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Resume

Résume

Cette étude vise a tester I’effet des huiles essentielles extraites de Mentha pulegium, a
I’égard d’une espéce de moustique, la plus abondante dans la région de Tébessa, Aedes
Caspius, plusieurs aspects ont été détermines :

Aspect toxicologique : a permis d’établir grice a une analyse des probits, les doses
létales, la DL50 (28,16ppm), et la DL 90 (53,75 ppm). Les huiles essentielles extraites de
Mentha pulegium, manifestent une toxicité a 1’égard des larves 4 chez Aedes Caspius avec
une relation dose-réponse.

Aspect biochimique : I’expérimentation est pour but de déterminer 1’effet des huiles
essentielles extraites de Mentha pulegium sur le contenu en protéines, lipides et glucides. Les
résultats montrent une diminution en lipides, protéines et glucides, chez les séries traitées par
rapport aux témoins.

Mots clés : Aedes Caspius, huiles essentielles, Mentha pulegium, toxicité.
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Introduction générale

Introduction générale

La place importante qu'occupent les moustiques dans la faune terrestre comme dans la
faune aquatique d'une part, et la lutte contre les maladies transmises par leurs piglres d'autre
part, font de ces arthropodes un matériel d'étude important pour les biologistes. (Himmi et al.,
1998)

Les insectes qui constituent plus de 50% de la diversité de la planete (Wilson, 1988) et
pres de 60% de celle du regne animal (Pavan, 1986) prennent de plus en plus d’importance
dans la recherche. Appartenant a I’embranchement des Arthropodes, les insectes jouent des

roles épidémiologiques variés, ce qui fait d’eux un probléme majeur de santé publique.

(Berge, 1975; Jolivet, 1980)

La famille de cluicidae est une famille bien homogéne, comprenant 2800 a 3000
especes, répartie dans le monde. En raison de leur réle important dans la transmission d'agents
pathogénes a I'homme comme aux animaux, les moustiques ont donné lieu a une somme
considérable de travaux depuis la fin du siecle dernier (Knight, 1978). Les cluicidaes
présentent des caractéres morphologiques nets. En revanche leur regroupement en sous

famille et en genres est beaucoup plus délicat. (Seguy, 1951)

Les moustiques du genre Aedes et Culex sont les vecteurs des virus de la dengue et de
la fievre jaune. Contrairement aux Anophéles et aux Culex, les Aedes piquent principalement
de jour, mais aussi de nuit. Aedes caspius, Aedes aegypti et Aedes albopictus se sont adaptés
au milieu faconné par 1’établissement humain, et ils y proliférent dans les petites collections
d’eau située aux alentours et a I’intérieur des habitations. C’est en général dans les zones
défavorisées que leur densité est la plus forte, méme dans les zones résidentielles, les
conditions peuvent leur étre favorables (par exemple en raison de la présence de climatiseurs
ou de « désert coléres » comme on les appelle en inde). Les flambées de dengue et de fiévres
jaune trouvent géneralement un large écho dans les médias, et donnent lieu a des opérations
de brumisation organisées par les services municipaux de lutte anti vectorielle Pour assurer
une meilleure intervention, tout en préservant au maximum le milieu naturel, de nouvelles
méthodes préventives ainsi que de nouveaux produits sont constamment recherchés (Seguy,
1951).

Ainsi, pour contribuer & une gestion durable de I’environnement, la mise en place de
nouvelles alternatives de contrdle des moustiques est davantage encouragée. Les substances

naturelles qui présentent un large spectre d’action en pharmacologie, comme bactéricides,
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fongicides, acaricides, etc..., peuvent aussi é&tre utilisées comme insecticides de

remplacement.

L’utilisation des extraits de plantes comme insecticides est connue depuis longtemps,
en effet le pyrethre, la nicotine et la roténone sont déja connus comme agents de lutte contre
les insectes (Crosby et al., 1966). Dans certaines régions d’Afrique noire, les feuilles de tabac
malaxées dans 1’eau étaient utilisées pour lutter contre les moustiques. Au Maroc, 1’utilisation
de plantes contre les invasions de moustiques est une pratique trés courante, surtout dans les
régions rurales. En effet, les odeurs du basilic Ocimum basilicum, Basil (Labiée) et de

Sarghina, Corrigiola telephiifolia (Caryophyllacée) sont des répulsifs tres efficaces.

Les plantes en général, se caractérisent par deux types de métabolismes qui englobe

I'ensemble de la fonction, primaire et secondaire fournissant deux types de métabolites

respectivement primaires en quantités élevées ( sucre, lipides, protéines ) et secondaires en

faible quantités mais de plus en plus grande importance qui ont été par la suite exploitées par

I'nomme pour le réle bénéfique dans un large éventail d'application. Les huiles essentielles ou
les essences, font partie de ce groupe de métabolites secondaires et sont synthétisées et
sécrétées par I’intermédiaire de cellules ou organes particuliers dans lesquelles elles restent
localisées. (Wilhelm, 1998)

D’aprés Jacobson (1989), plus de 2000 especes végétales possedant une activité
insecticide sont déja identifiées. Récemment, la litiére de 1’aulne, plante riche en polyphénols
s’est révélée étre douée de propriétés toxiques importantes vis-a-vis des larves des moustiques
Culex pipiens, Aedes aegypti et Aedes albotropus. (David et al., 2000)

En Algérie, la faune Culicidienne, par sa large répartition et sa forte abondance, a fait
I'objet d'un grand nombre de travaux concernant la systématique et la morphométrie (Messai
et al., 2010; Bouabida et al., 2012; Boudemaghe et al., 2012; Bendali et al., 2013), la
biochimazgsie. (Bendali, 2006; Bouaziz et al., 2011) et surtout la lutte chimique et biologique
(Bendali et al., 2001. Boudjelida et al., 2002; Soltani et al., 2010.Tabti & Abdellaoui-
Hassaine, 2013)

Dans cette perspective, nous visons a évaluer les réponses des populations d'une
espece de moustique, a I'impact d'un nouvel insecticide a base d'huiles essentielles d'une
espece de Mentha pulegium sur:

1. l'aspect toxicologique pour déterminer les doses létales DL50 (dose létale de 50%
de la population) et DL90 des huiles essentielles de Mentha pulegium a I'égard des larves du

quatrieme stade nouvellement exuvies de Aedes caspius. On note que le travail réalisee a base
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des résultats donnée par I’enseignante (M®*" GUENEZ Radja) en note que malgré les
répétitions qui nous avons fait les resultats reste stable et on a augmenté I’efficacité des
répétitions

2. l'aspect biochimique des individus dans stades de développement (larves 4) tel que
le lipide, le glucide et le protéine (Lahrech, 2010).

Cette étude comporte deux parties essentielles : Une partic relative a 1’étude
bibliographique et une autre partie réservée a 1’étude expérimentale.

- Dans la partie bibliographique, nous présenterons un bilan bibliographique des
connaissances biologiques de 1’espéce animale Aedes caspius et I'espéce végétale Mentha
pulegium.

- Dans la partie expérimentale les réponse des populations de 1’ espéce de moustique
(Aedes caspius ) a lI'impact des huiles essentielles d'une espéce Mentha pulegium, sur l'aspect
toxicologique et biochimique des larves du quatrieme stade.

Enfin, une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats obtenus.






Chapitre 1 Aedes caspius

1.1.1. Généralités sur les Culicidae

Le moustique est le nom commun des insectes de la famille des Culicidés qui forme le
sous ordre des nématocéres dans 1’ordre des diptéres (Benserradj, 2014), les moustiques se
distinguent des autres Nématoceres piqueurs par leur trompe longue et la présence d’écailles
sur les nervures alaires (Boulkenafet, 2006). Leur corps est élancé et ils possédent de longues
antennes a plus de six articles. Leurs pattes sont fines et longues. Seules les femelles sont
hematophages. (Roth, 1980)

La famille des culicidés se divise en trois sous-familles, les Toxorhynchitinae, les
Anophelinae et les Culicinae ; la sous-famille des Toxorhynchitinae qui est formée d’un seul
genre n’est pas représenté en Europe occidentale ni en Afrique méditerranéenne.(Qutubuddin,
1960; Stoll et al., 1961; Stone et al., 1959)

Environ 3000 especes des culicidae sont connues dans le monde, la faune de I’ Afrique
de nord est composé de 66 especes appartenant a deux sous-familles, en sept genres et en dix-
sept sous —genres dont sa richesse spécifique varie considérablement d’un pays a 1’autre.

En Algérie seules les deux sous-familles Culicinae et Anophelinae sont représentées
avec six genres. (Boulkenafet, 2006)

1.1.2. Définition d’Aedes Caspius

Aedes Caspius est un moustique nuisant se développant dans les milieux naturels salés
a submersions temporaires dont le cycle de vie est réglé par un nombre de parametres
environnementaux relativement limités. Aedes (Ochleratattus) caspius a été observé dans tous
les pays d’Afrique Méditerranéenne mais toujours a basse altitude. Aedes Caspius est un
vecteur de filaires animales et d’arbovirus (Tahyna, virus de la Myxomatose). Ochlerotatus
caspius (Pallas) est un moustique répandue de la santé du grand public et économique.
L’impact dans les pays Méditerranéens comme I'Espagne, la France, L'Italie et la Grece
(Benserradj , 2014). L’espéce se reproduit dans plusieurs types de gites temporaire et y
compris les eaux peu profondes, eau salée, saumatre et eaux douces, le plus souvent des gites
de grande taille (mares, marais, riziéres, canaux..) mais parfois de dimension réduites (fossés,
puitsabandonnés..). L’éclosion différée de quelques ceufs faits que les larves peuvent étre
présente presque toute 1’année dans les gites (Arssaoui, 2014). Il génére une forte nuisance,
parfois plus de 300 piqlres en 15 minutes, qui peut avoir des conséquences économiques
importantes. (Franquet et al., 2012 )

1.1.3. Position systématique

Décrit pour la premiére fois en 1771 par Pallas, Ae. caspius fait partie de 1’ordre des
Dipteres, de la famille des Culicidae, de la sous-famille des Culicinae et de la tribu des
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Aedini. I1 a été décrit deux sous especes d’Aedes caspius : Ae. (Ochlerotatus) caspius meira
endémique de 1’archipel du Cap Vert et Ae. caspius que 1’on trouve seulement en Europe.
(Franquet et al., 2012)

e Reégne: Animalia

e Sous regne: Metazoa

e Embranchement: Arthropoda

e Sousembranchement: Hexapoda

e Classe: Insecta

e Sous-classe: Pterygota

e Infra-classe: Neoptera

e Super-ordre: Holometabola

e Ordre: Diptera

e Sous-ordre: Nematocera

e Famille: Culicidae (Benserradj, 2014)

e Genre : Aedes

e Espéces : Aedes caspius Pallas 1771. ( Hayett et al ., 2012)
1.1.4. Caractéristiques des Aedes caspius

Les moustiques Ae. caspius sont des moustiques halophiles. Ils pondent leurs ceufs
dans des marais salés asséchés. La dynamique saisonniére de cette espéce se caractérise par
une présence des adultes de mars a novembre, avec une survie des femelles adultes d’environ
2mois. Les Ae. caspius ont une forte mobilité (jusqua 50 km de leur gite larvaire).
Particuliérement agressifs vis-a-vis de I’homme, surtout au crépuscule, ils peuvent provoquer
d’importantes réactions cutanées. Ces moustiques sont surtout connus pour leur caractére
nuisant . Cependant, le risque de transmission de virus ne peut étre exclu, comme le suggérent
certains travaux expérimentaux (virus du Nil occidental, chikungunya) ou de terrain (virus du
Tahyna). ( Fortin etal ., 2014 )
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Morphologie de |'adulte
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Figure 1 : Morphologie générale schématique d’un moustique adulte (Vacus, 2012).

1.1.4.1.Téte

Figure 2 : Morphologie de la téte d’un Aedes caspius (Brunhe et al., 2001).

Est une capsule formée par plusieurs pieces unies par des lignes de suture. On y
distingue des organes récepteurs (les yeux, les antennes) (Brunhes, 1970). La téte porte deux
grands yeux composés et une paire d'antennes formant un V dirigé vers l'avant. Les antennes
des femelles sont discrétes et ornées d'un petit nombre de soies courtes. Celles des males sont
plumeuses, touffues et munies de soies longues. La téte porte aussi une longue « trompe », ou
proboscis, caractéristique. Celle de la femelle est allongée et presque droite. Elle comporte six
piéces buccales tres effilées, dont quatre sont des stylets fins et pointus capables de percer

I'épiderme des vertébrés dont l'insecte aspire le sang. Les piéces buccales du male, qui ne
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pique pas, sont moins rigides et ne peuvent percer la peau. (Bourassa et Jeanpierre, 2000;
Coldrey et Bernard, 1990) dont :
¢+ Couleur des palpes : écailles claires et sombres mélées.
+¢+ Couleur du proboscis : clair sur sa partie mediane.
1.1.4.2. Thorax
Qui est la partie centrale du corps a laquelle sont attachées les pattes et les ailes. Une
ligne blanche médiane sur le thorax caractérise le moustique (Pialou et al., 2006).11 est formé
de trois métameres fusionnés, de developpement trés inégal. Ceux-ci sont composés de
plaques sclérifiées (sternites pour les plaques ventrales, pleurites pour les plaques latérales et
tergites pour les plaques dorsales), reliées entre elles par des membranes souples (Brunhes,
1970). Le thorax porte trois paires de pattes, une paire d’aile et une paire d’haltéres, ou
"balanciers" remplacant la deuxiéme paire d'ailes. 1l se termine par le scutellum. Sur les faces
latérales, se placent des écailles et des soies utilisées pour la diagnose des especes dont :
% Ornementation du le scutellum : avec des bandes continues.
¢+ Couleurs des écailles du scutum : jaunes et cremes ou blanches. (Brunhes et al., 2000)
A. Le prothorax
Il est trés réduit, et ne porte qu’une paire de pattes.
B. Le mésothorax
C'est le plus développé des trois métameres et porte une paire d’ailes, une paire de
pattes, et une paire de stigmates. Le quasi totalité de la face dorsale est occupé par le scutum
(Brunhes et al., 2000).
C. Le métathorax
Trés réduit, il porte une paire de pattes, une paire d’haltéres (homologues d’une paire
d’ailes vestigiales) et une paire de stigmates.
1.1.4.3. Les ailes
Les deux ailes sont formées d’une membrane couverte de microtriches, tendue sur une
armature de nervures et recouverte d'écailles. Le bord postérieur et distal porte une frange
d’écailles larges, courtes et sombres (Brunhes et al., 2000). Al'articulation se trouve deux
lobes membraneux : I’alula (qui présente aussi une frange d’écaille) et la squama. (Brunhes,
1970)
La taille de I’aile d’Aedes caspius, 2,75 de long environ, couvertes d’écailles sombres
assez etroites avec de tres rares écailles claires beaucoup plus larges (dont la position est

indiquée par des cercles sur le dessin de 1’aile. (Hamon, 1968)
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sous-costale
costale —

anale cubitale
cellule discoidale

Figure 3 : Morphologie schématique de I’aile chez Aedes caspius (Faran et al., 1981).

11.4.4. Les pattes

Elles s’insérent a la face inférieure du thorax, et sont composées de 9 articles: coxa,
trochanter, fémur, tibia et 5 tarsoméres qui forment le tarse. Le dernier article du tarse porte
une paire de griffes et un empodium meédian. Les différents articles de la patte trois sont
remarquables: le tibia et les 5 tarsomeres portent un anneau blanc basal (Brunhes et al., 2000).
Le tarsomere 3 des trois paires de pattes est également annelé a la base.

¢ Couleur du tarsomére 5 : entiérement blanc.

+¢+ Couleur du tibia (FM) : moucheté au moins sur la partie médiane.
¢+ Couleur du tarsomeére 2 : blanc seulement a la base et a I'apex.

®,

¢+ Couleur du tarsomére 1 : moucheté au moins sur la partie médiane.

| | | v T
m APOEREINTINNG, T MR M .

Figure 4 : Morphologie de la patte 3 d'Aedes caspius (Brunhes et al., 2000).

1.1.4.5. L'abdomen

Il est constitue de 10 segments et contenant la plupart des organes du moustique tels
que le cceur et le systeme digestif. (Pialoux et al., 2006)

Les sept premiers sont distincts et constitué¢s d’une plaque dorsale (tergite) et d’une

plaque ventrale (sternite) reliées latéralement par une membrane pleurale souple qui porte les

——
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stigmates abdominaux. Les trois derniers segments sont modifiés, peu distincts et forment les
appendices génitaux. Chez Aedes caspius, les sternites ainsi que les tergites portent des
écailles, formant de larges bandes pales transversales. (Brunhes et al, 2000)

(THORAX) écailles soies touffes latérales cerques

\ seaments abdominaux | a Vill

Figure 5 : Morphologie de I’abdomen (Vacus, 2012).

1.1.5. Cycle de développement des moustiques

Les moustiques sont des insectes holométabole, qui au cours de leur cycle de
développement passent par une premiére vie aquatique contenant les ceufs, les stades larvaires
et le stade nymphale puis, apres la métamorphose, une vie aérienne comprenant le stade
adulte. Ce cycle dure environ douze a vingt jours dans les conditions optimales.
L'accouplement des moustiques a lieu en vol ou dans la végétation et il ne se fait en générale
gu'une seule fois durant leurs vies. La femelle, aprés la prise du sang, se pose dans un endroit
abrité pour digérer son repas. La ponte des ccufs aura lieu 2 & 4 jours aprés la prise du sang
I’interface. (Djeghader, 2013)

——
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Figure 6 : Cycle biologique et facteurs environnementaux limitant pour Ae. caspius (Franquet
etal .,2012).

1.1.5.1. Les ceufs de moustiques

Selon les genres, les femelles gravides pondent leurs ceufs de différentes maniéres, les
ceufs d’Aedes sont généralement déposées un par un sur un substrat humide a I’interface.
(Djeghader, 2013)

1.1.5.2. Les stades larvaires

Pour tous les moustiques, le développement embryonnaire (dans 1’ceuf), commence
pratiqguement apres la ponte des ceufs. Au bout de quelques jours a une semaine ou plus
I’embryon se développe en larve entiérement formée, pour une grande partie des especes la
larve éclore une fois qu’elle est formée. Quatre stades larvaires se succedent separés chacun
par une mue. La durée du stade larvaire varie selon les especes de Culicidae, la température
du milieu, la densité larvaire ainsi que la disponibilité en nourriture. Dans les zones tropicales,
elle ne dure que quelques jours pour des especes telles que Aedes aegypti et Aedes albopictus
alors qu’en zone tempérée, elle peut durer plusieurs mois chez le moustique Aedes rusticus,.
Les larves peuvent étre présentes dans des étendues d'eau permanentes ou temporaires,
fortement polluées ou pures, grandes ou petites, méme les plus petites accumulations d’eau
dans les seaux, vases, pneus, empreintes, sont des habitats larvaires potentiels (Djeghader,
2013). Les larves de moustiques sont généralement considérées comme détritivores bien

qu’elles se nourrissent aussi de microorganismes vivants tels que les bactéries et les algues.

10
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Figure 7 : Vue latérale d'une larve (Wood et al., 1984).

1.1.5.3. Le stade nymphal

Aprés les quatre stades larvaires, s’ensuit le stade nymphal, au cours duquel de

profonds changements permettent a 1’insecte de passer de 1’état aquatique a 1’état aérien. En

effet, les organes des larves subissent une histolyse pour mettre en place le corps de ’adulte.

La nymphe est extrémement sensible et plonge dans 1’eau au moindre mouvement percu.

Dans ce stade qui dure en moyenne 1 a 3 jours, la nymphe ne se nourrit pas, la bouche et

I’anus sont clos. (Djeghader, 2013)

Trompe respiratoire

Abdomen

Céphalo-Thorax

]l
ih!: ! g Palettes natatoires

Ul

Figure 8 : Nymphe de moustiques (X20,18) (Djeghader ,2013).

1.1.5.4. Le stade adulte

L’adulte, une fois métamorphosé, provoque une cassure au niveau de la téte nymphale

et émerge a la surface de I’eau. Les males atteignent leur maturité sexuelle au bout d’un jour

alors que les femelles I’atteignent au bout de 1 a 2 jours, et elles sont plus grandes que les

——
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males issus d’une méme émergence. Les moustiques, comme beaucoup d’insectes se
nourrissent de nectar, source d’énergie. Seules les femelles sont hématophages; elles n’ont pas
besoin de sang pour leur propre survie mais en retirent les protéines nécessaires a la
maturation de leurs ceufs. La fécondation des ceufs s’cffectue lors de la ponte grace au
stockage du sperme des males par la femelle dans une spermathéque. En général, la durée de
vie des moustiques adultes varie d'une semaine a plus d'une trentaine de jours. Deux éléments
permettent de distinguer le male de la femelle a 1’ ceil nu; les palpes maxillaires sont trés
courts et effiles chez la femelle, contrairement au male ou ils sont plus longs que la trompe et

ses antennes sont plus développées et tres poilues. (Djeghader, 2013)

Thovax
Antennes ‘ Palve 4 alles

Palpes

N
Tvompe == R
- < Abdomen

Pattes postéricures

Figure 9 : Aspect général d’un adulte de moustique (X17,83) (Djeghader, 2013).

1.1.6. Moustiques, risque sanitaire et nuisance

Tous les moustiques ne piquent pas I’homme, mais par le biais du repas de sang, les
especes qui le font représentent une menace, car elles sont potentiellement vecteurs de
pathogénes, transmis a I’hote par la salive injectée au cours de la pigdre.

Les moustiques sont ainsi impliqués dans la transmission de dizaines de maladies
humaines ou vétérinaires, certaines tristement célébres comme le paludisme, la dengue. Dans
le cas de cette derniére 1’agent pathogéne transmis par un moustique du genre Aedes est un
arbovirus du groupe des flavivirus, infectant chaque année 50 millions de personnes dans le
monde). (Joseph et al., 2007)

Dans le cas du paludisme, maladie responsable d’un million de déces chaque année et
endémique dans 107 pays, un protozoaire du genre Plasmodium est transmis par une femelle
Anophéles. La transmission de ces maladies est endémique lorsque le parasite rencontre les
conditions nécessaires a leur reproduction et que la densité des hotes (moustiques et hommes)
est suffisante pour qu’ils rentrent fréquemment en contact. Les zones tropicales du globe sont

les plus touchées parce que les conditions climatiques, la diversité d’habitats favorisent la

12
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prolifération des moustiques, et que I’hygiéne et la santé des populations humaines accroit

leur vulnérabilité. (Joseph et al., 2007)

I.1.7. Importance médicale

Spiroplasmes sabaudiense (classis Ochlerotatus (Ochlerotatus) caspius (Pallas, 1771
Mollicutes) a été isolé chez les adultes de I'espece caspius O. Pris en Juin dans les habitats
marécageux de la cote atlantique, alors qu'il n'a pas été enregistré dans ceux qui sont pris en
Aolt et Septembre. Il a été suggéré que les moustiques sont infectés en se nourrissant de
nectar et non dans les habitats larvaires Cristulospora Aedis a été isolé des larves et des
adultes O. Caspius sur les deux sites. Les microsporidies ont été trouvées dans la graisse du
corps larvaire et les ovaires féeminins. Le virus du Nil occidental (VNO), le virus Tahyna et la
bactérie Francisella tularensis, I'agent causal de la tularémie, ont pu étre détectées dans les
populations naturelles . O. Caspius peut avoir joué un réle dans la propagation de la tularémie
et transmis les virus de myxome Tahyna et de lapin dans I'ex-Tchécoslovaquie, la France et le
Portugal vecteurs .Les plus importants du virus Tahyna en Europe sont Ae. Vexans et O.
Caspius. Le virus a également été isolé en 1981 a partir de O. Caspius en Autriche. L'espece
O. Caspius est le vecteur des Tahyna (TAH) virus dans la région méditerranéenne et aussi un
réservoir potentiel de "Riff Valley Fever Virus" (RVF) pendant les périodes inter

épizootiques. (Vesna et al,2009)
1.1.8. Distribution d ’Aedes Caspius

Aedes. caspius est un diptére nématocére que 1’on rencontre sur la quasi-totalité de la
région Paléarctique, du cercle polaire arctique au désert du Sahara. Les gites de ponte et de
développement d’Ae. caspius sont des zones humides stagnantes temporaires. Parmi les
diverses formes de zones humides, on distingue les « zones humides a caractére temporaire
saisonnier » que 1’on nomme « mares temporaires ». Ae. caspius occupe ces milieux, sur une
frange littorale de largeur variable seulement rompue au niveau des formations rocheuses, sur
les bassins fermés anciennement ouverts sur la mer et ayant conservé un reste de salinité .
Cette sensibilité au sol salé dans 1’habitat d’Ae. caspius a été rapportée dans les travaux de
Rioux sur le littoral méditerranéen (1958) qui a corrélé la présence de cette espece a une
vegétation de type halophile (roseliéres, sansouires).

L’insecte se développe généralement dans des eaux faiblement a moyennement salées
(1 a 5 g/l de NaCl) mais peut se rencontrer parfois dans des eaux douces ou au contraire dans
des eaux tres fortement chargées en sel (jusqu'a 70 g/l de NaCl) . Le bassin méditerranéen,

offre ainsi un milieu propice au développement d’Ae. caspius. Le littoral méditerranéen

( 1
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présente d’importants habitats aquatiques a submersions temporaires. Les mises en eau sont
soit naturelles liées a des précipitations automnales ou printaniéres ou artificielles, liées a
I’agriculture ou a I’existence de marais de chasse. En fonction de 'utilisation des terres, des
gites artificiels et des milieux favorables au développement d’Ae. caspius peuvent étre crées.

(Franquet et al.,2012)

]
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Figure 10 : Distribution de Aédes caspius (Vesna et al.,2009).

Figure 11 : Distribution géographique d'Aedes caspius dans I'Algérie (Anonyme, 2016).
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1.2.1. Généralité sur les Menthes

Les Menthes, du nom latin Mentha, font partie de ce grand cortége de substances, ce
sont des plantes vivaces, herbacées indigenes et trés odorantes appartenant a la famille des
labiacées. Les Menthes conservent depuis I’antiquité une infinie diversité d’emplois et

occupent une large place dans la thérapeutique. (Benayad, 2008)

Sur le plan des principes chimiques, la plupart des espéces de menthe doivent leur
odeur et activité a leurs Huiles Essentielles ou Essences de menthe (Chibani, 2012) .Ces
essences trés odoriférantes ont un intérét industriel important. Elles sont souvent extraites des

plantes de la race cultivée avec de bons rendements. (Raybaud, 1985)

Autant les Menthes sont faciles a reconnaitre a leur odeur tout a fait caractéristique,
autant elles sont difficiles a distinguer les unes des autres, en raison des formes
intermédiaires, d’origine hybride, qui les relie (Lahrech, 2010). Parmi toutes les labiées, les
Menthes se reconnaissent, en plus de leur odeur spéciale, a leurs fleurs trés petites, a leurs
corolles presque régulieres a quatre lobes presque égaux et leurs quatre étamines également

presque égales. (Benayad, 2013)

Les menthes étaient utilisées a des fins thérapeutiques au 16éme et 17éme siecle ,
actuellement elles sont employées dans plusieurs domaines. En thérapeutique, la menthe
s’utilise contre la fiévre, la faiblesse, la toux, les nausées, les maux de I’estomac, la
mélancolie, les maladies de poitrines, I’hystérie, les troubles de la vue , elle présente aussi des
propriétés médicales, on cite a titre d’exemple : stimulante du systéme nerveux, tonique,
stomachique, antiseptique, analgésique, vermifuge. On I’utilise aussi contre les parasites, les
tiges et les fleurs de la menthe sont bralés pour chasser les puces des matelas et des animaux
domestiques, on peut aussi placer les sachets de menthe auprés des sacs de grains et de

fromage pour chasser les rongeurs. (Bencheikh, 2011)

Dans le domaine alimentaire, on peut citer les besoins d’agréments, les cremes, les

chocolats, les bonbons, les pates a macher, les desserts, etc. (Benayad, 2013)
1.2.2. Définition de Mentha Pulegium

Mentha pulegium est une plante odorante qui appartient a la famille des Lamiacées, est
trés répandue dans le nord de I’Europe, dans la région méditerranéenne et dans 1’Asie.

(Bouchikhi Tani, 2010 ; Marotti et al., 1994)
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c’est une plante fertile dont la descendance semble assez homogene, se distingue des
autres menthes par son port étiré, ses tiges en partie couchées sur le sol, ses fleurs rosées
disposées au long de la tige et des rameaux, et son calice obturé. (Benayad, 2008)

C’est une plante de 10 -30 cm & inflorescence formée de nombreux verticillatres
denses, feuillés et distants (Bouchikhi Tani, 2010; Quezel et al., 1963). Sa saveur est
fortement aromatique et son odeur est intense, fraiche et pénétrante. Le nom de pulegium
vient de latin de pulex, la puce car la plante a la propriété d’¢éloigner les puces. La menthe est
utilisée dans les produits cosmétiques et dans les préparations culinaires pour aromatiser les

sauces, les desserts et les boissons. (Bekhechi, 2008)

La menthe est considérée bénéfique pour la santé. (Bouchikhi, 2010)

Figure 12: Morphologie de Mentha Pulegium (Bencheikh, 2011;Gerenutti, 2014).

1.2.3 .Noms vernaculaires

Mentha pulegium est connue dans le monde sous les noms vernaculaires suivants :
« En francais : Menthe pouliot. (Lahrech, 2010 ; Lemordant et al., 1977)
< En arabe : Fliou. (Bouchikhi Tani, 2010; Bellakhdar, 1978)

16
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1.2.4. Position systématique
la systématique de Mentha pulegium est la suivante :

o Reégne : Végétale

e sous-régne : Cormophyte

e Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
e Sous-embranchement : Angiospermes

e Classe : Eudicots

e Sous-classe : Astéridées

e Ordre : Lamiales

e Famille : Lamiacées

e Sous- famille: Satureinees

e Genre : Mentha

e [Espeéce : Mentha pulegium. ( Lahrech, 2010)
1.2.5. Aspects botaniques

Mentha pulegium, trés répandue dans 1’aire méditerranéenne, est connue sous le nom
de« menthe pouliot ». Elle est fréquente dans les milieux humides et elle est parfois cultivée
comme plante condimentaire pour ses feuilles trés aromatiques. Le nom de « pouliot » vient
du latin pulegium, qui dérive de pulex : la puce ; la plante ayant la propriété d'éloigner les
puces. Malgré son utilisation ancestrale pour aromatiser les sauces, les desserts et les

boissons, son intérét économique demeure limité. (Tucker et al., 2007)

Les feuilles, opposées, petites, sont ovales presque entiéres (Iégerement dentelées) et
munies d'un court pétiole . Les fleurs, qui apparaissent I'été, de juillet a fin septembre, sont

rose lilas, parfois blanches échelonnées le long de la tige. (Sutour, 2010)

Mentha pulegium L parmi les légumes recommandées dans le capitulaire de Villis au
Moyen Age. (Bencheikh, 2011)

En Algérie, le genre Mentha regroupe 5 espéces qui sont : Mentha rotundifolia (L.),
Mentha ion gfoiia (L.) , Mentha spicata (L.) , Mentha aquatica (L.), et Mentha pulegium (L.).

L'espece Mentha pulegium (L.) est trés abondante et pousse spontanément en Algérie
surtout dans le Tell. (Bekhechi, 2008 )
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1.2.6. Composition chimique

Les ingrédients de Mentha pulegium L. ont été soumis a un certain nombre d'études
qui ont montré une différence de son peuple selon le domaine de la culture et elle ont
quelques variations dans les composantes de divers pays. EI-Ghorab a noté que I'huile de
Mentha pulegium L. en provenance d'Egypte contient 43,5 % (pulegone), piperitone (12,2
%), de Tunisie,(8 %) pulegone, isomenthone (11,3%). Ces études ont montré trois
chimiotypes de Mentha pulegium L avec les principaux composants d'huiles essentielles (1),
(2) pulegone piperitenone et/ou piperitone isomenthone et (3)/neoisomenthol . Bien que l'air
une partie de la floraison de cette plante est habituellement utilisé en raison de ses propriétes

pharmaceutiques et désinfectants. (Bencheikh, 2011)

Tableau 1 : Composition des huiles essentielles extraites de Mentha pulegium (en %)
(Bouchikhi Tani, 2010).

Composés LAWRENCE SIVROPOULOU  BEGHIDJA et | BEKHECHI
(1978) et al. (1995) al. (2007) (2008)
Espagne Gréce Jijel (route de | Région de
Bejaia) Pierre du chat
a-pinéne 0,3 - 0,18 0,3
B-pinéne 0,4 - 0,4 0,2
Sabinene 0,3 - 0,14 -
Myrcéne 0,1 - 0,12 -
Limonene 0,7 - 1,17 0,7
1,8-cineole 0,4 - 0,18 0,2
p-cymeéne 0,2 - 0,04 0,1
isomenthone 8,6 4,5 0,02 0,4
Pipéritone 0,2 1,9 0,3 0,5
Pipériténone 2,5 - 0,28 3,9
Menthone 16 1,0 0,6 10,9
Pulégone 79,4 447 87.3 75,8

18

——
| —



Chapitre 2 Mentha pulegium

1.2.7. Origine et distribution

Pouliot (Mentha pulegium) est une plante vivace aromatique et sauvage ou plante
jardin. C'est une espéce spontanée dans l'ensemble de I'Europe, est trouvé dans des sols
humides autour de la méditerranée et a I'ouest de I'Asie (de Chypre au Turkménistan) et au
nord de I'Afrique (du Maroc a I'Egypte). En France, cette plante est tres répondue jusqu'a
1800m d'altitude. (Bencheikh, 2011)

Figure 13 : M Aire de répartitions de la Menthe par le monde (Tucker et al., 2007).
1.2.8. Propriétés thérapeutiques de cette plante

Connue depuis l'antiquité, la menthe pouliot figure parmi les plantes les plus
communément utilisées en médecine traditionnelle (Boullard, 2001). En fait, une infusion de
feuilles et/ou de sommités fleuries est recommandée contre la toux, l'asthme, le diabéte
(Ziyyat et al., 1997), la fievre, les bralures, I'eczéma, les démangeaisons ou bien pour arréter
la sécrétion lactée et a des propriétés insecticide, cholagogue, antiseptique, antispasmodique,
antitussive, conseillée pour I'hygiene buccale, contre les maux de téte, les frissons et les
infections broncho-pulmonaires (Lorenzi et al., 2002). Par ailleurs, une infusion, un
cataplasme ou une inhalation de la plante fraiche est conseillée dans le cas d'une bronchite,
d'une cataracte, d'un rhume et d'une infection de la gorge. En outre, une infusion de sommités
fleuries a un effet expectorant, désinfectant et est utilisée pour le traitement des peaux
grasses. Enfin, une infusion de la partie aérienne a également un effet tonique, digestive et
carminative. (Bekhechi, 2008)

1.2.8.1. Utilisations médicinales traditionnelles

iraniennes utilise généralement la Plante Mentha pulegium L. contre les maladies

infectieuses et trouve a étre efficace contre ces problemes sans aucune base scientifique pour
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expliquer cette action. L'augmentation de la résistance aux antibiotiques des agents
pathogenes associés a des maladies infectieuses ainsi que des effets indésirables des
antibiotiques a suggéré I'utilisation d'huile de Mentha pulegium L. comme l'antibiotique ou de
remplacement. Une autre utilisation de cette plante est bien considérée comme un insectifuge,
tant pour I'nomme et des animaux domestiques. Toutefois, des recherches supplémentaires
sont nécessaires pour évaluer les valeurs pratiques de l'application thérapeutique. (Lorenzi et
al., 2002)

1.2.8.2. Utilisations médicinales

un bon tonique digestif, il stimule les sucs digestifs, soulage les flatulences et les
coliques ; un bon reméde pour les maux de téte et d'infections respiratoires mineures aidant a
garder la fievre et la congestion a vérifier; un puissant stimulant a la muscle utérin
encourageant la menstruation ; I'externe il peut étre utilisé pour soulager les rhumatismes et la

Chine y compris la goutte. ( Bencheikh, 2011)
1.2.9. Principes chimiques

La Menthe pouliot contient une huile essentielle. C’est un liquide rouge jaunatre,
d’odeurs tres fortes, solubles dans 1’alcool, composées de 75 a 80% de pulégone liquide
incolore d’odeur aromatique et de menthol de limonene 1évogyre de dipenténe, la menthe
pouliot contient également du tanin, des matiéres cellulosiques et pectiques, du sucre etc.
(Beloued, 1998)

L’huile essentielle de Mentha pulegium est caractérisée par la prépondérance de la
pulegone (70-90%) accompagnée d’autres cétones mono terpéniques : Isomenthone, Méthone,

Piperténone. (Bremness, 2001)
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Figure 14 : Diversité des structures de sécrétion des huiles essentielles, A, poil sécréteur de
Mentha pulegium, B, trichome glandulaire de Mentha pulegium (Khenaka, 2011).
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11.1. Présentation de site d’ étude

Oued Souf est situé au Sud -Est Algérien aux confins septentrionaux du grand Erg
oriental entre 33° et 35°de latitude Nord et entre 5° et 8° de longitude Est (Khechana, 2007).

Elle a une superficie de 44 586.80 Kmz. Cette willaya est limitée au nord par la willaya de

Khenchela au nord- est par la willaya de Tébessa, au nord —ouest par la willaya de Biskra, a
1I’ouest par la willaya de Djelfa, au sud-ouest par la willaya d’Ouargla, et a I’est par la Tunisie,
cette ville saharienne se caractérise par un climat aride et sec. Elle enregistre en moyenne une
température oscillant entre 1°C en hiver et 45°C en été, avec une pluviométrie faible ne
dépassant pas une moyenne de 80 a 100 mm par année, étalée d’octobre a février.

(Khechana, 2007)
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Figure 15 : Une carte qui présente la zone d'étude (Remini, 2006).
11.2. Matériels biologiques
11.2.1. Materiel végetal

11.2.1.1. Extraction des huiles essentielles et traitement
A. Récolte
La récolte de la plante (Mentha pulegium) a été réalisé dans différentes régions d'El-
Oued (Sud-Est Algérien), durant la périodes allant du mois de octobre 2016 jusqu'au mois de

novembre 2016.
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B. Séchage
La plante fraichement récoltée, est lavée et laissée séchée a I'ombre dans un endroit
sec et aére, a I’abri de la lumiére et cela pendant 5 jours.
C. Hydrodistillation
L’extraction est faite par un montage d’hydrodistillation (Fig 16), elle est réalisée par
¢bullition pendant 3 heures d’un mélange de 50g de matériel végétal et 750 ml d’eau distillée.
Les HES obtenues sont conservées a 4°C dans des tubes bien fermés, en verre ombré.
D. Rendement
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le
poids de la matiere séche de la plante. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par

la formule suivante :

R = PB/PAx100 Ou R=PPB/SPA]X100

R : Rendement en huile en %
PB : Poids de I’huile en g

PA : Poids de la matiére seche de la plante en g

Figure 16 : Montage d'hydrodistillation (photo original).

23

——
| —



Partie Il Matériels et Méthodes

11.2.2. Matériel animale
Les larves du quatrieme stade de moustique d'Aades caspius (pallas).

Figure 17 : Aedes caspius en stade (L4) (photo original).

11.2.2.1. Techniques d’élevage

Les ceufs et les larves de moustiques sont récoltés dans des citernes (4mx1mx1m)
situées a la cité de 1’aéroport dans la ville de Tébessa (M®*" GUENEZ Radja). Les larves sont
¢levées au laboratoire dans des récipients en plastique contenant d’eau déchlorurée et nourries
avec du mélange biscuit 75% levure 25% (Soltani & Rehimi, 1999). L’eau est renouvelée
chaque deux jour. Le régime alimentaire joue un grand réle dans la fécondité car les protéines
permettent a la femelle de pondre plus d'ccufs par rapport aux femelles nourries de sucre
seulement (Wigglesworth, 1972). Lorsque les larves atteignent le stade nymphal, elles sont

déposées dans des cages ou elles se transformeront en adulte.
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11.3. Matériel technique d’étude au laboratoire
11.3.1. Les produits et réactifs

e TCA pour la conservation des espéces.

e L'éthanol pour la dilution des huiles.

e [’eau distillée.

e Acide Sulfurique (H2SO4).

e Hydroxy sodium (NaOH).

e Chloroforme.

e Ether de pétrole.

e Bleu brillant de commassie (BBC).

e Acide orthophosphorique a 85%.

e Reactif d'anthrone.

e Reactif sulfophosphovanillinique.

e Vanilline..

e Acide ortophosphorique.

11.3.2. Appareillage
e Une balance a affichage électronique .
e Dispositif d'extraction par méthode d’hydrodistillation (clevenger).
e Bain-marie.
e Bainasec.
e Centrifugeuse .

e Spectrophotométrie UV-VIS.

11.3.3. Autre matériels
e Hawn.
e Une micropipette.
e Pipette.
e Tubes a essais.
e Gants.
e Des gobelets de 5cm de diametre.
e Bicher de volume 1000ml.

e Tube eppendorf.
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11.4. Méthodes d’analyses

11.4.1. Traitement et essais toxicologiques

11.4.1.1. Traitement

Differentes doses d'huiles essentielles de Mentha pulegium (12.5, 25, 50, 75 et
100ppm) ont été appliqués dans des gobelets de 5cm de diametre contenant chacune 150ml
d'eau et 25 larves du quatrieme stade nouvellement exuviées de Aedes caspius pendant 24
heures. Des expériences préliminaires ont permis de sélectionner cette gamme de
concentration. Pour faire, des solution meres d'huiles essentielles ont été préparées dans
I'éthanol absolu, de 1000mg/l soit 1% a partir des quelles des dilutions ont été réalisées dans
I'éthanol absolu pour obtenir les concentrations expérimentales finales de 12.5 a 100ppm (par
introduction d'un millilitre de chaque solution ainsi diluée dans les gobelets précédemment
prépare).

Trois réceptions ont été réalisées pour chaque dilution. Trois gobelets témoins ont été
également constitué dans les conditions identiques aux gobelets testés. Les larves ne sont pas

alimentées pendant les bioessais. (Boyer, 2006; Tchoumbougnang et al., 2009)

Figure 19 : Les larves traitées d'Aedes caspius (Photo original).

11.4.1.2. Essais toxicologiques

Une étude toxicologique a été menée chez Aedes caspius (pallas) afin de mettre en
évidence I’efficacité des huiles essentielles de Mentha pulegium et de définir les doses létales
(DL50, DL90). L’essai est conduit en utilisant les différentes concentrations citées plus haut ;
pour chacune des concentrations, il est effectué trois répétitions comportant chacune 25
individus. Par ailleurs, une série témoin est conduite en paralléle pour chaque répétition.

La mortalité des individus est enregistrée a 24 heures aprés traitement. La mortalité
observée est ensuite corrigée selon la formule d’Abbott (1945), afin d’¢éliminer la mortalité

naturelle. Les données obtenues font 1’objet d’une analyse de la variance a un critére de
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classification. L’analyse des probits (Finney, 1971), réalisée sur les données corrigées, permet

d’obtenir les doses létales DL50 et DL90.

% Mortalité observée (M.O): Le pourcentage de la mortalité observée chez les larves

témoins et traitées de Aedes Pallas a été déterminé par la formule suivante :

Nombre de moustiques morts apres traitement
M.O= %100
Nombre totale de moustiques

X/

« Mortalité corrigée (M.C): Le pourcentage de la mortalité observée est corrige par la

formule d’Abott (1925), afin d’éliminer la mortalité naturelle.

mortalité observée chez les traitées - mortalité observée chez les témoins
M.C= x100
100 - mortalité observée chez les témoins

% L’analyse de probits : Les moyennes de la mortalité corrigée se convertissent en
probits (Fisher & Yates, 1957) et les concentrations testés en logarithmes décimaux.
Ces logarithmes décimaux en fonction des probits permettent de déterminer la droite
de régression a partir de laquelle les DL50 et DL90 sont estimées (Finney, 1971).

11.4.2. Extraction et dosage des métabolites

L’analyse biochimique des différents métabolites (protéines, glucides et lipides) a été
effectuée sur le corps entier des larves L4 de Aedes Pallas agées de 1, 2et 3jours des séries
témoins et traitées DL50 DL90 , selon la méthode de Shibko et al. (1966) résumée dans la

figure 20.

Les larves L4 sont conserves dans 1 ml d'acide trichloroacétique (TCA) & 20 %. Les
échantillons sont ensuite broyés a lI'aide d'un homogénéiseur a ultrasons. Aprés une premiere
centrifugation (5000 trs / min a 4°C, 10 mn), le surnageant | obtenu est utilisé pour le dosage
des glucides totaux selon la méthode de Duchateau & Florkin (1959). Au culot I, on ajoute 1
ml de mélange éther/chloroforme (1V/1V) et aprés une seconde centrifugation (5000 trs/min,
10 mn), on obtient le surnageant Il qui sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldsworthy et
al., 1972). Le culot Il, est dissout dans NaOH (0,1 N), servira au dosage des protéines selon
Bradford (1976).
11.4.2.1. Dosage des protéines
Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976) dans une

fraction aliquote de 100 ul a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie
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(BBC) G 250 (Merck). Le réactif revele la présence des protéines par une coloration bleue.
L'absorbance est lue au spectrophotométre a une longueur d'onde de 595 nm. La

gamme d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de beeuf titrant 1

mg/ml (Tableau 2).

La solution de BBC, se prépare comme suit:

On homogénéise 100 mg de BBC, dans 50 ml d'éthanol 95°, on y ajoute ensuite 100 ml

d'acide orthophosphorique & 85% et on complete a 1000 ml avec I'eau distillée. La durée de la

conservation du réactif est de 2 a 3 semaines a 4 °C.

Tableau 2 : Dosage des protéines totales chez les moustiques : réalisation de la gamme
d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Albumine 0 20 40 60 80 100
(1)

Eau distillée | 100 80 60 40 20 0
(ul)

Réactif 4 4 4 4 4 4
BBC (ml)

11.4.2.2. Dosage des glucides

Le dosage des glucides a été réalisé selon Duchateau & Florkin (1959). Elle consiste a
additionner 100 pl du surnageant contenu dans un tube a essai, 4 ml du réactif d'anthrone et
de chauffer le mélange a 80 °C pendant 10 mn ; une coloration verte se développe dont
I'intensité est proportionnelle a la quantité de glucide présente dans I'échantillon. La lecture de
I'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620 nm. La gamme d'étalonnage est effectuée
a partir d'une solution mére de glucose (1mg/ml) (Tableau 3).

28

——
| —



Partie Il Matériels et Méthodes

Tableau 3 : Dosage des glucides chez les moustiques : réalisation de la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée 100 80 60 40 20 0
(k)

Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

11.4.2. 3. Dosage des lipides

Les lipides ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972) utilisant
le réactif sulfophosphovanillinique et une solution mere de lipides (2,5mg/ml). Le dosage des
lipides se fait sur des prises aliquotes de 100l des extraits lipidiques ou de gamme étalon
auxquelles on évapore totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentre,
les tubes sont agités, et mis pendant 10 mn dans un bain a sec. Apres refroidissement, on
prend 100 ul de ce mélange auquel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique.

Aprés 30 mn a l'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotometre a une
longueur d'onde de 530 nm. Les lipides forment a chaud avec l'acide sulfurique, en présence
de la vanilline, des complexes roses .
Le réactif est préparé comme suit :
Dissoudre 0,38 g de vanilline dans 55 ml d'eau distillée et ajouter 195 ml d'acide
ortophosphorique a 85%. Ce réactif se conserve pendant 3 semaines a 4 °C et a I'obscurité.
La solution mere des lipides est préparée comme suit :
On prend 2,5 mg d'huile de table (tournesol 99% triglycérides) dans un tube eppendorf, on
ajoute 1 ml d'éther chloroforme (1V/1V)

Tableau 4 : Dosage des lipides chez les moustiques : réalisation de la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mérede 0 20 40 60 80 100
lipide (pl)

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

Réactif (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
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Corps entier des Larves L4 (n=10)
i
1 mlde T(lfA a20%
Broyage (homogeénéiseur a ultrasons)
Centrifugation 1 (5000 trs'mn, 10)
Surnageant [ Culot I'
1 ml étheri chloroforme
100 4 du surnagent | Centrifugation 2 (3000 trs/mn, 10 mn)
Smnagi':ant I Culot I
100 pl du surnagent I1
Anthrone (4 ml) 1 ml NaoH (0,1 N)
Evaporai:ion totale Agiaion
1 ml acide suffirique i
Chauffer 80° C (10 mn) l 100 pl du culot IT +4 mi BBC
Agtation Agitation
10 mn au bain de sable
' Dosage aliquot (200 u + 2.5 ml de vanilline) '
Ghucides (Duchateau & | | Lipides (Golldsworthy, Protéines (Bradford,
[Florkin , 1959) etal, 1972) 1976)

Figure 20 : Extraction et dosage des glucides, lipide et protéines (Shibko et al

., 1966) .
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Les quantitées des metabolites (protéines, glucides et lipides) sont déterminées a partir
des courbes d’étalonnage dont I’équation de la droite de régression exprime 1’absorbance en

fonction de la quantité du standard utilisé (albumine, glucose et I’huile de tournesol).

11.4.3. Etude statistique
Les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne plus ou moins 1’ecart-type (m % s).

Logiciel MINITAB : le test " t " de Student et I’analyse de la variance a un critere de
classification. Ont permis de mettre en évidence les différences entre les échantillons pour
toutes les expérimentations . (Brahmai, 2014)
Ce test nous donne le degré de signification P ou on dit que la différence :

Différence non significative P > 0.05.

Différence significative P < 0.05.

Différence hautement significative P < 0.01.

Difference tres hautement significative P < 0.001.

Logiciel EXCEL (office 2007) pour tracé les courbes (la présentation des résultats).
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111.1. Résultats
111.1.1. Caractéristiques organoleptiques

Figure 21: Huiles essentielles de Mentha Pulegium (Photo original).
Les huiles essentielles de Mentha pulegium obtenues par un hydrodistillateur de type
Clevenger. la couleur et I'odeur sont représenté dans le tableau ci dissout

Tableau 5 : couleur et odeur de I'huile essentielle de Mentha Pulegium

Aspect Couleur Odeur
Carartéristique Liquide mobile Presque incolore a Caractéristique fraiche,
organoleptiques jaune péle. plus ou moins selon
I’origine.
Huile essentielle Liquide mobile Jaune pale (claire). Odeur agréable fraiche.
étudiée

111.1.2. Rendement en huile essentielle de Mentha pulegium
Le rendement obtenus d’extraction de Mentha pulegium par un hydrodistillateur de

type clevenger est :1,8%.
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111.1.3. Test de toxicité

Les études toxicologiques permettent de déterminer I’efficacité des huiles essentielles,
évaluée a partir de la mortalité enregistrée chez les individus cibles.

Les tests de toxicité sont appliqués sur des larves du quatrieme stade (L4)
nouvellement exuviées de Aedes Pallas (12.5, 25, 50, 75 et 100ppm) pendant 24 heures.

La mortalité observee est notée durant les 24 heures qui suivent le traitement.

La mortalité observée est corrigée a parti d’'une mortalité naturelle en pourcentage

avec une relation dose réponse. La mortalité enregistrée chez les témoins est de 0%.

Tableau 6 : Analyse de la variance de données transformées lors du traitement des larves L4
de Aedes Pallas.

Source Ddl SC CM F. Obs P
Factorielle ' 5 12620 2524 2.12 0.080
Erreur 30 34334 1144

Totale 35 46954

La dose létale, (DL50 et DL90) est déterminée a partir de 1’équation de la droite de
régression (Fig 22) qui exprime le probit du pourcentage de mortalité corrigée en fonction du

logarithme décimal des doses des huiles essentielles (Tableau 7).

Tableau 7 : Transformation en logarithmes décimaux les concentrations testées, et en probits
les mortalités corrigées apres traitement des L4 de Aedes Pallas.

Concentrations (ppm) 12.5 25 50 75 100

Logarithme décimaux 1,09691001 ' 1,39794001 1,69897 | 1,87506126 2

(X)

Mortalités corrigées (%) | 8.17 14.39 28.78 45.92 50
Probits (y) 4,00 4,44 5,19 6,40 8,72
( ]
L ¥ )
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Figure 22 : Courbe de référence exprimant les probits en fonction des logarithmes

décimaux des concentrations (R2: coefficient de détermination).

Le coefficient de détermination (R2 = 0,7821) révele une liaison positive forte entre
les probits et le logarithme des doses testées. La dose DL50 est 28,16ppm et aussi la dose
DL90 est 53.75ppm. L’analyse statistique & un critere de classification (traitement) révele un
effet non significatif (P>0.05) pour les différentes concentrations du I'huile essentielle de
Mentha Pulgium a 1’égard des larves L4 de Aedes caspius .

111.1.4. Composition biochimique d’Aedes caspius

111.1.4.1. Effet sur le taux de protéines

Les résultats du dosage des protéines ( Fig 23) révélent une diminution trés hautement
significative du contenu en protéines (p<0,001) chez les traités a la DL50 et DL90 a 24h par

rapport les témoins.

La comparaison des valeurs moyennes entre les témoins et les traités, marque une
diminution hautement significative (p<0.01) a 48h pour la DL90 et a 48h,72h pour la DL50.
Par contre et comparativement aux témoins, le traitement provoque une diminution non
significative pour la DL90 (p= 0,086) a 72h.

Nous avons observé une diminution non significative (p>0.05) de taux de protéine
chez les groupes traités DL90 a 24h et 72h , et une diminution hautement significative (p=
0.011) a 48h pour la DL9O0 par rapport la DL50.
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D’apres les résultats de I’analyse de variance des effets de temps (selon le temps de
traitement 24h, 48h et 72h ), nous avons observe chez la DL50 , une déférence tres hautement
significative (p=0.001) et une déférence significative (p =0.05) chez la DL90.

90
80
mT
70
60 m DL50
50 DL90

40
30
20
10

0

contenu en protéinepg/ individu

24 48 72
Temps (heures)

Figure 23 : Effets des huiles essentielles (DL50 et DL90) extraites de Mentha Pulgium , sur
le contenu en protéines (ug/ individu) chez les larves du quatrieme stade d’ Aedes caspius a

différentes periodes (24, 48 et 72 heures) (m + sem, n=3).

111.1.4.2. Effet sur le taux de lipides

Les résultats obtenus du dosage des lipides, montre une diminution non significative
(p>0.05) chez les traitées DL50 et DL90 a 24h par rapport les témoins, et une diminution
significative (p<0.05) chez la DL50 a 48h et une diminution hautement significative chez la
DL90 (a 48h et 72h) et chez la DL50 a 72h.

L’évolution du contenu en lipides présente une diminution hautement significative
(p< 0,01) chez le groupe traitée DL90 par rapport le groupe traitée DL50 a 24h , 48h et72h.

D’apres les résultats de 1’analyse de variance (ANOVA) des effets de temps, nous
avons observé une déférence non significative chez la DL50 (p=0.095) et chez la DL90
(p=0.057).
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Figure 24 : Effets des huiles essentielles (DL50 et DL90) extraites de Mentha Pulgium , sur
le contenu en lipides (ng/ individu) chez les larves du quatriéme stade d” Aedes caspius a
différentes périodes (24, 48 et 72 heures) (m + sem, n=3).

111.1.4.3. Effet sur le taux de glucides

L’évolution du contenu en glucides présente une diminution non significative
(p>0.05) chez les traitées DL50 a 24h par rapport les témoins, et une diminution trés
hautement significative (p<0,001 )chez les traitées DL90 a 24h.

Nous avons observé une diminution hautement significative (p< 0,01) chez la DL50 et
DL90 a 48h. concernant le groupe traité DL50 , il y a une diminution significative (p<0.05) et
chez la DL90 on observe une diminution hautement significative (p< 0,01) a 72h.

Les résultats enregistrés indiquent une diminution non significative du taux des
glucides (p>0.05) chez la DL90 par rapport la DL50 a 24h et 48h, et diminution hautement
significative (p<0.01) pour la DL90 a 72h.

D’apres les résultats de 1’analyse de variance (ANOVA) des effets de temps, nous
avons observé une déférence hautement significative chez la DL90 (p=0.007) et une

déférence non significative (p >0.05) chez la DL50.
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Figure 25 : Effets des huiles essentielles (DL50 et DL90) extraites de Mentha Pulgium , sur
le contenu en glucides (ug/ individu) chez les larves du quatriéme stade d” Aedes caspius a
différentes périodes (24, 48 et 72 heures) (m + sem, n=3).
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I11.2.Discussion des résultats

111.2.1. Rendement en huile essentielle

Nous rappelons que le rendement d'extraction en huiles essentielles de Mentha

pulegium a été de 1,8 % de la matiere seche de la plante. En général, le rendement en huiles
essentielles de Mentha pulegium varie jusqu'a 3.24%.
Ce rendements prouve que quantitativement de Mentha pulegium ferme plus d’essence que
certaines plantes, il est plus élevé que celui la Menthe Poivrée (0,5-1%).1l faut noter que le
rendement et la composition chimique des huiles essentielles peut variée d'un organe a un
autre pour la méme plante, c'est le cas du citronnier dont I'huile essentielle prévenant des
feuilles a une composition différente de celle des fleurs. (Bouguerra, 2012)

Les résultats obtenus illustrent que nos rendement en huile essentielle de Mentha
pulegium est variable, cette différence serait liée au fait que I’extraction a été faite sur des
feuilles seéches alors que les autres études 1’ont faite sur des feuilles fraiches. Cette variabilité
de rendement pourrait également étre liée a la période de récolte, aux facteurs édaphiques et
climatiques ou alors a 1’état physiopathologique de la plante, aussi elle peut étre liée au type
de la technique d’extraction et aux étapes de la récupération a partir de 1’hydrolysat, ce
dernier contient toujours des gouttelettes que nous n’avons pas pu les récupérer ce qui

fausserait le rendement. (Wogiatzi et al., 2011; Bouguerra, 2012)

111.2.2. Toxicologie des huiles essentielles extraites de Mentha puleguim

La toxicologie s'intéresse a la composition chimique et aux effets de toutes les
substances toxiques connues, ainsi qu'a leurs effets post mortem. Les tests toxicologiques sont
pour intérét de caractériser le pouvoir insecticide d’une matiere active a 1’égard d’un insecte
donné, ils sont nécessaires d’évaluer les doses 1étales (DL50 et DL90).

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 a 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu complexes, leur
mécanisme d’action est méconnu et relativement peu d’études ont été réalisees a ce sujet
(Isman, 2000). On considére que ces mécanismes sont uniques et que les biopesticides a base
d’huiles essentielles peuvent étre des outils de choix dans les programmes de gestion de la
résistance des ravageurs aux pesticides. Avec ces mécanismes d’action particuliers, ces
biopesticides peuvent étre utilises seuls et a répétition sans potentiellement inciter le
développement de la résistance chez les ravageurs. s peuvent également étre utilisés en

alternance avec les pesticides de synthése afin de prolonger la durée de vie de ces derniers. La
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toxicité est évaluee a partir du taux de mortalité enregistres apres traitement et qui dépend des
doses administrées.

Notre étude a pour but de tester la toxicité des huiles essentielles extraites de Mentha
Pulegium 1’égard des larves du quatriéme stade nouvellement exuviées d'Ades caspius, dont
les résultats montrent une activité larvicide avec une relation dose-réponse.

Cependant, les résultats obtenus au cours de notre travail révelent les doses létales des
huiles essentielles extraites de Mentha pulegium de 28,26 ppm, correspondant a la DL50 et
53,75ppm a DL90. Par rapport d'autre travail (Chettat, 2013) sur la méme famille (Mentha
piperita) les doses létales des huiles essentielles extraites est egale 33.99 et3 8,75 ppm (DL50
et DL90 respectivement).

Ces résultats sont similaires a ceux trouvés apres application des extraits aqueux des
feuilles du ricin (Ricinus communis L) et du bois de thuya (Tetraclinis articulata) appliqués
sur les larves du deuxiéme et quatrieme stade de quatre especes de moustiques : Culex
pipiens, Aedes caspius, Culiseta longiareolata et Anopheles maculipennis, car on note des
résultats comparables entre les especes testées, sauf que Aedes caspius est I’espéce la plus
sensible comparativement aux autres avec des DL50 de 110 mg/L pour I’extrait de ricin et
450 mg/L pour le bois de thuya, contrairement a A. maculipennis ou ces extraits sont moins
toxiques (Aouinty et al., 2006). Les travaux réalisés sur d’autres espéces de moustiques,
montrent 1’effet toxique de plusieurs produits utilisés tels que 1’alsystine sur Culex pipiens
pipiens (Rehimi et Soltani, 1999), I’extrait de 5 plantes (Ammi visnaga Lam., Tetraclinis
articulata L., Ricinus communis L., Nerium oleander L. et Inula viscosa) sur la méme sous
espéce (Aouinty et al., 2006), un bactério-insecticide Bti (0,025mg/l) sur les larves 4 d’Aedes
aegypti. (Todorova, 2007; Aouinty et al., 2006)

Les méme observations ont été faites aprés application des composés allélochimiques
des Allium avec des doses variant de 0,02 mg/l a 1,23 mg/l sur cinq especes d’insectes :
Callosobruchus maculatus, Sitophilus oryzae, S. granarius appartenant a 1’ordre des
coléoptéres, et Ephestia kuehniella et Plodia interpunctella appartenant a 1’ordre des
Iépidoptéres (AUGER et al., 2004). Des études similaires réalisées par (Traboulsi et al.,2004)
ont démontré I’activité insecticide de quatre plantes médicinales récoltées au Liban (Myrtus
communis L., Lavandula stoechas L., Origanum syriacum L. et Mentha microphylla K) sur les
larves de Culex pipiens, molestus Forskal. Les DL50 obtenues étaient comprises entre 16 a 49
mg/l. Par ailleurs, les huiles d’origan (Origanum vulgare), de menthe (Mentha microphylla et
M. viridis) et d’eucalyptus (Eucalyptus globulus) ont été les plus toxiques (Papachristos et

Stamopoulos, 2002). Les travaux de (Habes et al., 2006), démontrent 1’efficacité de I’acide
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borique, insecticide inorganique a I’égard des adultes d’une espéce de blatte, B. germanica et
qui affichent des doses Iétales de 8,20% et 49,62% correspondant & la DL50 et la DL9O0.

Les composés organiques volatils des huiles essentielles permettent a la plante de
communiquer avec les plantes voisines (Baldwin, 2006) et également entre ses propres

organes. lls lui servent également de moyen de défense. (Chibani, 2013 )

111.2.3. Composition biochimique d’Aedes caspius

111.2.3.1. Effet sur le taux de protéines

Au moment ou I’insecte entre en contact avec 1’insecticide, ce dernier pénetre dans
I’organisme et atteint, plus ou moins rapidement, au niveau cellulaire, les protéines et les
enzymes cibles dont il entrave le fonctionnement normal (Haubruge & Amichot, 1998). Les
protéines sont impliquées dans diverses réactions et assurent la catalyse biochimique et la
régulation hormonale entre autres. (Jacobe et al., 1961)

Dans notre expérimentation le dosage des protéines réalisé dans le corps entier des
larves 4, témoins et traités chez Aedes pallas, révéle une modification en contenu apres le
traitement.

Les protéines et les acides aminés jouent un réle principal durant les différentes phases
de la vie des insectes car ils sont caractérisés par des niveaux tres élevés. Chez les moustiques
autogenes, les protéines stockées aux stades larvaires et qui proviennent de la digestion des
couches procuticulaires profondes de 1’ancienne cuticule sont utilisées pour la formation des
ceufs. Cependant; chez les moustiques anautogénes, le repas sanguin représente la principale
source de protéines nécessaires. (Briegel, 1985)

Les résultats obtenus, montrent que le traitement par les huiles essentielles extraites
de Mentha pulegium (DL50 et DL90) chez Aedes Caspius , cause une diminution du contenu
en protéines contrairement aux résultats obtenu par (Madaci et al. 2008) qui indiquent que les
extraits hydroalcooliques des feuilles de Nerium oleander (Apocynacées) provoquent une
augmentation des taux des protéines chez les larves des vers blancs rhizotrogini. De plus, une
augmentation du taux de protéines a eté signalée chez D. trunculus exposé aux polluants
environnementaux (Sifi, 2006), chez B. germanica traitée par le pyriproxyfene (Aribi &
Lakbar, 2001) et chez Corcycra cephalonica traitée par le RH-5849, agoniste des
ecdystéroides (Ashok & Dutta-Gupta, 2000). Par contre, les travaux de (Tine-Djebbar, 2009),
montrent que le contenu en protéines totales diminue apres traitement par le methoxyfenozide

et I'nalofenozide chez deux espéces, de moustiques, Cx pipiens et Cs longiareolata.
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111.2.3.2. Effet sur le taux de lipides

Les lipides jouent un role primordial dans les processus de reproduction et de
développement des insectes ou ils représentent 30 a 40% du poids sec des ovocytes (Allais et
al., 1964 ; Troy et al., 1975 ; Kawooya & Law, 1988 ; Briegel, 1990). De plus, les acides gras
sont connus pour faire partie de voies métaboliques importantes comme la synthese de
phéromones ; ce sont des éléments constitutifs des phospholipides et des glycolipides qui eux-
mémes sont des constituants des membranes lipidiques; ils représentent également un
réservoir énergétique important.

Chez Aedes Pallas, I’huile essentielle de mentha pulegium réduit rapidement la teneur
en lipides corporels totaux au cours du développement larvaire et ceci avec une relation dose-
réponse. Chez Blatella germanica, une diminution des taux de lipides ovariens a été obtenue
aprés traitement avec 1’acide borique, un insecticide inorganique (Kilani- Morakchi et al.,
2009) et avec I’halofenozide (agoniste des ecdysteroides) ou le methoprene (mimetique de
I’hormone de mue) (Maiza et al., 2004) ainsi qu’avec 1’indoxacarbe (groupe des oxadiazines)
(Maiza et al., 2010). Le méthoxyfenozide provoque également une diminution des taux de
lipides ovariens aprés traitement des pupes d’E. kuehniella (Soltani- Mazouni et al., 2012).
L’etude menee sur certaines especes de moustiques inventoriées dans la région de Tébessa,
d'importance médicale (Aedes caspius , C. pipiens, C. perexiguus et C. theileri) ou vétérinaire
(C. longiareolata et C. annulata) montre des différences significatives dans la composition
biochimique des larves L4 et des adultes méle et femelle entre les espéces testées au cours du
cycle de vie. De plus, le genre Culex est le plus riche en réserves métaboliques par rapport aux

autres espéces inventoriées . (Tine-Djebbar et al., 2011)

111.2.3.3. Effet sur le taux de glucides

Chez les insectes, les dépenses énergétiques tout en volant ou nageant ou exercant
n’importe quelle fonction vitale exigent la synthése et la mobilisation des métabolites
(protéines, glucides et lipides). Ces métabolites jouent un role essentiel dans la physiologie
des insectes. Les glucides représentent une source d’énergie importante et servent a
I’élaboration des produits génitaux et des structures membranaires (Troy et al., 1975). Ces
métabolites sont synthétisés dans le corps gras, (Keely, 1985 ; Van Hensden & Law, 1989)
puis transportés vers les organes utilisateurs (Chino et al., 1981; Dapporto et al., 2008; Zhou
& Miesfeld, 2009 ) via ’hémolymphe (Downer, 1985; Keely, 1985).
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Les glucides représentent 1’élément énergétique principal de 1’organisme. Les taux de
glycogéne et de tréhalose dans les tissus et I’hémolymphe sont étroitement liés aux
événements physiologiques comme la mue et la reproduction (Wiens & Gilbert, 1968). Les
résultats obtenus avec le mentha pulegium, montrent que ce dernier a un effet rapide sur le
taux de glucides d’Aedes pallas et cause une diminution hautement significative avec la DL50
et DL9O0. Par ailleurs, I’halofenozide (RH0345) entraine une diminution des concentrations en
glucides, chez Anthonomus grandis (Thompson & Skorvovski, 1982) et chez B. germanica
(Rouibi, 2002). Les mémes effets sont constatés chez Musca domestica avec I’altoside ou ZR-
515 (analogue de I’hormone juvenile) (Abou EI-Ala et al., 1990). L’halofenozide et le
methoprene (Maiza et al., 2004) et I’indoxacarbe (groupe des oxadiazines) (Maiza et al.,
2010) diminuent les taux de glucides chez B. germanica.
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Conclusion générale

Les produits naturels étaient et restent toujours une source inépuisable de structures
complexes et diverses vu le rOle que peuvent jouer certains composes purs dans beaucoup
d’applications, a savoir I’industric pharmaceutique, I’industrie alimentaire, 1’industrie
cosmétique, la parfumerie, etc...

Les plantes synthétisent plusieurs substances du meétabolisme secondaire. Ces
molécules peuvent avoir différents effets chez les insectes: répulsif, attractif, perturbateur du
développement, inhibiteur de la reproduction, etc...

Le travail réalisé, nous a permis d'évaluer chez une espece de moustiques Aedes
Caspius (Pallas) I'effet des huiles essentielles de Mentha pulegium sur l'aspect toxique et
biochimique.

Le traitement par les huiles essentielles de Mentha pulegium chez les larves de stade L4
nouvellement exuvies de Aedes caspius ( Pallas) a permis d'établir les dose létales la DL50 et
DL90 (28,16 et 53,75 ppm respectivement).

Ces huiles montrent une activité larvicide avec une relation dose-réponse, une toxicité
élevée au niveau du stade larvaire 4.

Les analyse biochimiques révélent que les huiles essentielles de mentha pulegium
réduit de maniére significative la teneur en lipides corporels chez les moustique traitées a et
ceci avec une relation dose-réponse significative. Il provoque une réduction des teneurs en
glucides et protéines corporels mais relativement moins marquée que celle des lipides.
L’ensemble des résultats acquis montre que les huiles essentielles de mentha pulegium
affecte le métabolisme général de Aedes pallas.

En conclusion, les huiles essentielles présentent donc des propriétés intéressantes. Ce
résultat ouvre des perspectives intéressantes pour son application dans la production des
bioinsecticide, pour minimiser 1’utilisation des insecticides synthétiques (chimique).

Nous envisageons de poursuivre cette étude afin de préciser la nature du ou des a
composé (s) responsable (s) de cette activité par fractionnement mené en paralléle avec les
tests biologique. La voie donc reste ouverte vers la découverte de nouvelles plantes et par la
suite de nouvelles molécules a effet phytosanitaire. Il serait trés important d'étendre les
investigations a d'autre espéce de plantes pour voir les effets de ces biopesticides sur d'autres
insectes nuisibles.

A lavenir il serait intéressant de compléter cette recherche en évaluant l'effet des
huiles essentielles de Mentha pulegium sur d'autres mécanismes de résistance, essentiellement

les enzymes de détoxification tels que les estérases.

——
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Annexes

Annexes 01 : Matériels de laboratoire

Spectrophotométrie a transmission moléculaire Bicher
(type UV- VIS R 1240) (photo originale )

Eprouvette Hawne

Tubes ependorf Balance
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Annexes

Annexe 02: Matériel végétal

A B C




Annexes

Annexes 03: Matériel animale

Annexe 04 : Analyse chimique

Dosage de glucide




Annexes

Dosage de protéine

Dosage de lipide
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RESUME

Cette étude vise a tester 1’effet des huiles essentielles extraites de Mentha
pulegium, a I’égard d’une espéce de moustique, la plus abondante dans la région
de Tébessa , Aedes Caspius , plusieurs aspects ont été détermines :

Aspect toxicologique : a permis d’établir grace a une analyse des probits,
les doses létales : la DL50 (28,16ppm), et la DL 90 (53,75 ppm). Les huiles
essentielles extraites de Mentha pulegium, manifestent une toxicité a 1’égard des
larves 4 chez Aedes Caspius avec une relation dose-réponse.

Aspect biochimique : I’expérimentation est pour but de déterminer I’effet
des huiles essentielles extraites de Mentha pulegium sur le contenu en protéines ,
lipides et glucides. Les résultats montrent une diminution en lipides, protéines et
glucides , chez les séries traitées par rapport aux témoins.

Mots clés : Aedes Caspius, huiles essentielles, Mentha pulegium, toxicité.
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