta longiareolata. Plusieurs paramètres ont été étudiés: toxicité, morphométrie, biochimie et biomarqueurs.
2.1. Présentation de Culiseta longiareolata Aitken, 1954 :
2.1.1. Généralités :
Culiseta longiareolata est l’espèce la plus abondante dans la région de Tébessa avec un pourcentage de 62,01% (Tine-Djebbar et al., 2016). C’est un moustique très abondant dans les zones chaudes, avec une taille qui varie de 3 à 5mm, un corps mince et des pattes longues fines avec des ailes membraneuses, longues et étroites (Villeneuve et Désiré, 1965). D’après Brunhes et al., (1999), l’espèce est multivoltine, sténogamme et autogène, qui peut présenter une diapause hivernale chez les imagos femelles (régions froides) et chez les larves (régions tempérées). Elles piquent surtout les oiseaux, très rarement l'humain et elle est considérée comme un vecteur de plasmodium d’oiseau (Bruhnes et al., 1999). 
Culiseta pond des œufs cylindro-coniques groupés en nacelle, porte environ 50 à 400 œufs. La larve est caractérisée par un peigne siphonal dont ses dents sont implantées irrégulièrement (Figure 1). Chez l'adulte, on remarque la présence au moins d'une tache d'écailles sombres sur l'aile (Figure 2), le thorax avec trois bandes blanches longitudinales et l'absence des soies longues et fortes au niveau du lobe basal du gonocoxite (Figure 3 et 4).
[image: ]Figure 1. Dents du peigne siphonal (flèche) de Cs longiareolata (Gr: X 40) (Tine-Djebbar, 2009).
Figure 2. Taches d'écailles sombres sur l'aile (flèche) de Cs longiareolata (Gr: X 60) (Tine-Djebbar, 2009).



Figure 3. Trois Bandes blanches longitudinales (flèche) de Cs longiareolata (Gr: X 40) (Tine-Djebbar, 2009).
Figure 4. Lobe basal du gonocoxite (flèche) de Cs longiareolata (Gr: X 150) (Tine-Djebbar, 2009).

	







La position systématique de Cs longiareolata est la suivante:
	Règne 
	Animalia

	Sous-règne 
	Metazoa

	Embranchement
	Arthropoda

	Embranchement
	Hexapoda

	Super-classe 
	Protostomia

	Classe 
	Insecta

	Sous-classe
	Pterygota

	Infra-classe
	Neoptera

	Super-ordre
	Endopterygota

	Ordre
	Diptera

	Sous-ordre
	Nematocera

	Infra-ordre
	Culicomorpha

	Famille 
	Culicidae

	Sous-famille 
	Culicinae

	Genre
	Culiseta

	Espèce
	Culiseta longiareolata (Aiken, 1954).




















2.1.2. Cycle biologique:
Cs longiareolata est un insecte holométabole, son cycle comporte deux phases, une phase aquatique (Larve et pupe) et une phase aérienne (Adulte). Les larves subissent 4 mues avant de se transformer en pupes. Ces dernières sont mobiles mais ne se nourrissent plus, et de profondes modifications anatomiques s’opèrent pour donner des adultes. L’accouplement a lieu peu de temps après l’émergence. Les moustiques mâles et femelles se nourrissent en aspirant diverses substances sucrées d’origine végétales. Cependant, les femelles doivent ingérer du sang pour assurer le développement de leurs œufs. La ponte des œufs s’effectue à la surface de l’eau, après éclosion ces derniers donnent naissance à des larves (Figure 5).


Accouplement
Male 
Femelle
Repas sanguin
Pond des œufs 
Durée d’éclosion 2 à 3 jours
4 stades larvaires (8-12 j)
Pupe  
Emergence
Vie aquatique
Température 25°C
Humidité 85℅
5 jours






Vie aérienne 







Durée de développement nymphale 4 à 5 jours
Durée de développement nymphal 4 à 5 jours  





Figure 5 : Cycle de vie des moustiques (Ben khedim et Djedouani, 2017).



2.2. Techniques d’élevage:
La collecte des œufs et des larves de Cs longiareolata a été faite au niveau de la pépinière de la région d’El Hammamet (Figure 6). Les larves sont élevées au laboratoire dans des récipients en plastique contenant d'eau déchlorurée et nourries avec 0,04g du mélange biscuit 75% - levure 25% (Figure 7). L’eau est renouvelée chaque deux jour et les adultes sont nourris de raisin sec et de datte. Le régime alimentaire joue un grand rôle dans la fécondité car les protéines permettent à la femelle de pondre plus d'œufs par rapport aux femelles nourries de sucre seulement (Wigglesworth, 1972). Lorsque les larves atteignent le stade nymphal, elles sont déposées dans des cages où elles se transformeront en adulte.
Station 3
Station 1
Station 2







Figure 6. Présentation des stations d’élevage (Ben khedim et Djedouani, 2017).

	



Figure 7. Collecte des moustiques (Ben khedim et Djedouani, 2017).

2.3. Présentation de Citrus limonum (Burm, 1768) :
Le citronnier est un arbre de taille moyenne de 3 à 5 mètres de longueur, originaire de l'Inde ou de la Chine. Ses feuilles persistantes lancéolées de couleur verte contiennent de glandes riches en huile essentielle. Les fleurs, se situent à l’aisselle des feuilles en forme de bouquets, formées de 5 pétales épais et libres. Les fruits ayant une taille moyenne de 5 à 10 cm, possédent un mamelon sur les deux extrémités. Ils sont très riches en vitamine C (Figure 8 A, B, C, D).
La position systématique de Citrus limonum est la suivante :

	Règne                    Plantae

	Sous-Règne          Viridaeplantae

	Division                Magnoliophyta

	Classe                   Equisetopsida

	Sous-Classe          Magnoliidae

	Super-Ordre        Rosanae

	Ordre                    Sapindales

	Famille                 Rutaceae

	Genre                   Citrus

	Espèce                  Citrus limonum (Burm, 1768).
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Figure 8 : Présentation de Citrus limonum (Ben khedim et Djedouani, 2017)
A : Arbre, B : Feuille C : Fruit et D : Fleur.

2.4. Collecte de la plante et extraction des huiles essentielles:
Les feuilles de Citronnier sont recueillies durant de période de Janvier à Mars 2017, de la région de Tébessa (El Hammamet). Elles ont été séchées à l'ombre, dans un endroit sec et bien aéré pendant 5 à 7 jours.
L’extraction est faite à l’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger (Figure 9), elle est réalisée par ébullition d’un mélange de 50 g de matériel végétal et 500 ml d’eau distillée pendant 3 heures. À la fin de la distillation, l'H.E recueillie par décantation est conservée à 4°C dans des petits flacons bien fermés en verre ombré.
Le rendement en huile essentielle est calculé en fonction du rapport entre le poids de l’huile extraite et le poids de la matière végétale, par la formule suivante :
R= [Ʃ PB/ Ʃ PA] × 100
R = PB / PA×100

                                                           OU

R : Rendement en HE en %.
PB : Poids d’HE en gr.
PA : Poids de matière sèche de la plante en gr



















Figure 9 : Montage d’hydrodistillation de type Clevenger (Ben khedim et Djedouani, 2017).
2.5. Test de toxicité:
Différentes concentrations d’huile essentielle de Citrus limonum (25, 50, 100, 150, et 200 ppm) ont été appliquées dans des récipients contenant 150 ml d’eau déchlorurée et 20 larves du quatrième stade. Pour chaque concentration, six répétitions ont été réalisées. Par ailleurs, une série de témoin négatif et positif est conduite en parallèle. Après 24 heures de traitement, les larves sont rincées puis placées dans de nouveaux récipients contenant de l’eau propre et de la nourriture. Le suivi de la mortalité des individus témoins et traités a été effectué au cours de différentes périodes : 24, 48 et 72h après traitement.	
Les pourcentages de mortalité observée sont corrigés selon la formule d’Abbott, (1925) qui permet d’éliminer la mortalité naturelle et de déterminer la toxicité réelle du biopesticide. La détermination des concentrations sous létales et létales (CL10, CL25, CL50 et CL90) a été faite grâce à un logiciel GRAPH PAD PRISM 6.	
Les larves et les pupes mortes sont conservées dans des flacons contenant de l’éthanol afin de déterminer les anomalies morphogénétiques.


2.6. Test par fumigation:
[image: ]Après la séparation des mâles et des femelles nouvellement émergés, 10 individus sont déposés dans des flacons en verre de 150 ml. Différentes concentrations d’HE (0,5, 1 et 2 μl) ont été appliquées directement sur un disque en papier filtre de 2 cm diamètre. Six répétitions ont été réalisées avec une série témoin. Le suivi des individus traités et témoins a été effectué au cours de deux périodes (1h et 2h).

Figure 10: Test par fumigation (Ben khedim et Djedouani, 2017).
2.7. Etude morphométrique:
Plusieurs paramètres morphométriques ont été pris en considération pour les larves du quatrième stade, à savoir la largeur du thorax, le poids et le volume corporel calculé à partir de la valeur cubique de la largeur du thorax (Timmermann et Briegel, 1998). 
Les mensurations ont été réalisées à l’aide d’un micromètre gradué et une loupe binoculaire préalablement étalonnée.	
2.8. Extraction et dosage des métabolites :
L'extraction des différents métabolites a été réalisée selon le procédé de Shibko et al. (1966), et les principales étapes sont résumées dans la Figure 11. Les échantillons (larves 4) sont placés dans des tubes eppendorf contenants 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) à 20 % et broyés à l’aide d’un homogénéiseur à ultrasons. Après une première centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), le surnageant I obtenu est utilisé pour le dosage des glucides totaux selon la méthode de Duchateau et Florkin, (1959). Au culot I, on ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme (1V/1V) et après une seconde centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), on obtient le surnageant II et le culot II, le surnageant II sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldworthy et al., 1972) et le culot II, dissout dans de la soude (0,1 N), servira au dosage des protéines selon Bradford, (1976). 
1 ml de TCA (à 20%)
Broyage (Homogénéiseur à ultrasons)
Centrifugation (5000 trs/min, 10 min)
Surnageant I
Culot I
1 ml éther/chloroforme (1V/1V)
Centrifugation (5000 trs/min, 10 min)
Anthrone (4 ml)
Aliquote (100μl)
Chauffer 80°C (10 mn)
Glucides 
1 ml NaOH (0,1N)
Agitation
Dosage aliquote (100 μl)
Agitation
Surnageant II
Culot II
Aliquote (100μl)
1 ml d’acide sulfurique
Agitation
10 mn au bain de sable
Dosage aliquote (200μl)
Evaporation totale
Lipides
Protéines
Larve (corps entier)










Glucide



	





Duchateau et Florkin, (1959)
Bradford, (1976)

Goldsworthy et al. (1972)


Figure 11 : Extraction des glucides, protéines et lipides totaux (Shibko et al., 1967).


2.8.1. Dosage de protéines totales :
Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976) dans une fraction aliquote de 100 µl à laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie (BBC) G 250 (Merck). Celui-ci révèle la présence des protéines en les colorants en bleu. L'absorbance est lue au spectrophotomètre à une longueur d'onde de 595 nm. La gamme d'étalonnage est réalisée à partir d'une solution d'albumine de sérum de bœuf (BSA) titrant 1 mg/ml (Tableau 1). 
Tableau 1: Dosage des protéines totales chez les moustiques: réalisation de la gamme d’étalonnage.
	Tubes
	0
	2
	3
	4
	5
	6

	Solution standard d'albumine (μl)
	0
	20
	40
	60
	80
	100

	Eau distillée (μl)
	100
	80
	60
	40
	20
	0

	Réactif BBC (ml)
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	Quantité d'albumine (μg)
	0
	20
	40
	60
	80
	100



2.8.2. Dosage des glucides totaux :
Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau et Florkin (1959). Cette méthode consiste à additionner 100 µl du surnageant contenu dans un tube à essai, 4 ml du réactif d'anthrone et de chauffer le mélange à 80 °C pendant 10 min, une coloration verte se développe dont l'intensité est proportionnelle à la quantité de glucide présente dans l'échantillon. La lecture de l'absorbance est faite à une longueur d'onde de 620 nm. La gamme d'étalonnage est effectuée à partir d'une solution mère de glucose (1mg/ml) (Tableau 2).
Tableau 2: Dosage des glucides totaux chez les moustiques : réalisation de la gamme d'étalonnage.
	Tubes
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Solution mère de glucose (μl)
	0
	20
	40
	60
	80
	100

	Eau distillée (μl)
	100
	80
	60
	40
	20
	0

	Réactif d'anthrone (ml)
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	Quantité de glucose (μg)
	0
	20
	40
	60
	80
	100



2.8.3. Dosage des lipides totaux:
Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972), en utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. Le dosage des lipides se fait sur des prises aliquotes de 100 µl des extraits lipidiques ou de gamme étalon auxquelles on évapore totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré. Les tubes sont agités et mis pendant 10 mn dans un bain de sable à 100 °C. Après refroidissement, on prend 200 µl de ce mélange auquel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Après 30 mn à l'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotomètre à une longueur d'onde de 530 nm. Les lipides forment à chaud avec l'acide sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide orthophosphorique, des complexes roses. La solution mère des lipides est préparée comme suit: on prend 2,5 mg d'huile de table (tournesol 99% triglycérides) dans un tube eppendorf et on ajoute 1 ml d'éther/chloroforme (1V/1V) (Tableau 3). 
Tableau 3 : Dosage des lipides totaux chez les moustiques: réalisation de la gamme d'étalonnage. 
	Tubes
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Solution mère de lipides (μl)
	0
	20
	40
	60
	80
	100

	Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V)
	100
	80
	60
	40
	20
	0

	Quantité de lipides (μg)
	0
	50
	100
	150
	200
	250



2.9. Dosage des biomarqueurs:
2.9.1. Dosage des glutathion S-transférases:
Les glutathion S-transférases représentent une famille d’enzymes multifonctionnelles, essentiellement cytosolique, impliquées dans diverses opérations de transport et de biosynthèse intracellulaire. Les GSTs jouent un rôle important dans la détoxification des xénobiotiques ; elles catalysent souvent la conjugaison des molécules électrophiles avec le glutathion réduit (GSH). Les produits sont ensuite métabolisés en acide mercapturique et excrétés au niveau de la bile et des urines (Habig et al., 1974). 
 Les larves du 4émestade témoins et traitées de Cs longiareolata, sont prélevées à différentes périodes (24, 48 et 72 heures), pesées puis broyées dans 1 ml de tampon phosphate de sodium (0,1 M, pH 6). L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 10 individus avec une série témoin. L’homogénat ainsi obtenu est centrifugé (14000 trs/min à 4°C pendant 30 min), le surnageant récupéré servira au dosage de l’activité des GSTs (Figure 11).
Le dosage est réalisé selon la méthode de Habig et al., (1974), il consiste à faire réagir 200 µl de surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB (1M) /GSH (5mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 100 ml tampon phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est effectuée toutes les 1 mn pendant 5 minutes à une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 µl d’eau distillée remplaçant la quantité de surnageant.



L’activité spécifique est déterminée d’après la formule suivante :






X: micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (µM/mn/mg de protéines).
∆ Do: pente de la droite de régression obtenue après hydrolyse du substrat en fonction du temps.
9,6: coefficient d’extinction molaire du CDNB.
Vt: volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].
Vs: volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.
mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.
 Larves 4 (Corps entiers)




Pesée


Broyage (froid)
(Tampon phosphate de Na 0,1 M ; pH 6)



Centrifugation à froid (14000 trs/ mm, 30 min)



Surnageant


Dosage (CDNB/GSH)



Lecture des absorbances à 340 nm pendant 5 min





Figure 12. Extraction et dosage des glutathion S-transférases (D’après Habig et al., 1974).


2.9.2. Dosage du glutathion:
Le glutathion (GSH) est un composé thiol constitué d’une succession de trois acides aminés: l’acide glutamique, la cystéine et la glycine. Il joue un rôle antioxydant. Dans les conditions normales, le glutathion se trouve, soit sous forme réduite et libre (GSH) soit sous forme oxydée (GSSG) ou bien lié à des protéines (GSS-prot) ou à des résidus appropriés comme le coenzyme A. La fonction thiol lui confère ses principales propriétés biochimiques.
Les larves du quatrième stade de Cs longiareolata témoins et traitées à la CL25 et la CL50, sont prélevées à différentes périodes (24, 48 et 72 heures) puis pesées. Elles sont ensuite homogénéisées dans une solution d’EDTA (0,02 M) [7,448 g ECTA, 1000 ml eau distillée] à raison de 0,8 ml par 200 mg de poids. L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 10 individus avec une série témoin.
L’homogénat (800 µl) additionné d’acide sulfosalysilique ASS (200 µl) est vortexé et laissé pendant 15 min dans un bain de glace. Après une centrifugation (1000 trs/min pendant 5 min), le surnageant est récupéré et utilisé comme source d’enzyme (Figure 12).
Le dosage est réalisé selon la méthode de Weckberker et Cory, (1988) comme suit : une aliquote de 500 µl du surnageant récupéré est ajoutée à 1 ml du tampon tris / EDTA (0,02 M, pH 9,6) [63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 ml eau distillée] et 0,025 ml de DTNB (0,01 M) [3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu]. La lecture des absorbances s’effectue à une longueur d’onde de 412 nm après 5 minutes de repos pour la stabilisation de la couleur contre un blanc où les 500 µl de surnageant sont remplacés par 500 µl d’eau distillée.
Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :





X: micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (µM / mg de protéines).
∆ Do: différence de la densité optique obtenue après hydrolyse du substrat.
13,1: coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).
Vd: volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation: 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml homogénat].
Vh: volume de l’homogénat utilisé dans la déprotéinisation: 0,8 ml.
Vt: volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml tris / EDTA + 0,025 ml DTNB].
Vs: volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.
mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.

 Larves 4 (corps entiers)

Vortéxer et repos 15 min à froid

Déprotéinisation
[Acide sulfosalysilique (ASS) 0,25 %]

Broyage (froid)
(EDTA 0,02 M ; pH 9,6)

Pesée

Centrifugation (1000 trs/ mm, 5 min)

Surnageant de l’échantillon (0,5 ml)

Dosage (DTNB, 0,01M)

Lecture des absorbances à 412 nm pendant 5 min



























Figure 13: Extraction et dosage du glutathion (GSH) (Weckberker et Cory, 1988).



2.9.3. Dosage de la catalase:
[bookmark: _PictureBullets]Le dosage de la catalase (CAT) est réalisé selon la technique de Claiborne (1935). Cette technique est basée sur la mesure spectrophotométrique de la réduction de l’eau oxygénée (H2O2) en une molécule d’oxygène (O2) et deux molécules d’eau (H2O) en présence de la CAT, selon la réaction suivante :
Catalase
     H2O2   	       2 H2O + O2

Les larves sont homogénéisées dans 1 ml de tampon phosphate (100 Mm, pH 7,4), puis centrifugé à 15000 trs/min, pendant 10 mn. Le surnageant récupéré servira comme source d’enzyme (Figure 13). 
Le dosage de la CAT s’effectue dans une fraction aliquote de 50 µl du surnageant dilué de façon à se situer entre 1 et 1,5 mg de protéine/ml, soit 0,05 à 0,75 mg dans la cuve, à laquelle on ajoute 750 µl de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4) et 200 µl H2O2 (500 mM) préparé extemporanément [1,42 ml H2O2 à 30 volume (garder en chambre froide), 25 ml tampon phosphate (100 mM, pH 7,4)]. Après agitation, la lecture est effectuée au spectrophotomètre après 15 secondes d’attente toute les 5 secondes pendant 30 secondes à une longueur d’onde de 240 nm contre un blanc avec 800 µl de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4) et 200 µl H2O2 (500 mM).
L’activité spécifique est calculée selon la formule suivante:




X: micromole de substrat réduit par minute et par mg de protéines (µM /mn/ mg de protéines).
Do max: densité optique maximum obtenue.
Do min: densité optique minimum obtenue.
0,04: coefficient d’extinction molaire du H2O2 (cm-1.mM-1).
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.




Les Larves 4
 (corps entiers)




Pesée



Broyage (froid)
(1 ml de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4)




Centrifugation (15000 trs/ mm, 10 min)


Surnageant de l’échantillon (50 µl)



Dosage (750 µl de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4) et 200 µl H2O2 (500 mM))



Lecture des absorbances s’effectue après 15 sec d’attente à 240 nm toute les 5 sec pendant 30 sec






Figure 14: Extraction et dosage de la catalase (CAT) (Claiborne, 1935).

2.10. Analyse statistique:
Les moyennes ± SEM sont calculées pour chaque groupe d’expérience. Le test t de Student, l’analyse de la variance à un critère de classification ont permis de mettre en évidence les différences entre les échantillons pour toutes les expérimentations (MINITAB version 2017).
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3. RESULTATS
3.1. Rendement des huiles essentielles:
Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation des feuilles séchées de Citrus limonum sont de couleur jaune, avec une forte odeur. Le rendement en huiles essentielles marque une valeur de 0,94%.

3.2. Essais toxicologiques:
Les essais toxicologiques ont permis de déterminer l’efficacité des huiles essentielles de Citrus limonum, évaluée à partir de la mortalité enregistrée chez les larves 4 à différentes périodes 1, 3, 5 et 7 jours et chez les adultes mâles et femelles à 1, 2 et 6 heures après traitement.

3.2.1. Toxicité des H.E extraites de Citrus limonum à l’égard des larves 4 de Cs longiareolata:
Différentes concentrations: 25, 50, 100, 150, 200 ppm ont été appliquées sur les larves du quatrième stade. Les mortalités corrigées sont mentionnées dans le tableau 4, avec des taux variant de 10, 12,5, 15 et 33% pour la plus faible concentration (25 ppm) jusqu’à 100% pour la plus forte (200 ppm) avec une relation dose-réponse et cela à 1, 3, 5 et 7 jours après traitement respectivement. 
Tableau 4 : Effet des huiles essentielles extraites de Citrus limonum (ppm) appliquées sur des larves du quatrième stade de Culiseta longiareolata, sur le taux de mortalité corrigée à différentes périodes après traitement (m ± SEM, n=4 répétitions comportant chacune 20 individus).

	Temps
	25 ppm
	50 ppm
	100 ppm
	150 ppm
	200 ppm

	1 jour
	10,00 ± 5,00
	23,75 ± 2,50
	52,50 ± 5,00
	86,25 ± 6.87
	98,75 ± 1.87

	3 jour
	12,50 ± 2,50
	31,25 ± 6,87
	61,25 ± 6,87
	88,75 ± 6,25
	100 ± 0,00

	5 jour
	15,00 ± 2,50
	33,75 ± 5,62
	78,75 ± 8,12
	93,75 ± 6,25
	100 ± 0,00

	7 jour
	33,75 ± 1,87
	57,50 ± 3,75
	91,25 ± 6,25
	93,75 ± 6,25
	100 ± 0,00



Les concentrations létales, la CL10, CL25, CL50 et la CL90 sont déterminées grâce à un logiciel GRAPH PAD PRISM 6. Les résultats montrent une diminution des concentrations létales en fonction des périodes testées (1, 3, 5 et 7 jours) (Tableau 5 et Figure 15).



Tableau 5: Efficacité des huiles essentielles extraites de Citrus limonum (ppm) appliquées sur des larves du quatrième stade de Culiseta longiareolata à différents périodes: analyse des probits.

	
Périodes
(jour)

	R2
	Slope
	CL10 (ppm)
IC (95%)
	CL25 (ppm)
IC (95%)
	CL50 (ppm)
IC (95%)
	CL90 (ppm)
IC (95%)

	1 
	0,96
	3,64
	36,55
(17,98-74,30)
	55,46
(34,75-88,51)
	84,13
(61,80-114,55)
	177,01
(109,39-341,97)

	3 
	0,97
	2,62
	27,98
(14,52-53,95)
	44.66
(28,97-69,02)
	71,44
(53,21 - 95,71)
	181,97
(104,47-316,9)

	5 
	0,98
	2,23
	26,79
(17,82-40,36)
	40,45
(30,83-52,96)
	60.95
(50,23-73,96)

	138,67
(95,27-201,83)

	7 
	0,97
	1,90
	12,53
(6,83-22,96)
	21,82
(14,82-32,13)
	38,10
(29,92 – 48.52)
	115,61
(70,14-190,98



[image: ]

Figure 15. Courbe de référence exprimant les probits en fonction des logarithmes décimaux des concentrations.







3.2.2. Toxicité des H.E extraites de Citrus limonum par fumigation à l’égard des adultes de Cs longiareolata:
Différentes concentrations: 0,5, 1 et 2 μl/L d'air ont été appliquées sur les adultes mâles et femelles de Cs longiareolata. Les mortalités corrigées sont mentionnées dans le tableau 6.
Les résultats montrent une augmentation du taux de mortalité corrigée en fonction des doses appliquées et de la période après traitement (1 et 2 h) cela aussi bien chez les mâles que chez les femelles.
Tableau 6 : Effet des huiles essentielles extraites de Citrus limonum (μl/L d'air) appliquées sur des adultes de Culiseta longiareolata, sur le taux de mortalité corrigée à différentes périodes après traitement (m ± SEM, n=4 répétitions comportant chacune 20 individus).

	Adultes
	Périodes
	0,5 μl/L d'air
	1 μl/L d'air
	2 μl/L d'air

	Femelles
	1h
	17,50 ± 8,75
	62,50 ± 12,50
	97,50 ± 3,75

	
	2h
	40,00 ± 10,00
	80,00 ± 5,00
	100 ± 0,00

	Mâles
	1h
	7,50 ± 7,50
	42,50 ± 7,50
	87,50 ± 12,50

	
	2h
	67,50 ± 12,50
	90,00 ± 10,00
	95,00 ± 5,00



Les concentrations létales à différentes périodes après traitement sont déterminées grâce à un logiciel GRAPH PAD PRISM 6 et à partir d’une courbe de référence exprimant les probits en fonction des logarithmes décimaux des concentrations (Tableau 7 et Figures 16 et 17).
Tableau 7 : Efficacité des huiles essentielles extraites de Citrus limonum (μl/L d'air) appliquées sur les adultes de Culiseta longiareolata à différents périodes : analyse des probits.
	Adultes
	Périodes
	R2
	Slope
	CL50 (μl/L)
IC (95%)
	CL 90(μl/L)
IC (95%)

	Femelles
	1h
	0,99
	2,56
	0,83
(0,47 – 1,46)
	1,65
(0,50 – 5,46)

	
	2h
	0,99
	2,37
	0,58
(0,32 – 1,06)
	1,30
(0,31 – 5,38)

	Mâles
	1h
	1,00
	1,05
	1,09
(1,06 – 1,12)
	2,16
(2,02 – 2,32)

	
	2h
	0,98
	1.95
	0,01
(0,10 – 1,09)
	1,06
(0,28– 4,00)
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Figure 16. Courbe de référence exprimant les probits en fonction des logarithmes décimaux des concentrations (femelles).
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Figure 17. Courbe de référence exprimant les probits en fonction des logarithmes décimaux des concentrations (Mâles).

3.3. Anomalies morphologiques :	
L’examen des larves du quatrième stade de Culiseta longiareolata après traitement aux H.E de Citrus limonum, révèle des aberrations morphologiques telles que le blocage de l’exuviation nymphale, la diminution de la taille des larves, la métamorphose incomplète et la déformation de la tête (Figures 18, 19, 20, 21, 22 et 23).
[image: ][image: ]Figure 18. Échec de la mue chez Cs longiareolata (×15)
Figure 19. Échec de l’émergence chez Cs longiareolata. (x 15)
(×15)


















Figure 21. Réduction de la taille de la larve chez Cs longiareolata. (×15)

Figure 20. Taille réduite d’une larve 4 chez Cs longiareolata.
(×15)
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Figure 23. Déformation de la tête de la larve de Cs longiareolata. (×15)

Figure 22.  Métamorphose incomplète (larve-pupe) chez Cs longiareolata. (×15)







3.4. Effet des H.E extraites de Citrus Limonum sur la croissance pondérale de
Cs longiareolata:
Les H.E extraites de Citrus limonum ont été appliquées sur des larves du quatrième stade nouvellement exuviées avec deux concentrations : 21,82 ppm et 38,10 ppm correspondant à la CL25 et CL50 respectivement à 7jours.
Les résultats de l’évolution du poids corporel des larves du quatrième stade de Cs
longiareolata sont mentionnés dans le tableau 10 et la figure 24. Pour les séries témoins et traitées à la CL25, on remarque une variation non significative (p˃0,05) du premier au septième jour après traitement. Tandis que chez les séries traitées à la CL50, on observe une variation hautement significative (p= 0,01) du poids corporel des larves durant la période testée.
La comparaison des moyennes entre les séries témoins et traitées (CL25, CL50) par le test ″t″ de Student, ne révèle aucune différence significative (p>0,05) du poids corporel des
larves 4 à 1, 3 et 5 jour. Par contre à 7 jour, on note un effet traitement avec la dose la plus élevée (CL50) (p=0,032).
Tableau 8 : Effet des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur le poids corporel (mg) des larves du quatrième stade de Cs longiareolata à différentes périodes (m ± SEM, n= 3 répétitions comportant chacune 10 individus). (Comparaison des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).

	Temps (jours)
	Témoins
	CL25
	CL50

	1
	8,82 ± 0,84 a
A
	8,17 ± 0,78 a
A
	7,53 ± 0,48 a
A

	3
	8,76 ± 50,56 a
A
	8,44 ± 0,52 a
A
	8,30 ± 0,20 a
B

	5
	10,40 ± 0,36 a
A
	9,27 ± 0,35 a
A
	9,25 ± 0,68 a
C

	7
	9,52 ± 1,08 a
A
	8,33 ± 0,14 a
A
	7,15 ± 0,12 b
D
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Figure 24 : Effet des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur le poids
corporel (mg) des larves du quatrième stade de Cs longiareolata à différentes
périodes (m ± SEM, n=3). (ns : différence non significative (p>0,05); *: différence significative (p0,05)).

3.5. Effets des H.E extraites de Citrus limonum sur la croissance linéaire de Cs longiareolata:
3.5.1. Largeur du thorax:
La largeur du thorax des larves 4 marque une diminution très hautement significative (p<0,001) cela aussi bien chez les séries témoins que chez les séries traitées à la CL25 et CL50 au cours de la période testée (1, 3, 5 et 7 jour).
La comparaison des valeurs moyennes montre une différence non significative 
(p>0,05) entre les séries témoins et traitées (CL25 et CL50) au cours de la période testée, (Tableau 11 et figure 25). De plus, aucun effet dose n'a été signalé (p˃0,05).




Tableau 9: Effet des HE extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur la
largeur du thorax (mm) des larves du quatrième stade de Cs longiareolata  à différentes
périodes (m ± SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus). (Comparaison des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).
	Temps (jours)
	Témoins
	CL25
	CL50

	1
	3,66 ± 0,23 a
A
	3,48 ± 0,3 a
A
	3,28 ± 0,14 a
A

	3
	3,41 ± 0,37 a
B
	3,39 ± 0,21 a
B
	3,44 ± 0,17 a
B

	5
	2,60 ± 0,22 a
C
	2,63 ± 0,18 a
C
	2,71 ± 0,26 a
C

	7
	2,45 ± 0,21 a
D
	2,58 ± 0,26 a
D
	2,67 ± 0,23 a
D
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Figure 25 : Effet des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur la largeur du thorax (mm) des larves 4 chez Cs longiareolata à différentes périodes (m ± SEM, n=3). (ns: différence non significative (p>0,05)).

3.5.2. Volume corporel:
Les résultats obtenus montrent que le volume corporel diminue d’une façon très hautement significative (p<0,001) aussi bien chez les séries témoins que chez les séries traitées à la CL25 et la CL50 au cours de la période testée (1, 3, 5 et 7 jour).
La comparaison des valeurs moyennes ne montre aucune différence significative 
(p>0,05) entre les séries témoins et traitées (CL25 et CL50) au cours de la période testée, (Tableau 12 et figure 26). De plus, aucun effet dose n'a été signalé chez les séries
traitées durant les temps étudiés.
Tableau 10 : Effet des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur le volume corporel (mm³) des larves du quatrième stade de Cs longiareolata (m± SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus). (Comparaison des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules).
	Temps (jours)
	Témoins
	CL25
	CL50

	1
	50,26 ± 9,20 a
A
	44,26 ± 11,98 a
A
	35,95 ± 4,86 a
A

	3
	42,04 ± 13,48 a
B
	39,76 ± 7,44 a
B
	41,44 ± 6,38 a
B

	5
	18,35 ± 4,83 a
C
	18,59 ± 3,89 a
C
	20,59 ± 4,98 a
C

	7
	15,40 ± 4,30 a
D
	18,12 ± 5,22 a
D
	19,73 ± 4,73 a
D
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Figure 26: Effet des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur le volume corporel (mm³) des larves 4 chez Cs longiareolata à différentes périodes (m ± SEM, n=3). (ns: Différence non significative (p>0,05)).


3.6. Effets sur la composition biochimique de Cs longiareolata:
La CL25 et la CL50 des H.E extraites de Citrus limonum ont été appliquées sur les larves du quatrième stade de Cs longiareolata, L’effet de ces huiles a été évalué sur le contenu en glucides, lipides et protéines au cours de différentes périodes après traitement (1, 3, 5 et 7 jour).
3.6.1. Contenu en protéines totales:
Les résultats du dosage sont mentionnés dans le tableau 13 et la figure 27 où on note une augmentation non significative du contenu en protéines chez les larves témoins (p˃0,05). Par contre, les valeurs présentées par les séries traitées à la CL25 et la CL50 révèlent une augmentation significative (p<0,001) du 1er au 5ème jour, suivie d'une diminution au 7ème jour. 
Le test t de Student révèle une variation non significative du contenu en protéines totales chez les traités avec les deux doses testées (CL25 et CL50) comparativement aux témoins et cela au cours de différentes périodes (1, 3, 5 et 7 jour).  
Tableau 11: Effet des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur le
contenu en protéines totales (µg/individu) chez les larves du quatrième stade de Cs
longiareolata au cours de différentes périodes (m ± SEM, n=3 répétitions comportant
chacune 20 individus). (Comparaison des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).
	Temps (jours)
	Témoins
	CL25
	CL50

	1
	207,22 ± 35,23 a
A
	176,18 ± 54,6 a
A
	178,18 ± 19,93 a
A

	3
	291,99 ± 14,15 a
A
	224,84 ± 46,15 a
B
	256,94 ± 7,8 a
B

	5
	349,8 ± 40,38 a
A
	354,56 ± 64,88 a
C
	408,08 ± 19,42 a
C

	7
	259,8 ± 58,47 a
A
	343,51 ± 30,09 a
D
	329,51 ± 7,93 a
D
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Figure 27: Effet des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur le contenu
en protéines totales chez les larves du quatrième stade de Cs longiareolata à différentes
périodes (m ± SEM, n=3). (ns : Différence non significative (p>0,05)).

3.6.2. Contenu en lipides totaux:
D'après les résultats présentés dans le tableau 14 et la figure 28, on note une
variation non significative du contenu en lipides chez les larves témoins (p˃0,05) et une diminution significative chez les séries traitées à la CL25 (p<0,001) et  à la CL50 (p= 0,010) au cours de la période testée. 
Le test t de Student met en évidence des variations non significatives du contenu en lipides totaux chez les traités à la CL25 et la CL50 comparativement aux témoins, à 1 et 5 jour. Par contre, à 3 jour, un effet traitement a été signalé avec la CL25 (p=0,04) et la CL50 (p=0,005). Par ailleurs, à 7 jour, on note une différence significative chez les traités à la dose la plus forte (CL50) (p = 0,01).



Tableau 12: Effet des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur le
contenu en lipides totaux (µg/individu) chez les larves du quatrième stade de Cs
longiareolata au cours de différentes périodes (m ± SEM, n=3 répétitions comportant
chacune 10 individus). (Comparaison des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).
	Temps (jours)
	Témoins
	CL25
	CL50

	1
	64,22 ± 22,25 a
A
	60,51 ± 15,85 a
A
	47,45 ± 9,46 a
A

	3
	33,33 ± 6,50 a
A
	50,21 ± 3,88 b
B
	69,68 ± 5,55 c
B

	5
	57,9 ± 6,84 a
A
	70,37 ± 13,91 a
C
	56,74 ± 5,62 a
C

	7
	26,14 ± 3,01 a
A
	56,79 ± 13,31 a
D
	38,77 ± 1,91 b
D
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Figure 28: Effet des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur le contenu en lipides totaux (µg/individu) chez les larves du quatrième stade de Cs longiareolata à différentes périodes (m ± SEM, n=3). (ns : Différence non significative (p>0,05) ; *: Différence significative (p0,05); **: Différence hautement significative (p0,01)).





3.6.3 Contenu en glucides totaux:
Le contenu en glucides marque des variations non significatives chez les séries témoins (p˃0,05) et une diminution significative chez les séries traitées à la CL25 (p=0,001) et à la CL50 (p=0,018) au cours de la période testée.
La comparaison des valeurs moyennes ne montre aucune différence significative entre
les témoins et les traités à la CL25 et CL50 à 1 et 3 jours. Par contre, à 5 jour, un effet dose (p= 0,048) a été signalé. De plus, le traitement avec la plus forte concentration (CL50) à 7 jours montre une diminution significative (p=0,03) du contenu en glucides (Tableau 15 et figure 29). 
Tableau 13: Effet des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur le
contenu en glucides totaux (µg/individu) chez les larves du quatrième stade de Cs longiareolata (m ± SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus). (Comparaison des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).
	Temps (jours)
	Témoins
	CL25
	CL50

	1
	45,91 ± 6,73 a
A
	56,31 ± 2,87 a
A
	56,44 ± 3,34 a
A

	3
	56,48 ± 4,29 a
A
	63,42 ± 5,09 a
B
	77,5 ± 12,68 a
B

	5
	78,65 ± 18,12 a
A
	75,77 ± 5,43 a
C
	45,79 ± 4,47 ab
C

	7
	51,16 ± 2,31 a
A
	41,97 ± 5,12 a
D
	46,64 ± 4,77 b
D
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Figure 29: Effet des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur le contenu
en glucides totaux (µg/individu) chez les larves du quatrième stade de Cs longiareolata à
différentes périodes (m ± SEM, n=3). (ns: Différence non significative (p>0,05) ; *: Différence significative (p0,05)).
3.7. Effet des H.E extraites de Citrus limonum sur les biomarqueurs:
Les huiles essentielles extraites de Citrus limonum ont été appliquées sur des larves du quatrième stade nouvellement exuviées à deux concentrations: 21,82 ppm et 38,10 ppm correspondant à la CL25 et CL50 respectivement. L’effet de ces huiles a été évalué à différentes périodes (24, 48, 72 heures) avec des séries témoins. Les résultats ont été exprimés par rapport à la quantité de protéines (mg) obtenues à partir d’une courbe de référence.
3.7.1. Effet sur l’activité spécifique de GSTs:
L’activité spécifique des glutathion-S-transférases a été estimée chez les séries témoins et traitées selon la méthode de Habig et al. (1974). Les résultats sont exprimés en micromoles par minutes et par milligramme de protéines (µM/min/mg de protéines). Ils sont mentionnés dans le tableau 16et la figure 30, où on observe une variation non significative (p>0,05) de l’activité spécifique des GSTs chez les séries témoins et traitées à la CL25 et la CL50 au cours des temps testés.
Le test t de Student révèle une augmentation significative de l’activité spécifique des GSTs chez les séries traitées avec les deux concentrations appliquées à 48h (p=0,043 et p= 0, 013) et 72h (p=0,013 et p=0,001). Par ailleurs, la différence est signalée à 24 h avec la dose la plus fortes (p=0,019). 
Tableau 14 : Effet des H.E de Citrus limonum (CL25 et CL50) sur l’activité spécifique des GSTs (µM/min/mg de protéine) chez les larves du quatrième stade au cours de différentes périodes (m ± SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus). (Comparaison des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).
	Temps (heures)
	Témoins
	CL25
	CL50

	24
	0,080 ± 0,007 a
A
	0,141 ± 0,025 a
A
	0,215 ± 0,023 b
A

	48
	0,091 ± 0,014 a
A
	0,148 ± 0,001 b
A
	0,234 ± 0,035 c
A

	72
	0,081 ± 0,001 a
A
	0,130 ± 0,005 b
A
	0,203 ±0 ,002 c
A
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Figure 30:Effets des H.E extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50), sur l’activité spécifique des GSTs (µM/min/mg de protéine) chez les larves du quatrième stade de Cs longiareolata à différentes périodes (m ± sem, n=3). (ns : Différence significative (p>0,05), *: Différence significative (p0,05); **: Différence hautement significative (p0,01).

3.7.2. Effet sur le taux du glutathion:
Le taux du glutathion (µg/mg de protéines) a été estimé chez les séries témoins
et traitées (CL25 et CL50) selon la méthode de Weckberker et Cory (1988). Les résultats sont exprimés en nanomoles par milligramme de protéines (nM/ mg de protéines).
D'après le tableau 17 et la figure 31, on observe une diminution non significative
du taux de la GSH (p>0,05) chez les séries témoins et traitées (CL25
et CL50) de 24h jusqu'à 72h. 
Le test t de Student montre une diminution significative du taux du glutathion chez les séries traitées à la CL25 et la CL50 à 24h (p=0,019 et p=0,005) et 72h (p=0,028 et p=0,003), et chez les traités avec la forte concentration (CL50) à 48h (p=0,006).



Tableau 15: Effet des H.E (CL25 et CL50) extraites de Citrus limonum sur le taux
du glutathion (nM/mg de protéines) chez les larves du quatrième stade de Cs
au cours de différentes périodes (m ± SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10
individus). (Comparaison des moyennes à différents temps pour une même série 
(lettres majuscules) et pour un même temps entre les différentes séries (lettres
minuscules)).
	Temps (heures)
	Témoins
	CL25
	CL50

	24
	0,0245 ± 0,0001 a
A
	0,0123 ± 0,0012 b
A
	0,0110 ± 0,0004 c
A

	48
	0,0273 ± 0,0007 a
A
	0,0204 ± 0,0007 a
A
	0,0106 ± 0,0000 b
A

	72
	0,0289 ± 0,0005 a
A
	0,0191 ± 0,0020 b
A
	0,0107 ± 0,0004 c
A
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Figure 31: Effets des H.E (CL25 et CL50) extraites de Citrus limonum, sur le taux
du glutathion (nM/mg de protéines) chez les larves du quatrième stade de Cs longiareolata 
(m ± SEM, n= 3). (ns : Différence non significative (p>0,05); *: Différence significative (p0,05); **: Différence hautement significative (p0,01)).

3.7.3. Effet sur l’activité spécifique de la catalase:
L’activité de la catalase a été estimée chez les séries témoins et traitées d’après la méthode de Claiborne (1935). Les résultats sont exprimés en micromoles par minutes et par milligramme de protéine (µM/min/mg de protéines). Ils montrent une variation non significative (p˃0,05), aussi bien chez les séries témoins que chez les séries traités (CL25 et CL50) (Tableau 18 et Figure 32).
La comparaison des valeurs moyennes révèle une augmentation significative de l’activité de la catalase chez les séries traitées avec les deux doses (CL25 et CL50) à 24h (p=0,014 et p=0,007) et à 72h (p=0,010 et p=0,001). Par ailleurs on note une augmentation significative uniquement (p=0,039) avec la plus forte concentration (CL50) à48 h.  
Tableau 16: Effet des H.E (CL25 et CL50) extraites de Citrus limonum sur l’activité spécifique de la catalase (μM/min/mg de protéines) chez les larves du quatrième stade de Cs longiareolata au cours de différentes périodes (m ± SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus). 
(Comparaison des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).
	Temps (heures)
	Témoins
	CL25
	CL50

	24
	1,45 ± 0,11 a
A
	2,37 ± 0,02 b
A
	2,92 ± 0,17 c
A

	48
	1,40 ± 0,20 a
A
	2,37 ± 0,28 a
A
	2,78 ± 0,20 b
A

	72
	1,48 ± 0,03 a
A
	2,40 ± 0,10 b
A
	2,69 ± 0,15 c
A
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Figure 32 : Effets des H.E (CL25 et CL50) extraites de Citrus limonum, sur l’activité spécifique de la catalase (μM/min/mg de protéines) chez les larves du quatrième stade de Cs longiareolata (m ± SEM, n= 3). (ns : Différence non significative (p>0,05) ; *: Différence significative (p0,05); **: Différence hautement significative (p0,01)).
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4. DISCUSSION
4.1. Rendement en huiles essentielles:
Les huiles essentielles extraites des feuilles séchées de Citrus limonum sont de couleur jaune claire avec une odeur forte, épicée et un aspect limpide. Le rendement enregistré est de l’ordre 0,94%.
Le rendement en huiles essentielles varie d’une espèce à une autre. Les espèces du genre de Citrus présentent un rendement de 1,2% chez Citrus aurantium et Citrus sinensis (Sayah, 2011) et de 0,89% chez Citrus limon (Kehal, 2013).
 De plus, des rendements élevés ont été enregistrés chez d’autres espèces telles que Thymus vulgaris (3,6) et Mentha pulegium (3,5%) (Zantar et al., 2015), Rosmarinus officinalis (1,1%) (Asressu et Tesema, 2014), Thymus algeriensis (2,96%) (Zayyad et al, 2014), Laurus nobilis (5,94%-10,38%) (Bouderhem, 2015) et Thymus vulgaris (1,58%) (Bouguerra et al., 2017). Cette variabilité de rendement dépend de plusieurs facteurs tels que l’espèce, l’origine géographique, période de récolte, durée de séchage, température et technique d’extraction (Svoboda et Hampson, 1999; Smallfied, 2001).
4.2. Toxicité des huiles essentielles extraites de Citrus limonum:
Généralement, les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages (Csek et al., 1999). Ces extraits contiennent en moyenne 20 à 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu complexes. Leur mécanisme d’action est méconnu et relativement peu d’études ont été réalisées à ce sujet (Isman, 2000). Les biopesticides à base d’huiles essentielles peuvent être des outils de choix dans les programmes de gestion de résistance aux biopesticides. Ces derniers peuvent être utilisés seuls et à répétition sans potentiellement inciter le développement de la résistance chez les insectes (Csek et al., 1999).
L'efficacité des composés chimiques d'origine végétale contre les larves de moustiques peut varier considérablement en fonction de l'espèce végétale (Singh et
al., 2007; Yadav et al., 2002), de la partie de la plante utilisée (Rajkumar et al., 2005, Chowdhury et al., 2008), de l'âge de ses parties (jeune, mature ou sénescent), le solvant utilisé lors de l'extraction ainsi que l'espèce cible (Choochote et al., 2005; Chansang et al., 2005).

Notre étude a pour but de tester la toxicité des huiles essentielles extraites de
Citrus limonum à l'égard des larves du quatrième stade nouvellement exuviées de
Cs longiareolata à différentes 1, 3, 5 et 7 jours. Les résultats montrent une activité larvicide avec une relation dose-réponse. Ces concentrations létales diminuent en fonction du temps après traitement.
Plusieurs plantes ont prouvés leurs potentiels larvicides contre les espèces de moustiques. Les travaux de Dris et al. (2017) ont présenté des concentrations létales (CL50 et CL90) de 77,09 et 104,45 ppm contre Culiseta longiareolata et 113,38 et 150,38 ppm contre Cx pipiens.
L’application des huiles essentielles extraites d’Ocimum basilicum sur les larves du quatrième stade a provoqué une CL50 et CL90 de 73,45 et 101,20 ppm respectivement à 24h après traitement (Dris et al. Sous presse).
De plus, les essais toxicologiques réalisés au niveau de notre laboratoire ont mis en évidence des variations du potentiel larvicide en fonction de la plante utilisée et l’espèce ciblée. On a noté une concentration létale de 100 ppm de l’Ocimum basilicum contre Cx pipiens (Khamene, 2014), de 77,09 et 12,02 ppm correspondant à la CL50 et CL90 de Lavandula dentata contre Cs longiareolata (Gouasmia et Bouchagoura, 2013). Par ailleurs, 5 plantes (Acorus calamus, Mentha arvensis, Ocimum basilicum, Saussrea lappa et Cymbopogan citrates) testées sur les larves troisième stade d’Aedes aegypti et Cx quinquefasciatus, ont montré une activité larvicide élevée d’ocimum basilicum avec une cl 50 de 75,35 ppm et 92,30 ppm respectivement (Manzoor et al., 2013).
Des résultats similaires ont été enregistrés chez Cx pipiens traité aux H.E de T. vulgaris avec une CL50 et CL90 de 72,04 et 207,01 ppm respectivement. Des travaux antérieurs ont montré l’activité larvicide de plusieurs plantes telles que Caulerpa racemosa contre Cx pipiens (Walied et al., 2010), Tagetes patula à l’égard  des espèces, Aedes aegypti, An. Stephensi et Cx quinquefasciatus (Dharmagadda et al., 2005) ou Ganum syriacum, Lavandula stoechas (Traboulsi et al., 2002) et Kelussia Odoratissimam ozaffarian appliqués sur Cx pipiens (Vatandoost et al., 2012).
4.3. Test par fumigation:
Les plantes contiennent des composés naturels considérés comme moyens alternatifs efficaces aux pesticides conventionnels, en raison de leur faible toxicité à l’égard des mammifères, la disponibilité et la biodégradabilité (Rajendran et Sriranjini, 2008).
Notre étude a pour but de tester la toxicité par fumigation des huiles essentielles extraites de Citrus limonum à l'égard des adultes mâles et femelles de Cs longiareolata. Les résultats montrent une activité adulticide avec une relation dose-réponse. Les concentrations létales, la CL25, la CL50 et la CL90 sont respectivement de: (4,95, 11,14 et 56,23 ppm) pour les mâles et (5,95, 17,78 et 158,12 ppm) pour les femelles. Le même test a été appliqué sur Aedes aegypti L. (Omomouwajo et al., 2005) sur T. Castaneum, S. granarius et C. maculatus (Mahmoudvand et al., 2010) par utilisation des H.E extraites de C. sinensis, où les résultats révèlent l’efficacité de cette plante avec des valeurs de 391,28, 367,75 et 232,48 μl/l d’air correspondant à la CL50.
Des études similaires ont montré une toxicité par fumigation de quatre chimiotypes de Thymus vulgaris à l’égard de Culex quinquefasciatus avec des CL50  variant de 3,75 jusqu'à 24,96 μl/l et des CL90 variant de 7,53 jusqu'à 48,07μl.
4.4. Effet sur la croissance:
Le volume corporel a été évalué à partir de la valeur cubique de la largeur du thorax des larves. Nijhout (1975) est le premier auteur qui a décrit les paramètres morphométriques de Manduca sexta et leur seuil critique pour contrôler la libération des hormones indispensables à certaines activités physiologiques. Ces paramètres peuvent influencer divers aspects essentiels chez les moustiques, tels que le volume du repas sanguin consommé, le degré de son utilisation dans les voies métaboliques et le nombre d'œufs qui arrive à la maturation (Hosoi, 1954; Van Den Heuvel, 1963). Colless et Chellapah (1960) ont démontré la relation entre la fécondité d'Aedes aegypti et la quantité de sang ingéré qui sont tous deux sous le contrôle du volume corporel, déterminant d'une part l'ovogenèse et d'autre part, le nombre d'œufs produits. Une corrélation positive entre le volume corporel et la fécondité a été observée chez certaines espèces de moustiques incluant Ae. sierrensis (Hawley, 1985), Ae. triseriatus (Grimstad et Haramis, 1984; Haramis, 1985) et Ae. albopictus (Hien, 1976). 
Le poids corporel des insectes dépend généralement de la présence de la nourriture dans leurs habitats, des conditions environnementales et surtout des caractères héréditaires de chaque espèce (Braquenier, 2009). 
Les résultats obtenus au cours de notre expérimentation montrent que les H.E (CL25 et CL50) appliquées sur les larves du quatrième stade de Cs longiareolata n'affectent pas les paramètres biométriques étudiés.
Contrairement à nos résultats et chez Culex pipiens, l'application des H.E extraites d'Eucalyptus globulus (Khaled et Dib, 2015), de Lavandula dentata (Sahbi et Aouni, 2015)  et d’Ocimum basilicum (Dris et al. Under review) a provoqué une diminution de la largeur du thorax, le poids et le volume corporel des larves 4. De plus, chez une autre espèce de moustique, Culiseta longiareolata, le traitement par l’Ocimum basilicum (CL50) révèle les mêmes résultats (Bouzidi et Ziani, 2015).
Par ailleurs, Landry et al. (1988) ont montré une variation saisonnière significative du volume corporel chez Aedes triseriatus et une corrélation positive entre le volume corporel et les réserves nutritives telles que le glycogène et les lipides. 
4.5. Anomalies morphologiques:
L’examen des individus après traitement avec les H.E de Citrus montre des aberrations morphologiques variées chez Cs longiareolata où on note un blocage de l’exuviation nymphale et imaginale qui se traduit par une exuviation, et une  réduction de la taille des larves traitées.
Les mêmes observations ont été obtenues après l’application du spiromesifène sur les larves du quatrième stade de Cx pipiens où les auteurs ont signalé un blocage de l'exuviation nymphale et imaginale qui se manifeste par une incapacité totale ou partielle des nymphes et des adultes à se dégager correctement des exuvies, une perte de l’un des deux ailes, et une réduction de leur taille (Bouabida et al., 2017). De plus différentes malformations ont été également enregistrées chez D. melanogaster après traité à l’azadirachtine, avec une hyperpigmentation des larves, formation d’intermédiaires larve-pupe et pupe-adulte ainsi qu’une déformation des adultes (Bezzar-Bendjazia, 2016). Des effets similaires ont été rapportés chez S. litura, Spodoptera mauritia, Ephestia kuehniella Zell, Manduca sexta et Pericallia ricini (Gujar et Mehrotra, 1983; Jagannadh et Nair, 1992; Martinez et al., 2001; Gnanamani et Dhanasekaran, 2013) et Papilio demoleus (Pandey et al., 2011) après traitement des larves du dernier stade avec différentes formulations commerciales d’azadirachtine.
4.6. Effet sur la composition biochimique:
Chez les insectes, l’hémolymphe subit des modifications métaboliques diverses, au cours du développement (larve, pupe et adulte). En effet, ces fluctuations sont liées aux différents états physiologiques de l'insecte tels que la mue, la nymphose et la diapause (Nowosielski et Patton, 1965).
Au moment où l’insecte entre en contact avec l’insecticide, ce dernier pénètre dans l’organisme et atteint, plus ou moins rapidement, au niveau cellulaire, les protéines et les enzymes cibles dont il entrave le fonctionnement normal (Haubruge et Amichot, 1998).
L’étude biochimique a permis de doser les principaux constituants (protéine, lipide et glucide) dans le corps entier des larves 4, de Cs longiareolata traitées aux huiles essentielles de Citrus limonum.
Les protéines jouent un rôle fondamental dans l'organisme de toutes les espèces biologiques vivantes connues (Mahler et al., 1968). Chez les insectes, les protéines et les acides aminés jouent un rôle majeur durant les différentes phases de leur vie car ils sont caractérisés par des niveaux très élevés.
Au cours de notre travail on a noté une variation non significative des protéines totales chez les larves 4 traitées aux huiles essentielles extraites de Citrus limonum.
Par contre, le contenu en protéines totales diminue chez Cx pipiens et Cs longiareolata traités avec le méthoxyfénozide et l’halofénozide (Tine-Djebbar, 2009) et traités avec le spiromesifène (Bouabida et al., 2016).
Les expérimentations menées au niveau de notre laboratoire dans le but de tester les effets des H.E sur les réserves énergétiques des moustiques ont mis en évidence des perturbations chez Cx pipiens et Cs longiareolata traités à l’Ocimum basilicum (Bouzidi et Ziani, 2015), Lavandula dentata (Sahbi et Aouni, 2015) et Laurus nobilis (Kouider et Attia, 2015)
Les glucides forment un groupe de composés très importants. Certains représentent une source d’énergie pour les organismes vivants, soit immédiatement utilisable (tréhalose), soit sous forme de réserves (glycogène); d’autres ont un rôle structural (cellulose, chitine, acide hyaluronique). Le taux de glycogène et de tréhalose dans les tissus sont étroitement liés aux évènements physiologiques tels que le vol, la mue, et la reproduction (Wiens et Gilbert, 1967). Le tréhalose est la fraction la plus importante des glucides circulants. Il joue un rôle métabolique de premier plan dans le cycle de développement (Steel, 1981) et constitue une source énergétique essentielle en libérant le glucose sous l’action d’une enzyme, tréhalase, sa concentration dans l'hémolymphe est déterminée par la vitesse de deux processus: son retrait pour les besoins énergétiques de l'insecte et son stockage dans le corps gras (Wyatt, 1967).
L'évolution du contenu en glucides montre une variation non significative chez les larves 4 de Cs longiareolata traités par le Citrus limonum avec la CL25 et la CL50 chez Culiseta longiareolata.
Ceci concorde avec les résultats obtenus par Bouzidi et Ziani, (2015), où le traitement de Cs longiareolata par l’Ocimum basilicum et Cx pipiens par Laurus nobilis (Kouider et Attia, 2016) n’a présenté aucun effet sur ce contenu.
Les lipides représentent la principale source d’énergie chez les insectes (Beenakers et al., 1985), transportés aux corps gras, site de leurs synthèse et stockage (Keely, 1985; Van Hensdan et Law, 1989) vers les organes utilisateurs, notamment les ovaires (Kilby, 1963; Chino et al., 1981), via l’hémolymphe pour être utilisés lors de la vitéllogénése (Downer, 1985; Keely, 1985). Plusieurs études ont démontrées que les triglycérides, dont le corps gras est le site majeur de stockage chez les insectes, sont une réserve métabolique importante.
Briegel (1990), a trouvé que les moustiques femelles avec un grand volume corporel synthétisent plus de lipides que les petites femelles. Les études de Van Handel (1984) ont montré qu'en absence de repas sanguin, les besoins énergétiques pour le métabolisme de base sont fournis par l'oxydation des lipides.
Les résultats obtenus au cours de notre travail ont montré une variation non significative des lipides totaux chez les larves 4 traitées aux huiles essentielles extraites de Citrus limonum (CL25 et CL50).
 Chez Tribolium confusum (Beaudoin et Lemonde, 1970), les résultats indiquent que le maximum d’acide gras est observé au stade larvaire et au stade adulte. C’est justement à ces deux âges que l’activité métabolique est la plus intense. En effet, en plus du métabolisme basal chez la larve, il y a une activité locomotrice; chez l’adulte il y a activité locomotrice et maturité sexuelle. 
Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus chez Cx pipiens traité par Laurus nobilis (Kouider et Attia, 2016). Par contre, l’application des H.E de l’Ocimum basilicum sur la même espèce provoque une diminution de ce composé chez les stades testés (Bouzidi et Ziani, 2015). De plus, Blatta orientalis traitée à l’azadirachtine présente une diminution de contenu en lipides (Bouhouhou et Chorfi, 2016).


4.7. Effet sur les biomarqueurs:
Les marqueurs biologiques ou biomarqueurs concernent l’étude des changements
physiologiques, biochimiques, moléculaires ou comportementaux, révélant l’exposition
présente ou passé d’un individu à au moins une substance chimique à caractère polluant qui
peuvent être mesurés dans les tissus ou les fluides d’un organisme ou sur l’organisme entier
(Badiou, 2007).
Les principaux biomarqueurs utilisés sont des marqueurs enzymatiques comme la
catalase, la glutathion peroxydase, les glutathion-S-transférases. Les enzymes du
système de détoxication sont aussi beaucoup étudiées puisque leurs activités sont
susceptibles d’être fortement modifiées après une exposition à un ou plusieurs contaminants.
Plus de 500 espèces d’arthropodes sont maintenant résistantes à au moins, un
insecticide ou larvicide. Un petit nombre de mécanismes sont capable de détoxifier
les insecticides en métabolites moins toxiques (Soderlund, 1997). Ces mécanismes
sont généralement classés en trois catégories:
- Le premier est dû à une diminution de la pénétration cuticulaire qui est un
mécanisme de résistance de moindre importance mais qui peut contribuer en
association avec d’autres à augmenter le niveau de résistance (George, 1994; Pasteur
et Reymond, 1996; Taylor et Feyereison, 1996).
-Le deuxième mécanisme, assure une bonne détoxification des différents tissus de
l’organisme, est lié à une augmentation du taux des diverses enzymes de
détoxification (Soderlund, 1997) telles que les monooxygénases à cytochrome P450
(Scott, 1999), l’estérase (Field et al., 1999; Zhu et al., 1999;
Harold et Ottea, 2000), la glutathion-S-transférase (Parapanthadara et al., 2000; Yu
et Abo-Elghar, 2000; Sun et al., 2001), et la lactate déshydrogénase 
(Saleem et Shakoori, 1987; Ribeiro et al., 1999).
-Enfin, le troisième mécanisme, aussi important que le second, traite de l’altération
des sites cibles et leur insensibilité aux insecticides. Parmi ces sites, on note
les canaux sodium, les récepteurs GABA et surtout une enzyme du système nerveux,
l’acétylcholinestérase (Rufingier et al., 1999; Tomita et al., 2000; Siegfreid et
Scharf, 2001).

4.4.1. Effet sur l’activité spécifique des GSTs:
Les GSTs sont des enzymes multifonctionnelles impliquées dans l’étape de
conjugaison du «glutathion réduit» à un grand nombre de xénobiotiques (Boyer,
2006). Elles sont surtout localisées dans le cytoplasme des cellules, du corps gras et
des muscles alaires (Haubruge et Amichot, 1998). Elles ont un rôle important dans
la détoxification de substances xénobiotiques et interviennent en catalysant la
conjugaison de ces substances avec le groupement thiol du glutathion endogène 
(Jakoby et Habig, 1980). Ceci résulte en synthèse d’un acide mercapturique qui est
ensuite facilement éliminable. Donc, le rôle majeur du glutathion est de convertir des
composés lipophiles en molécules hydrophiles facilement excrétables (Habig et al.,
1974). Les GSTs permettent le développement de la résistance envers les agents
chimiothérapiques, les insecticides, les herbicides et les antibiotiques microbiens.
Elles jouent un rôle important dans la physiologie du stress, le transport
intracellulaire et dans les différentes voies de biosynthèse (George, 1994).
L’activité spécifique de la GST chez les larves témoins et traitées du quatrième stade de
Culiseta longiareolataa été évaluée à 24, 48 et 72h. Les résultats obtenus montrent une augmentation significative de ce biomarqueur après traitement aux huiles essentielles de Citrus limonum comparativement aux témoins. L’augmentation de l’activité de la GST se traduit par une mise en place du processus de détoxification qui est une forme de défense de l’insecte contre le pesticide.
Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus chez Culex pipiens traité par
l’Ocimum basilicum (Sayada et Messai, 2015) et Lavandula dentata (Gheraibia et
Abaidia, 2014), et chez Cs longiareolata traitée par Mentha piperita (Chettat, 2013),
par l'Ocimum basilicum (Kemache et Meziani, 2015) et par L. dentata (Gouasmia et
Bouchagoura, 2013).
Cette observation a été également signalée chez B. germanica traitée par l’acide borique (Habes et al., 2006), un pyréthrinoide la cypermethrine (Valles et al., 1999), l’azadirachtine (Saci, 2006), l’acétamipride et le benfuracarbe (Morakchi, 2007), le spinosad (Meghlaoui et Mansouri, 2010), mais aussi par le propoxur (Valles et al., 1999 ; Lee et al., 2000). Une augmentation de l’activité spécifique de la GST a été également remarquée chez Donax trunculus exposés aux polluants environnementaux (Sifi, 2006). Une augmentation de l’activité de l’enzyme de détoxification (GST), signalée chez Drosophila pseudoobscura exposée aux hydrocarbures halogénés (dichloréthane, trichloréthylène, tétrachloréthylène) est en fonction des concentrations utilisées (Dannau et al., 2003). De plus, des recherches antérieures ont montré que la résistance aux insecticides est associée à une augmentation de l’activité de la GST et de cytochrome P450 chez les larves de moustiques; Aedes aegypti, Ochlerotatus cataphylla, Aedes rusticus traitées par un bactério-insecticide Bti (Boyer, 2006). Néanmoins, la GST ne semble pas exercer d’effet sur le mécanisme de résistance au cypermethrine et au chlorpirifos appliqués sur B. germanica (Scharf et al., 1998). Chez cette même espèce, Limoee et al. (2007) ont également démontré la faible implication du système de la GST dans la résistance de différentes souches au perméthrine. Des résultats identiques ont été également signalés chez Musca domestica traitée par un organochloré, le DDT (Sohail et al., 1998).
L’accroissement de l’activité spécifique de la GST peut provenir soit d’une modification de la conformation de l’enzyme la rendant plus efficace soit d’une production accrue de protéine, pouvant parfois représenter jusqu’à 12% des protéines totales d’un individu. La surproduction d’enzymes peut être due à une modification d’un gène régulateur contrôlant le degré d’expression de l’enzyme, et à une augmentation du nombre de copies du gène qui code pour ces enzymes (Cédric, 2008).
4.4.2. Effet sur le glutathion:
Le glutathion, un biomarqueur non-enzymatique joue un rôle crucial dans le processus de défense intracellulaire. Le glutathion existe sous deux formes, oxydée GSSG et réduite GSH. L'oxydation du glutathion réduit se fait par la glutathion peroxydase et la réduction du glutathion oxydé par la glutathion réductase (Gannagé-Yared et al., 1998). 
Les résultats obtenus au cours de nos expérimentations, révèle une diminution significative du taux de la GSH chez les séries traitées (CL25, CL50) comparativement aux séries témoins durant la période testée (24, 48 et 72h).
En accord avec nos résultats, plusieurs travaux obtenus aident à mieux expliquer la relation entre la diminution du taux de GSH et l’administration des molécules exogènes. Les expérimentations menées dans notre laboratoire ont mis en évidence
une diminution du taux de la GSH chez Cs longiareolata traitée par Mentha piperita 
(Chettat, 2013), chez Cx pipiens (Sayada et Messai, 2015) et
Culiseta longiareolata (Kemache et Meziani 2015) traités par l'Ocimum basilicum.
Meghlaoui et Mansouri, (2010), ont rapporté également une diminution significative du taux de GSH chez les adultes de B. germanica traités par le spinosad. Des résultats similaires ont été observés chez D. trunculus exposés aux polluants environnementaux (Sifi, 2006), chez Galleria mellonella traitée par le malathion (Buyukguzel, 2009), et Eurytemora affinis traitée au cadmium (Souissi et al., 2008). Outre, le stress oxydatif par l’arsenic conduit à une diminution du taux de GSH chez S. cerevisiae (Todorova, 2007). La diminution du GSH pourrait être expliquée par une consommation accrue de ce cofacteur par les GSTs afin de détoxifier l’organisme. De plus, cette diminution de la GSH traduit également une réduction du système antioxydant non enzymatique. 
4.4.3. Effet sur l’activité spécifique de la Catalase:
Les catalases sont des hémoprotéines tétramériques qui, avec un atome de fer par sous- unité, ont une masse d’environ 240 KDa. Elles catalysent la réduction du peroxyde d’hydrogène (H2O2) en eau et en oxygène moléculaire. Les catalases sont des enzymes peroxysomales dont le rôle est de prévenir les peroxydations des molécules biologiques induites par l’eau oxygénée (H2O2). Les catalases sont présentes dans tout le règne animal et se retrouvent aussi chez les végétaux. Elles sont sensibles à certains contaminants inducteurs de stress oxydatif au niveau des membranes cellulaires, comme les HAP, PCB ou certains pesticides (Livingstone, 1992) et les métaux (Labrot et al., 1996). Cependant, les résultats sont parfois contradictoires in vivo, certains auteurs montrent une induction de l’activité de la catalase (Di Giulio et al., 1993). 
L’analyse des résultats obtenus après dosage de l’activité de la catalase chez les larves du quatrième stade de Cs longiareolata traitée par les huiles essentielles de Citrus limonum à deux concentrations létales: CL25 et CL50 et aux différent temps: 24, 48, 72 heures, révèle une augmentation significative. 
Cette augmentation de l’activité traduit une mise en place du processus de détoxification qui est une forme de défense de l’insecte contre le pesticide (Clark, 1989). Les principaux systèmes de défense antioxydante ont été mis en évidence chez les invertébrés aquatiques (Winston et Di Giulio, 1991; Lemaire, 1993), en particulier, chez la moule Mytilus edulis. L’augmentation de l’activité de la catalase a déjà été révélée chez des poissons et des bivalves exposés à des polluants organiques (HAP, PCB, pesticides et engrais chimiques) (Cossu et al., 1997).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
En raison des problèmes liés à l’utilisation des insecticides chimiques et leur impact nocif sur la santé et l’environnement, le recours à des alternatifs naturels remplaçant les insecticides de synthèse et présentant des avantages écologiques et économiques, s’avère nécessaire.
Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez une espèce de moustiques Cs
longiareolata, l’effet des huiles essentielles extraites de Citrus limonum, sur la toxicité, la morphométrie, la composition biochimique (protéines, glucides et lipides) et l’activité spécifique de quelques biomarqueurs enzymatiques et non enzymatiques, catalase (CAT), glutathion S-transférases (GSTs) et son cofacteur, la glutathion (GSH).
L’application des huiles essentielles extraites de Citrus limonum, sur les larves de Cs. longiareolata a permis d’établir les concentrations létales, la CL25 (21,82 ppm) et la CL50 (38,10 ppm). Ces huiles montrent une activité insecticide avec une relation dose-réponse
Citrus limonum testé à la CL25 et la CL50 sur les larves du quatrième stade de Cs. longiareolata ne semble pas avoir des effets sur les différents paramètres biométriques et biochimiques étudiés au cours de la période testée (1, 3, 5 et 7 jour).
L’évaluation des biomarqueurs indique que ces huiles présentent une augmentation du taux de la catalase comparativement aux témoins à 24, 48 et 72 heures de traitement, cette élévation est due à la mise en place d’un système de détoxification.
De plus, ce produit provoque une réduction du taux de la GSH comparativement aux témoins, aux différents temps testés (24, 48 et 72 h). Cependant, il induit l’activation du système de détoxification par le biais d’une augmentation significative de l’activité des GSTs, à 24, 48 et 72 heures après traitement, mettant en évidence la mise en place d’un mécanisme de détoxification.
A l’avenir, il serait intéressant de compléter ces résultats par une étude électrophorétique des protéines ovariennes et un dosage de la vitellogénine et de tester l’effet de ces huiles sur la viabilité des œufs ainsi que sur le potentiel de reproduction. Par ailleurs, le dosage d’autres enzymes du système de détoxification (estérases, mono-oxygénase à P450) pourrait contribuer à mieux comprendre le mécanisme d’action de ces huiles.
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Résumé

RESUME
Cette étude vise à tester l'effet des huiles essentielles extraites de Citrus limonum à l’égard d’une espèce de moustique Cs longiareolata, la plus répandue dans la région de Tébessa. Plusieurs aspects ont été étudiés:
Aspect toxicologique: a permis d’établir les concentrations létales chez les larves du quatrième stade. Les huiles essentielles de Citrus limonum montrent une toxicité à l’égard des larves 4 et les adultes mâles et femelles de Culiseta longiareolata avec une relation dose-réponse.
Aspect morphométrique: Les paramètres morphométriques ont été représentés; par le poids, la largeur du thorax et le volume corporel des larves du quatrième stade L4 de Culiseta longiareolata. L’analyse des données montre que les H.E de Citrus limonum n’affectent pas ces paramètres biométriques étudiés. 
Aspect biochimique: la composition biochimique des larves 4 a été relativement perturbée par les H.E extraites de Citrus limonum, et plus particulièrement les lipides. De plus, les protéines ne semblent pas être affectées par le traitement.
Biomarqueurs: une séries d’expérience a permis d’évaluer les effets des H.E sur certains biomarqueurs enzymatiques (GSTs et catalase) et non enzymatique (GSH) chez une espèce de moustique, Culiseta longiareolata à 24, 48 et 72 heures. Le traitement a provoqué une augmentation de l’activité spécifique des GSTs et de la catalase et une diminution du taux de glutathion. 
Mots clés: Culiseta longiareolata, huiles essentielles, Citrus limonum, toxicité, fumigation, morphométrie, biochimie, biomarqueurs.
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ABSTRACT
This study aims to test the effect of essential oils extracted from Citrus limonum on mosquito species, Cs longiareolata, the most widespread in the region of Tébessa. Several aspects have been studied:
Toxicological aspect: Allowed to establish lethal concentrations in fourth instar larvae. The essential oils of Citrus limonum show toxicity against fourth instar larvae and male and female adult of Culiseta longiareolata with a dose-response relationship.
Morphometric aspect: The morphometric parameters were represented by the body weight, width of thorax and the body volume of fourth instar larvae of Cs longiareolata. Analysis of the data shows that H.E of Citrus limonum does not affect these studied biometric parameters.
Biochemical aspect: the biochemical composition of the larvae 4 was relatively perturbed by the essential oils extracted from Citrus limonum, and more particularly the lipids. Furthermore, the proteins haven't affected by the treatment.
Biomarkers: series of experiments evaluated the effects of essential oils on some enzymatic (GST and catalase) and non-enzymatic (GSH) biomarkers in a mosquito species, Culiseta longiareolata at 24, 48 and 72 hours after treatment. Treatment resulted in increased specific activity of GSTs and catalase and decreased glutathione levels.
Key words: Culiseta longiareolata, essential oils, Citrus limonum, toxicity, fumigation, morphometry, biochemistry, biomarkers.
ABSTRACT


الملخص
يهدف عملنا إلى تقييم مفعول الزيوت الأساسية المستخلصة من شجرة الليمون ضد نوع من البعوض(Cs longiareolata)، الأكثر انتشارا في ولاية تبسة. وقد تم دراسة عدة جوانب:
الجانب السمي: سمح بإيجاد الجرعات المميتة على يرقات الطور 4التي اظهرتها سمية الزيوت الأساسية المستخلصة من شجرة الليمون على يرقات الطور 4 بتناسب طردي جرعة-استجابة.
الجانب المرفوقياسي: مثل العوامل المرفولوجية من وزن و عرض الصدر و حجم الجسم ليرقات الطور 4 (Cs. longiareolata), فتبين عدم التاثير على هذه المعايير بواسطة الزيوت الاساسية لشجرة الليمون.
الجانب البيوكميائي: المكونات البيوكميائية لليرقات طور 4 سجلت تفاوت نسبي جراء الزيوت المستخرجة من شجرة الليمون خاصة في الدهون اما في ما يخص البروتين لا يوجد تأثير بالعلاج. 
المؤشرات الحيوية : استخدمت سلسلة من التجارب لتقييم اثار الزيوت الاساسية في بعض المؤشرات الحيوية الانزيمية (GSTs  وcatalase) و الغير إنزيمية (GSH) على نوع البعوض  Cs longiareolataفي فترة 24 و 48 و72 ساعة. فتسببت المعالجة في زيادة نشاط GSTs و Catalase وانخفاض في مستوى GSH.
الكلمات المفتاحية :  Culiseta longiareolataالزيوت الأساسية ,Citrus limonum‚السمية‚ اختبار الشم‚ المرفوقياسية‚ بيو كيمياء‚ المؤشرات الحيوية.
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Figure  38 .   Lobe basal du gonocoxite (flè che)   de  Culiseta longiareolata   (Gr : X  15 0).  
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Figure  38 .   Lobe basal du gonocoxite (flè che)   de  Culiseta longiareolata   (Gr : X  15 0).  
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