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Abstract
Due to the impact of chemical insecticides on the environment, health and the phenomenon of resistance of mosquitoes to these, our contribution opts for the use of 
Lippia citriodora
 essential oils as a bio-insecticide to control the insecticid
e- The effect of their lethal 
 concentration 
(LC50) 
on the larval development L3 and L4 of the mosquito species 
Culiseta longiareolata
.
The extraction of the essences was carried out by a hydrodistiller of the Clevenger type. From the results obtained, it can be seen that the yield of HE is of the order of (0.4 ± 0.08)%.
As for the developmental aspect, our results show that treatment with Lippia citriodora (
LC
50 = 24.66ppm) causes a decrease in the various biometric parameters: width of the thorax, body weight and volume in the two mosquito stages studied during Duration of study.
Key words: 
Culiseta longiareolata
, essential oils, 
Lippia citriodora
, morphometry
)












	










 (
Résumé 
     En raison
 de l’impact des insecticide
s
 chimiques sur l’environnement
, la santé   et le
 phénomène de résistance 
des moustiques 
à ceux-ci, notre contribution opte pour l’usage des huiles essentielles de 
Lippia citriodora
 comme bio insecticide de lutte pour déterminer
 l’ effet de leur concentration
   
 semi  létale ( CL50) sur  le développement des larves L3 et L4
 
de l’
espèce
 de moustique 
 
Culiseta longiareolata 
 
.
L'extraction des essences a  été  réalisée  par
 un
  hydrodi
stillateur
  de  type  
C
levenger.   D'après  les  résultats  obtenus  on  remarque que le rendem
ent en HE est de l'ordre de 
(0,4  ± 0.08) %.
Concernant l’aspect de développement, notre résultats montre que le traitement par 
Lippia citriodora
  (CL50=24.66ppm), provoque une diminution des divers paramètres biométriques : la largeur du thorax, le poids et le volume corporel chez les deux stades étudiés de moustique pendant la durée d’étude.
Mots  clés
 :  
Culiseta longiareolata
, huiles  essentielles,  
Lippia citriodora
, 
morphométrie, 
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1. INTRODUCTION
Les Arthropodes sont l’un des embranchements les plus importants du règne animal, avec plus d’un million d’espèce connue, dont les trois quart sont des insectes. Ces derniers constituent plus de 50  de la diversité de la planète (Wilson, 1988) et prés de 60 de celle du règne animal. Leur immense variété, leur extraordinaire prolificité, ainsi que leur taille réduite ont permis aux insectes de coloniser la plupart des milieux continentaux (Soltani-Mazoun & soltani, 1995). On distingue quatre groupes des insectes : les diptères (moustiques, simulies, phlébotomes, taons), les siphonaptères (puces), les hémiptères (punaises) et les anoploures (poux) (Goislard, 2012). L’importance de cette classe ne s’exprime pas seulement par le nombre d’espèces (Chapman, 2009), mais aussi par l'étendue de leurs habitats et la diversité des formes (Regniere, 2009).
Les moustiques font partie de la classe des hexapodes, de l’ordre des Diptères, et de la famille des Culicidés (Lacey & Orr, 1994). Ils sont des vecteurs de plusieurs agents pathogènes puisque leurs caractères hématophages leurs confèrent l’état d’ectoparasites temporaires, transmettant à l’homme et aux animaux diverses maladies : la malaria avec 300-500 millions de cas infectés et 1,5-2,7 million de morts par année, la filariose lymphatique avec 120 cas, la dengue avec 50 millions de cas et la fièvre jaune (Nuttall, 1997 ;  Darajan, 2010).
A ce jour, 3530 espèces de moustiques sont décrites au niveau mondial répartis en deux  sous familles : les Anophelinae (477 espèces), les Culicinae (3053 espèces) et 44 genres (Bercker et al, 2003). En  Algérie seules les deux sous - familles Culicinae et Anophelinae sont représentées avec six genres (Berchi, 2000). Parmi les membres de ce groupe ; les moustiques du genre Culiseta (Linné, 1758) attirent notre attention car ils sont distribués partout dans le monde et ils sont d’une grande importance médicale et surtout  vétérinaire (Gomes et al, 2009). En effet, le virus de plasmodium d’oiseau  a été isolé à partir de Culiseta longiareolata  (Brunhes et al, 2000). Il n’existe, aujourd’hui, aucun traitement spécifique mais uniquement des vaccins préventifs  pour combattre certaines de ces maladies.
La lutte anti-moustique par des insecticides est très efficace sur les moustiques culicidés, mais elle présente plusieurs inconvénients. En effet, ils peuvent être, en plus d’un effet néfaste sur la vie aquatique, à l'origine de divers problèmes environnementaux, on a le phénomène de 
la résistance des insectes aux insecticides (Aïssaoui  ,2014 ; El-Akhal et al, 2014 ; Sayah et al, 2014). Par exemple le principal vecteur de dengue Aedes aegypti a développé une résistance vis-à-vis des insecticides les plus couramment utilisés dans les différents programmes, que ce soit les organophosphorés ou les pyréthrinoïdes (Darriet ,2006) Pour Culex Pepiens, il est possible de développer une résistance aux insecticides et / ou aux larvicides, comme  a été rapporté ces dernières années (Bouderhem , 2015).
Le Temephos, un insecticide organophosphoré  plus utilisé, a été inclus dans la liste de l'Organisation mondiale de la santé (OMS) comme un larvicide de moustiques approprié et sûr qui peut être utilisé même dans l'eau potable pour contrôler la plupart des vecteurs de moustiques. La toxicité de cet insecticide est faible mais  peu susceptible de présenter un risque aigu pour l'homme. En 2006 pour la première fois, la résistance au Temephos a été confirmée dans  Al-Dhahira, région, Oman ( Abai et al, 2016).
Cette situation alarmante a incité la communauté scientifique et l’autorité compétente dans le domaine a chercher des alternatives durable qui respectent l’environnement et évite toute sorte de préjudice potentiel à la santé publique ( Sayah et al,2014) des alors les recherches s’orientes vers les bioincecticides .A titre d’exemple :Le Bacillus thuringiensis var. israelensis  a été découvert en 1976  par Goldberg et Margalit dans le désert du Néguev en Israël  (Darriet et al,2006) .Ce dernier induit une mortalité importante chez les larves de Culex pipiens grâce à sont activité entomopathogene  (Gilles  ,2017 ; Aïssaoui ,2014). Les plantes aussi a leur mot a dire dans la lutte contre les moustiques ; en effet plusieurs recherches montrent  l’activité larvicides et insecticides des huiles essentielles retenues des espèces des familles  Lauracées, Verbénacées …. (Zoubiri , 2011).
 Notre contribution opte pour l’usage des huiles essentielles comme bio insecticide de lutte anti vectorielle. Cette approche a un double intérêt : la valorisation du patrimoine végétal national et la mise au point  d’un nouvelle  bio-insecticide. Nous nous somme focalisées  sur les huiles essentielles de faible valeur marchande et disponibles avec de grandes quantités et qui pourrait avoir une activité   larvicide. Après un criblage systématique nous avons retenu les huiles essentielles d’une espèce de  la Verbenaceae : Lippia citriodora. 
Dans ce contexte, notre travail s’intéresse à évaluer les réponses des populations d’une espèce de moustique, Culiseta longiareolata  à l’impact d’un nouvel insecticide - à base d’huiles essentielles d’une espèce de Lippia citriodora pour déterminer :
 L’effet  de la dose semi létale  (CL50) de cette plante - trouvée préalablement par nos collègues- sur Le développement des larves L3 et L4  du  moustique Culiseta longiareolata,
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2. MATERIEL ET METHODES
    Ce travail consiste à évaluer l’activité des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation de la partie aérienne de Lippia citriodora   cultivé dans la région de Tébessa, sur une espèce de moustique : Culiseta longiareolata.  Une étude concernant le développement   des larves des troisième  et quatrième stades larvaire a été effectué.

2.1. Le matériel animal 
2.1.1. Présentation de l’insecte
L’Ordre des Diptères regroupe tous les insectes communément appelés Mouches, Moucherons et Moustiques (Dalik, 1996). Les culicidés ou moustiques se divisent en trois sous-familles, les Toxorhynchitinae, les Anophelinae et les Culicinae (Boulknaft, 2006). Environ 3000 espèces des Culicidae sont connues dans le monde, la faune de l’Afrique de nord est composée de 66 espèces appartenant à deux sous-familles, en sept genres et en dix-sept sous genres dont sa richesse spécifique varie considérablement d’un pays à l’autre (Boulknaft, 2006).
En Algérie, seules les deux sous-familles Culicinae et Anophelinae sont représentées avec six genres (Boulknaft, 2006).
     Pour notre région Tébessa et selon l’étude de (Aïssaoui  & Boudjelida, 2016), les résultats ont montré que Culex pipiens et Culiseta  longiareolata étaient les espèces les plus abondantes et dominantes enregistré sur les sites d'étude. On a remarqué que le Culex pipiens était plus abondant que Culiseta longiareolata. (Bouabida et al., 2012) avaient été publié que Cx. pipiens et Cs. longiareolata se développent dans tous les types de gîtes qu'ils soient artificiels ou naturels. Leur probabilité de rencontre est élevée et leur pouvoir de dispersion est considérable.
Culiseta longiareolata est un insecte nuisible à métamorphose complète, c'est-à-dire que la larve ne ressemble pas à l’adulte, plus abondant dans les régions chaudes. Il fait partie des Diptères, une famille des Culicidés. Ce moustique a une taille qui varie de 3 à 5 mm (Villeneuve & Désiré, 1965). Il possède un corps mince et des pattes longues et fines avec des ailes membraneuses, longues et étroites (Figure 01).
L’identification de cet espèce, ne présente pas de difficultés ; ses antennes non spéculées et son siphon très court presque conique qui a une selle du segment anal interrompue sont des caractères très originaux (Abdel-Malek, 1960). 
Cs. Longiareolata est une espèce multivoltine, et peut présenter une diapause hivernale chez les imagos femelles (régions froides) et chez les larves (régions tempérées). Les adultes présents toute l’année avec un maximum de densité au printemps et un autre en automne (Bruhnes et al ., 1999).
Les œufs de Cs. Longiareolata ont une forme cylindro-conique, groupés en nacelle porte environ 50 à 200 œufs (Boulkenafet, 2006) (Figure 02). Les larves sont de types carnivores, caractérisées par un peigne siphonal dont ses dents sont implantées irrégulièrement (Figure 03). Chez l’adulte, on remarque la présence au moins d’une tache d’écailles sombres sur l’aile (Figure 04), le thorax avec trois bandes blanches longitudinales et l’absence des soies longues et fortes au niveau du lobe basal du gonocoxite (Figure 05, 06). Les femelles sont sténogames et autogènes. Elles piquent de préférence les vertébrés surtout les oiseaux, très rarement l’humain. L’espèce est considérée comme un vecteur de plasmodium d’oiseau (Bruhnes et al,. 1999).
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Figure 01 : Femelle de Cs. longiareolata                       Figure 02:Schéma des œufs de     (www.google/image.com).                                              Cs Longiareolata.    
                                                                                          (www.google/image.com).                                              
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Figure 03 : Dents du peigne siphonal (flèche) de              Figure 04:Taches d'écailles sombres  Culiseta longiareolata                                                        sur  l'aile de Cs.longiareolata.
(Tine-Djebbar et al., 2016)                                                (Tine-Djebbar et al., 2016)
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   Figure 05 : Trois Bandes blanches longitudinales            Figure 06 : Lobe basale du gonocoxite
   (flèche) de Culiseta longiareolata                                      (flèche) de Culiseta longiareolata 
   (Tine-Djebbar et al., 2016).                                               (Tine-Djebbar, 2009).      





2.1.2. Position systématique   
     La classification a été proposée par (Aitken, 1954).comme suit: 
	
Règne
Sous-règne
Embranchement
Sous-embranchement
Super-classe
Classe
Sous-classe
Infra-classe
Super-ordre
Ordre
Sous-ordre
Infra-ordre
Famille
Sous-famille
Genre 
Espèce 
	
Animalia
Metazoa
Arthropoda
Hexapoda
Protostomia
Insecta
Pterygota
Neoptera
Endopterygota
Diptera
Nematocera
Culicomorpha
Culicidae
Culicinae
Culiseta
Culiseta longiareolata.



2.1.3. Cycle de développement 
La biologie de l’adulte est particulière dans le sens où la femelle, pour amener ses œufs à la maturité, à un besoin vital du sang. En effet, ce repas du sang apporte la chaleur et les protéines nécessaires au développement des œufs (Rageau et al ., 1970). La vie de cet espèce est composée de 3 stades distincts : les stades larvaires, nymphals (les deux aquatiques) et le stade adulte (aérien) (Figure 07).
Les œufs : les femelles pondent les œufs sur la surface des gîtes différents (bassins, puits abandonnés, trous des rocher, mers, étangs, canaux, citernes, eau de pluie…), dont l’état de l’eau est toujours stagnant et riche en matières organiques. Ces gîtes sont permanents ou temporaires, ombragés ou ensoleillés, remplis d’eau douce ou saumâtre, propre ou polluée (Paul, 2009). Les œufs sont fusiformes, ils ont une taille de 0,5 à 1 mm. Au moment de la ponte ils sont blanchâtres et prennent rapidement, par oxydation de certains composants chimiques de la thèque ; une couleur noire (Peterson, 1980).
Les larves : le développement des larves à ce stade est exclusivement aquatique, leur déplacement est assuré par des mouvements frétillants caractéristiques, et leur évolution comporte quatre stades, de taille variant de 2 mm à 12 mm (Boulkenafet, 2006). Les larves vivent environ 10 jours. La rapidité du développement des larves dépend de la quantité de nourriture contenue dans l’eau du gîte (Peterson, 1980).
Les nymphes : la nymphe ou pupe est en forme de virgule, mobile, présente un céphalothorax fortement renflé avec deux trompettes respiratoires (Boulkenafat, 2006). La nymphe, également aquatique, éphémère (de 1 à 5 jours), ne se nourrit pas. Il s’agit d’un stade de transition, au métabolisme extrêmement actif, au cours duquel l’insecte subit de profondes transformations morphologiques et physiologiques préparant le stade adulte (Pterson, 1980).
Les adultes (ou l’imago) : une déchirure ouvre la face dorsale de la nymphe et l’adulte se dégage lentement. L’adulte qui vient d’émerger est plutôt mou ; en général, avant de s’envoler, il reste à la surface jusqu’à ce que ses ailes et son corps sèchent et durcissent. L’adulte pourra enfin voler de ses propres ailes, et leur corps est rigide grâce à la membrane chitineuse mince, il est composé de trois parties la tète, le thorax et l’abdomen bien différencie (Boulkenafet, 2006).
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Figure 07 : Cycle de développement de Cs. longiareolata. (images.search.yahoo.com).

2.1.4. Techniques d'élevage
    Durant le printemps de  2017, la récolte des larves de moustiques a été conduite à Tébessa. Elle a porté sur des  échantillons des gites de douar l’Mouahed et d’Eloued lmaleh à Bekkaria, l’un des communes de wilaya de Tébessa.
    Les larves récoltées  de gite d’étude sont maintenues en élevage au laboratoire dans des récipients contenants 150 ml d’eau déchlorurée à une température ambiante. La nourriture est un mélange de biscuit 75% et de levure 25% (Tahraoui , 2012). L'eau est renouvelée chaque deux jour (Figure 08).
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Figure 08 : Gites et Elevage  des  moustiques.


2.2. Le matériel végétal
2.2.1. Présentation de plante
      Le terme  Lippia vient du nom de lippi, un botaniste du XVII ème siècle, qui laissa son nom gravé pour marquer la plante; le terme citriodora signifie «à odeur de citron».Cette plante possède aussi les noms suivants: Lippia citriodora, Aloysia citriodora, Aloysia triphylla, Lippia  triphylla ou encore Verbena triphylla (Anonyme ,2017 ;Etemad et al ., 2015 ; Saidi ,2014).  Lippia  est un genre de la famille Verbenaceae qui  comprend environ 200 espèces d'herbes, arbustes et arbrisseaux ( Oskouei Shirvan et al ., 2015 ; Saidi  ,2014). Lippia citriodora ou Aloysia triphylla,  est l'une des espèces les plus  importantes  (Oskouei Shirvanet al, 2015).
    La verveine citronnelle (Figure 09) est un petit arbuste à tige principale ligneuse de 2 m de haut et feuilles caduques. Ses feuilles vertes claires, lancéolées, pointues, disposées par trois, semblent directement fixées sur leur support (sessiles) tant leur pétiole est court. Lorsqu’on les effleure ou les froisse, elles diffusent un net parfum de citron, d’où son nom. Les fleurs disposées en épis possèdent 4 pétales - soudés à la base en un tube et étalés en 4 lobes bicolorés : blancs sur la face externe et bleu violacé sur la face interne ». (Anonyme, 2017; Saidi  ,2014 ;  Anonyme, 2017).Le fruit qui n'atteint pas toujours la maturité est une drupe qui contient deux graines  ( Hurtel ;2008).
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                     Figure 09 : Lippia citriodora (Anonyme ,2017)     

2.2.2.  Position systématique
     Lippia citriodora est classée comme suit (tableau 01) :
Tableau 01: Classification systématique de Lippia citriodora (Saidi ,2014 ;         Fellah&Mouaici , 2015 ).    
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2.2.3. Récolte et séchage de Lippia  citriodora
     La récolte de la plante a lieu durant le mois de Juillet 2016 dans la commune de Bekkaria et la pépinière d’Arayhan à l’Hamamet  (willaya de Tébessa). Elle a été séchée à l'ombre, à l'abri de l'humidité et à température ambiante pendant quelques jours, puis elle a été  conservé en attendant le temps de l’expérience ; la plante est en suite ramenée au laboratoire ou elle a subit divers traitements.
2.2.4. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation
     L'extraction des huiles essentielles de plusieurs échantillons de la matière végétale sèche d'ensemble des parties aériennes de Lippia citriodora à été effectuée au laboratoire  de la faculté de biologie de l’université de Tébessa. L'extraction des huiles essentielles a été faite par hydrodistillation dans un appareil de  type Clevenger (Figure : 10) 
Un  échantillon de 50 g du matériel végétal, séché et coupé en petits morceaux au préalable, a fait l'objet d'une ébullition de 02 heures avec 0,5  litre d’eau, le tous introduit dans un ballon de 02 litres surmonté d'une colonne  reliée à un réfrigérant à son tour relié à une conduite d'eau froide pour permettre la condensation des vapeurs Les vapeurs d'eau chargées d'huiles essentielles, en traversant le réfrigérant, se condensent et chutent dans une ampoule à décanter, l'eau et l'huile se séparent par différence de  densité.
     Les huiles essentielles obtenues sont conservées dans un flacon en verre enveloppée de papier d'aluminium à une température comprise entre 4 et 6°C pour éviter toute dégradation des huiles essentielles.
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                                       Figure10 : Montage d’hydrodistillation 

2.2.5. Rendement des huiles essentielles
Le rendement en huiles essentielles est le rapport entre le poids de l’huile extraite et le poids de la matière sèche de la plante (AFNOR, 1987), évalué à partir de 3 échantillons (nombre d’extraction). Il est exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :
 (
R = P
B 
/ P
A
 × 100
Ou
R = [ΣP
B 
/ ΣP
A
] × 100
)

R : Rendement en huile en %
PB : Poids de l’huile en g
PA : Poids de la matière sèche de la plante en g


2.3. Etude morphométrique
     Plusieurs paramètres morphométriques ont été pris en considération pour les larves du
troisième et quatrième stade témoins et traitées à CL50 (24.66ppm).
· Poids des individus.
· Largeur du thorax.
· Volume corporel des larves évalué à partir de la valeur cubique de la largeur du thorax (Timmermann & Briegel, 1998).
     Les mensurations ont été réalisées à l’aide d’un micromètre gradué et une loupe binoculaire préalablement étalonnée.

2.4. Analyse statistique
Pour la saisie et le traitement des données, nous avons utilisé le logiciel d'analyse Minitab
*Analyse de variance à un facteur (ANOVA 1)
      L’analyse de variance à un critère de classification a pour but la comparaison des moyennes 
*Test de Student :
     Le test de Student permet de tester les hypothèses statistiques suivantes:
- L'hypothèse nulle H0 est l'hypothèse que l'on souhaite valider ;
- L'hypothèse alternative H1 est l'hypothèse qui sera retenue au cas où le test statistique rejette l'hypothèse nulle H0.
L'échantillon dont nous disposons (m0) provient d'une population de moyenne m ; nous voulons savoir si m=m0. On va donc tester l'hypothèse H0contre l'hypothèse H1
H0 : m = m0
H1 : m ≠ m0
     Comme pour tout test, la conclusion qui sera déduite des résultats de l'analyse aura un caractère probabiliste : On ne pourra prendre une décision qu'en ayant conscience qu'il y a un certain risque qu'elle soit erronée. Le niveau de signification  considéré est p ≤ 0,05.
 (Larbi , 2015).
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3. RESULTATS
3.1. Rendement
     Les huiles essentielles de Lippia citriodora obtenus par hydrodistillation  sont de couleur jaune claire ayant une odeur citronée, 
Tableau 02 : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles de L. citriodora.

	Huiles essentielles
de Lippia  citriodora
	Caractères organoleptiques

	
	Aspect
	Couleur
	Odeur

	
	Fluide
	Jaune  foncée
	citronnée


   
    Le rendement enregistré des huiles essentielles extraites est  déterminé par rapport à la matière sèche de  Lippia citriodora  après trois répétitions (Tableau 03).
 Il est de l’ordre de  (0,4  ± 0.08) %.
Tableau  03 : Le rendement en huiles essentielles de  Lippia citriodora  par hydrodistillation
	Matière végétale
	Le rendement (%)

	La partie aérienne de la plante
	0.32

	
	0.42

	
	0.48

	
	Moyenne
	0.4

	
	Ecart type
	0.08





Figure 11: Représentation graphique des différents rendements (%) d'HE de  Lippia 
citriodora..

3.2. Effet de Lippia citriodora sur le développement des larves du troisième stade chez Culiseta longiareolata
3.2.1. Croissance pondérale 
     Les résultats de l’évolution du poids corporel des larves au cours des différentes périodes  sont mentionnés dans le tableau 04 et la figure12. Pour les séries témoins et traitées, on remarque une augmentation significative (p0,05).
     La comparaison des moyennes entre les séries témoins et traitées montre que la concentration (CL50) provoque une diminution significative à 24 heure (p= 0,049), à 48 heure (p=0,042) et à 72heure (p=0,035) 







Tableau 04: Effet de Lippia citriodora (CL50) sur le poids corporel (mg) des individus de troisième stade chez  Cs. longiareolata (m ± SD, n=3) : 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
		CL50

	24
	3,65± 0,33 a
A
	3,24 ±0,35 b
A

	48
	3,88± 0,42 a
B
	3,37 ± 0,17 b
B

	72
	4,02± 0,26 a
C
	3,69 ± 0,41 b
C


 

Figure 12 : Effet de Lippia citriodora (CL50) sur le poids corporel (mg) des individus du troisième stade chez Cs .longiareolata (m ± SD, n=3): comparaison des moyennes *Différence significative (p<0,05).
3.2.2. Croissance linéaire
L’effet de cet insecticide (CL50) a été évalué sur certains paramètres morphométriques : la largeur du thorax des larves L3 et le volume corporel (V) des individus témoins et traités.





3.2.2.1. Largeur du thorax
     La largeur du thorax marque une augmentation significative (p>0,05) du stade larvaire L3 aux différentes périodes pour les séries témoins et une augmentation significative pour les séries traitées (CL50).
     La comparaison des valeurs moyennes montre que le traitement provoque une diminution significative de la largeur du thorax (p=0,041) à 24 heure, (p=0,030) à 48 heure et(p=0,022) à 72 heure.
Tableau 05 : Effet de Lippia citriodora (CL50) sur la largeur du thorax (mm) des larves L3 chez Cs. longiareolata (m ± SD, n=3) : 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
		CL50

	24
	1,03± 0,03 a
A
	0,80 ±0,15 b
A

	48
	1,20 ± 0,11 a
B
	1,10 ± 0,09 b
A

	72
	1,50± 0,17 a
C
	1,20 ± 0,11 b
A







Figure 13 : Effet de Lippia citriodora(CL50) sur la largeur du thorax (mm) des larves L3 
chez Cs. longiareolata  (m ± SD, n=3) : *Différence significative (p<0,05).
3.2.2.2. Volume corporel des individus
     Les résultats obtenus dans le tableau 06 et la figure 14 montrent que le volume corporel des individus témoins et traités (CL50) augmentent très hautement significative (p0,001) aux différentes périodes étudiées.
     La comparaison des moyennes par le  test t de Student montre que le traitement avec la concentration CL50 provoque une diminution significative (p=0 ,031) du volume corporel des larves L3 à 48 heure et une diminution hautement significative (p=0,009) (p=0,004) à 24 heure et 72 heure respectivement.

Tableau 06 : Effet de Lippia citriodora(CL50) sur le volume corporel (mm3) des individus du troisième stade chez Cs. longiareolata (m ± SD, n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus). Comparaison des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même stade entre les différentes séries (lettres minuscules). 
	Temps (heures)
	Témoins
		CL50

	24
	1,09± 0,23 a
A
	0,51 ±0,10 b
A

	48
	1,73± 0,31 a
B
	1,33 ± 0,17 b
B

	72
	3,37± 0,65 a
C
	1,73 ± 0,32 b
C




Figure 14 : Effet de Lippia citriodora(CL50) sur le volume corporel (mm3) des individus de troisième stade chez Cs. longireolata (m ± SD, n=3) : comparaison des moyennes * Différence significative (p<0,05), ** Différence hautement significative (p<0,01) entre les séries témoins et traitées.
3.3. Effet  de Lippia citrodora  sur le développement des larves de quatrième stade chez Culiseta longiareolata
3.3.1. Croissance pondérale 
     Les résultats de l’évolution du poids corporel des larves au cours des différentes périodes  sont mentionnés dans le tableau 07 et la figure 15. Pour les séries témoins et traitées, on remarque une augmentation significative (p0,05).
     La comparaison des moyennes entre les séries témoins et traitées montre que la concentration (CL50) provoque une diminution significative à 24 heure (p= 0,045), à 48 heure (p=0,038) et à 72 heure (p=0,021).






Tableau 07: Effet de Lippia citriodora (CL50) sur le poids corporel (mg) des individus du quatrième stade chez Cs. longiareolata (m ± SD, n=3) : 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
		CL50

	24
	5,35± 0,13 a
A
	4,13 ±0,15 b
A

	48
	5,67± 0,33 a
B
	4,57 ± 0,23 b
B

	72
	6,00± 0,18 a
C
	4,69 ± 0,26 b
C




Figure 15 : Effet de Lippia citriodora (CL50) sur le poids corporel (mg) des individus du quatrième stade chez Cs .longiareolata (m ± SD, n=3): comparaison des moyennes *Différence significative (p<0,05).
3.3.2. Croissance linéaire
     L’effet de cet insecticide (CL50) a été évalué sur certains paramètres morphométriques : la largeur du thorax et le volume corporel (V) des  larves L4 témoins et traités.



3.3.2.1. Largeur du thorax
     La largeur du thorax marque une augmentation significative (p>0,05) du stade larvaire L4 aux différents périodes pour les séries témoins et une augmentation significative pour les séries traitées (CL50).
     La comparaison des valeurs moyennes montre que le traitement par la CL50 provoque une diminution significative de la largeur du thorax (p=0,041) à 24 heure, (p=0,030) et (p=0,022)à 48h et72 h respectivement (Tableau 08),(Figure16).

Tableau 08 : Effet de Lippia citriodora (CL50) sur la largeur du thorax (mm) des larves L4 de Cs. longiareolata . (m ± SD, n=3) : 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
		CL50

	24
	2,03± 0,03 a
A
	1,80 ±0,05 b
A

	48
	2,20 ± 0,10 a
B
	1,90 ± 0,07 b
A

	72
	2,50± 0,07 a
C
	2,10 ± 0,10 b
A













Figure 16 : Effet de Lippia citriodora (CL50) sur la largeur du thorax (mm) des larves L4
 chez Cs. longiareolata (m ± SD, n=3) : comparaison des moyennes *Différence 
significative (p<0,05).
3.3.2.2. Volume corporel des individus
     Les résultats présentés sur le tableau 09,  montrent que le volume corporel des individus témoins et traités (CL50) augmente très hautement significative (p0,001) aux différentes périodes étudiées.
      La comparaison des moyennes par le  test t de Student montre que le traitement avec la concentration CL50 provoque une diminution significative (p=0 ,024) du volume corporel des larves L4 à 24 heure et une diminution hautement significative (p=0,004) (p=0,002) à 48 heure et 72 heure respectivement.






Tableau 09 : Effet de Lippia citriodora (CL50) sur le volume corporel (mm3) des individus de quelques stades chez Cs. longiareolata (m ± SD, 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
		CL50

	24
	8,36± 1,23 a
A
	5,83 ±1,09 b
A

	48
	10,65± 1,56 a
B
	6,86 ± 1,45 b
B

	72
	15,62± 1,13 a
C
	9,26 ± 0,98 b
C




Figure 17 : Effet de Lippia citriodora (CL50 e) sur le volume corporel (mm3) des individus de quatrième stade chez  Cs. longiareolata (m ± SD, n=3) : comparaison des moyennes * Différence significative (p<0,05), ** Différence hautement significative (p0,01) entre les séries témoins et traitées.
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4. DISCUSSION
   Nous avons procédé à l'extraction des huiles essentielles de la plante Lippia citriodora cultivée à Tébessa (Est Algérien),  et à l'évaluation de l’effet  de la dose CL50 (24 ,66ppm), trouvées préalablement par nos collègues sur le développement des larves L3 et L4 de la  moustique Culiseta longiareolata ,
4.1. Extraction et rendement en huile essentielle 
    Les huiles essentielles  de Lippia citriodora  récoltées  ont été extraites par la technique d’hydrodistillation sur un appareil de type Clevenger. La partie aérienne  de la plante  étudiée a donné un rendement de l’ordre de  (0,4  ± 0.08)%. 
    Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes  comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages. Ces extraits contiennent en  moyenne 20 à 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu complexes  (monoterpènes, sesquiterpènes,…). Il est admis que l’effet de ces composés purs peut être  différent de celui obtenu par des extraits de plantes. 
     Les huiles essentielles contiennent un nombre considérable de familles biochimiques (chémotypes) incluant les alcools, les phénols, les esters, les oxydes, les coumarines, les 26 sesquiterpènes, les terpénols, les cétones, les aldéhydes, etc. On voit qu’elles ne sont pas  constituées d’acides gras, ni d’aucun autre corps gras (Messeguem , 2011). 
    En  comparant    le  rendements  des  huiles  essentielles  obtenus  au  cours  de  notre  étude  avec ceux rapportés dans la littérature, nous avons fait les constats suivants : nos résultats sont  supérieurs de l’ordre de grandeur que les études  rapportées par  Taleb-Toudert et al .,2002) ,(Saidi  ,2014) et inferieurs à ceux obtenus par Taleb-Toudert  ,2015) . Ces auteurs ont montré que les teneurs en huile essentielle de la partie aérienne de Lippia citriodora sont respectivement : 0,29, 0,195 et 0,85%.
Ce rendement varie d’une plante à une autre, il est de 0,5% chez Artemisia mestlantica, de (0,1-0,35%) chez la rose, de (0,5-1%) chez la menthe poivrée et le néroli, de (1-3%) chez l’anis, de (0,8-2,8%)  chez  la  lavande,  de  (1-2,5%)  chez  le  romarin,  de  (2-2,75%) chez  le thym  (Edward  et  al., 1987)  et  de  (1,3-1,6)%  chez  le  basilic  (Badani,  2014).  Une  autre  espèce,  Lavandula  stoechas  a enregistré  un  rendement  de  0,77  à  1,2%  (Mohammedi  &  Atik,  2011)  
       Les différences de rendement en huiles essentielles  d’un organe à un autre ou d’une espèce à une  autre  ont  été  rapportées.  Selon  plusieurs  auteurs,  l’origine  de  récolte  de  l’espèce,  la  période  de  récolte, l’organe de la plante, la durée de séchage et la méthode d’extraction sont des facteurs parmi  d’autres qui peuvent aussi avoir un impact direct sur les rendements en huile essentielle (Daouda , 2015)
4.2. Effet des huiles essentielles  sur  la morphométrie
     La processus de la croissance larvaire et le contrôle endocrine et de la métamorphose chez les Lépidoptères  essentiellement  Manduca sexta (Nijhout,1994) .Nijhout(1975) est le premier auteur qui a décrit des paramètres morphométriques  de Manduca sexta et leur seuil critique pour contrôler la libération des hormones indispensables à certaines activités physiologiques .Le volume du repas sanguin consommé, le degré de son utilisation dans les voies métaboliques et le nombre des œufs qui arrive à la maturation (Hosoi,1954 ; Heuvel,1963) .( Burker  et al.,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’oogénèse et d’autre part ,le nombre d’œufs.
    Le poids corporel chez les 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 de Lippia citriodora (CL50)  appliquées  sur  les  larves  du troisième et quatrième  stades  de  Culiseta longiareolata provoque une diminution de différents paramètres :la largeur du thorax, le poids et le volume corporel . Des résultats similaires sur des larves L4 et nymphe de Culex pepiens après traitement par  l’Eucaliptus globulus sont obtenus par (Khaled &Dib  ,2015) ,alors que les résultats obtenus par (Kouider  & Attia,2016) montrent  que  les  H.E de Laurus nobilis  (CL25  et  CL50)  appliquées  sur  les  larves  du  quatrième  stade  de  Culex  pipiens  n'affectent pas les paramètres biométriques étudiés .A leur propos (Hamaidia , 2014) avait été publiée des résultats montre que le kinoprène  (CL50et  CL90)  a diminué le volume corporel de tous les stades  considérés  (L4,  pupe  et  adultes),  quoiqu’il  n’ait  pas  affecté  leurs  poids. Les deux agonistes RH-2485 et RH-0345 utilisés contre le dernier stade larvaire de Harmonia axyridis (Coleoptera : Coccinellidae), provoquent, une chute de poids des larves, des mues larvaires prématurées et des nymphoses incomplètes des larves affectées (Carton et al., 2003). Le diflubenzuron (DFB), inhibiteur de la synthèse de la chitine, affecte aussi les paramètres morphométriques chez les femelles de Phyllonorycter blancardella (Marssalet et al. ,1988), Cydiapomonella (Lepidoptères) (Soltani&Soltani-Mazouni, 1992), Oxyajaponica (Orthoptères) (Lim & Lee, 1982) et T. molitor (Coleoptères) (Soltani-Mazouni ., Khebbeb., Soltani N., 1999; Soltani ).
     Les huiles essentielles ont des effets antiappétants, affectant ainsi la croissance, la mue, la fécondité et le développement des insectes et acariens.(Regnault-Roger  et Hamraoui ,1995) ont observé l’effet du linalool, du  thymol  et  du  carvacrol  sur  la  fécondité  et  le  nombre 
d’œufs pondus du bruche du haricot. Il y a eu également inhibition complète de la pénétration des larves  dans les grains traités de linalool et de thymol. De plus,  ce dernier produit s’est avéré inhibiteur de l’émergence  des adultes.  (Karr et Coats ,1990) ont démontré que l’application des  d-limonène, linalool, β-myrcène et α-terpinéol a un effet  sur  la  croissance  et  le  développement  de  la  blatte  germanique, Blattella germanica. Ces monoterpènes 
ont influencé significativement le temps requis par les  nymphes pour atteindre le stade adulte. L’application  de doses élevées de d-limonene et de linalool a dimi- nué  l’émergence  des  nymphes  quoique  la  mortalité  des femelles n’a pas été affectée (Chiasson et  Beloin,2007).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
     L'utilisation des insecticides, de plus en plus réglementée pour la protection de l'environnement, est à l'origine de nombreux cas de résistance chez les insectes. Dans ce contexte, le recours à des molécules naturelles  aux propriétés insecticides, se révèle être une démarche alternative à l'emploi des bioinsecticides.
     Lors de cette étude, nous avons procédé à l'extraction des huiles essentielles de la plante Lippia citriodora cultivée  à Tébessa (Est algérien),  et à l'évaluation de l’effet  de  la dose CL50 (24.66ppm), trouvée préalablement par nos collègues sur le développement des larves de  moustique L3 et L4 de l’espèce Culiseta longiareolata, après traitement et pendant la durée d’étude.
      L'extraction des essences   a  été  réalisée  par  hydrodistillation  de  type  Clevenger.   D'après  les  résultats  obtenus  on  remarque que le rendement en HE est de l'ordre de (0,4  ± 0.08) %.
      Pour l’aspect de développement ; les résultats obtenues pour les larves témoins et traitées L3 et L4  par une concentration CL50 (24.66ppm) après 24, 48 et 72 heures  - Lippia citriodora affecte  les différents paramètres : la largeur du thorax, le poids et le volume corporel au cours de la période testée.
Au terme de cette étude, nous espérons poursuivre : 
· L'application des huiles essentielles de Lippia citriodora  dans la production des biocides ;
· Poursuivre cette étude afin de préciser la nature des composés responsables de cette activité ;
· Comme nous envisageons également de travailler pour évaluer l'activité larvicide des autres espèces végétales récoltées ;
· L'étude des synergies entre les constituants de chacune des huiles végétales.
· L'identification des mécanismes et des sites d'action des huiles de cette plante.
· 
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Figure  38 .   Lobe basal du gonocoxite (flè che)   de  Culiseta longiareolata   (Gr : X  15 0).  
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