Ministere de I’Enseignement supérieur et de la Recherche “‘)J
Scientifique
e Université de Larbi Tébessi —Tébessa- W riiRoaiil ik
. Faculté des Sciences Exactes et des Sciences de la Nature
et de la Vie
Département : de biologie appliquée

§ République Algérienne Démocratique et Populaire
3 O

Mémoire
Présenté en vue de I’obtention du diplome de Master
Domaine : Sciences de la nature et de la vie
Filiere : Sciences Biologiques

Option : Biologie moléculaire et cellulaire

Theme :

Ftude de Peffet de I’huile essentielle Mentha piperit
sur le développement a legard de deux especes de
moustique (Culiseta longiareolata et Culex pipiens)

.

Présenter par

BOUDIAR Amel

Devant le jury

Dr BOUABIDA H. U. de Tébessa Présidente

M™ SEGHIR H. U. de Tébessa Examinatrice
Dr DRIS D. U. de Tébessa Promotrice

Date de soutenance : 11/06/2019







M‘ M‘ il

d:ﬂ\\.am&ﬂ_’s\.dmju

e@mdﬁ‘ ‘uﬂu ‘3“‘

' i 1 ujljms \J}S ) Hy
Gy R i
: ,‘% V4 J..a %
| EEi U083t | i




sl o e ) il g e A T 2] ]

IIH"M '!F.:_-"I_-aﬁ

e 15 el

e § b ll) | e ]

" adad lad it Lkl el o 3 10 g o e il i e

ol g ) 1 AT g i 3] 5 e s

l|- --.I - - _.I

o g LTl S G e 20 3 e 8 L 131 g Uil 5 3505 8 Ll Ui 13 agl
Ml

1

11




REMERCIMENTS

Je tiens particulierement a remercier :

Dr. DRIS J MCa la Facultés des sciences Exactes et Sciences de la Nature et
de la vie, Département de Biologie Appliquée qui m’a suivi dans ce travail
et qui m’a dirigé et conseillé, et celle par qui cette mémoire est devenue
possible. Pour la qualité de son encadrement exceptionnel, pour sa patience,
sa rigueur et sa disponibilité durant la rédaction de ce mémaoire.

Aux membres de jury :

Dr. BOUABIDA H MC a la Facultés des sciences Exactes et Science de la
Nature et de la vie, Département de Biologie Appliquée d’avoir accepté de
presider le jury de ce travail.

Mme SGHIR H MA a la Facultés des sciences Exactes et Science de la
Nature et de 1a vie, Département de Biologie Appliquée, d’avoir accepté
d’examiner ce travail.

Je remercie également pour leur collaboration :

A mes collégues, mes enseignants a I’Université de Tébessa, a toutes les
personnes qui ont contribué a la reussite de ce travail.




Table des matiers

Table des matiéres

=ale

ABSTRACT

Résumé

Remerciment

Dédicace

Liste des tableaux

Listes des figures

Liste des symboles

1.Introduction 01
2 . Matériel et méthodes 04
2.1. Présentation des Culicidae 04
2.2. Cycle de vie des Moustiques 04
2.3. Présentation de Culisetalongiareolata 05
2.4. Présentation de Culex pipiens 06
2.5. Elevage au laboratoire 07
2.6. Description botanique de Menthe poivrée : Mentha piperita 08
2.7. Extraction et rendement de I’HE par hydro distillation 09
2.8. Traitement et bio essais 10
2.9. Détermination de la durée de développement 11
12
2.10. Analyse statistique
3. Résultats 14
3.1. Rendement de I’huile essentielle 14
o - 14
3.2. Essai insecticide de I’HE de M. piperita a I'égard de C. pipiens et C.
longiareolata
3.3. Impact de I’HE de M. piperita sur la durée de développement a I'égard de C. 17
pipiens et C. longiareolata
3.4. Effet d’huile essentielle de M. piperitasurle sexe a I’égard de deux espéces de |17
moustique Culex pipiens et Culiseta longiareolata
Discussion 20
4.1. Rendement d’huile essentielle 20
4.2. Toxicité des HEs a I'égard des moustiques 20
5. Conclusion et perspectives 25

Références bibliographique

26




udla

e———Ala
bl g3l a3 sl bl AmSSall Alladl) 5kl e angl ) 3

8 5y dia Lgilllad dpan g ¢ Liadll bl 400 gl o) 3230 el el ddau 5 Lgple Juaniall
.Culex pipiens Culiseta longiareolata

C'_u);\ Gﬂ\ :\:‘A“‘M Gl HlialY) uaidS /. 1.46 E(‘a...@g J@LEJ\,}H\ C'_wﬁ‘}l\ UadAliul 24 ya
g1 ST 5eC.  Longiareolata 3 Cus (i saill (g (ae 53 2 028 & jdallue pal 3 e
Apula (i sall

Ll JBA (e (i gll A o gl Al & Adlad 5 5Lall gy 31 038 (5S35 () Sy

UYL A jlae Gl ) oS3 aae Baly 3y gaill Baa Baly3d

£ L=lC. pipiens<C.longiareolatac_shall < s e uiall o Aalidal) clalsl)
kil e csandd



Abstract

Abstract

In searching for efficient biological methods to control mosquitoes, essential oil obtained
by hydrodistillation from the dry part of Mentha piperita (pepper mint) was examined on

Culiseta longiareolata and Culex pipiens larvae.

The yield of the HE of the plant is 1.46%. The toxicological tests carried out revealed the
insecticidal properties of this HE against two mosquito species where C. longiareolata is the

most sensitive mosquito species.

This EO can be effective in biological control of mosquitoes through its actions by
increasing the duration of development and increasing number of adult males compared to

females.

Key words:ratio sex, Essential oil, C. longiareolata, C. pipiens, M. piperita, Toxicity,

duration of development.



Résumé

Résumé

Dans le cadre de la recherche de nouvelles alternatives pour une lutte propre et efficace
contre les moustiques, I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation de la partie aérienne de
Menthapiperita (menthe poivrée) a été testées sur les larves de Culiseta longiareolata et

Culex pipiens.

Le rendement de I’HEde la plante affiche une valeur de 1,46%. Les tests toxicologiques
effectués, ont révélé les propriétés insecticides de cet HE a I’égard de deux especes de

moustiques ou C. longiareolata est I’espéce de moustique la plus sensible.

Cet HE peut étre efficace dans la lutte biologique contre les moustiques grace a ses actions
par I’augmentation de la durée de développement et 1’accroissement de nombre des adultes

maéles par rapport aux adultes femelles.

Mots clés:ratio sexe, Huiles essentielles, C. longiareolata, C. pipiens, M. piperita, Toxicité,

durée de développement.
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INTRODUCTION

1. INRODUCTION

Les Arthropodes sont I’un des embranchements les plus importants du régne animal, avec
plus d’un million d’espéce connue, dont les trois quart sont des Insectes. Ces derniers
constituent plus de 50% de la diversité de la planéte et prés de 60% de celle du regne
animal (Wilson, 1988). Leur immense variété, leur extraordinaire prolificité, ainsi que leur
taille réduite ont permis aux insectes de coloniser la plupart des milieux continentaux
(Baudry, 1998). Parmi ces insectes on peut trouver les Culicidae. 1ls occupent la premiére

placepar leur réle de vecteur d’organismes pathogénes ou d'agent de nuisance.

Parmi ce groupe, les moustiques du complexe Culex pipiens (Linné, 1758) attirent notre
attenion car ils sont distribués partout dans le monde et sont d’une grande importance
médicale et vétérinaire (Gomes et al., 2009). Les moustiques sont responsables d'un certain
nombre de problemes de santé humaine provoquant des maladies et des décés dans le
monde entier chez les enfants et les adultes. lls sont des vecteurs de nombreuses maladies
telles que le paludisme, la filariose, la dengue, I'encéphalite japonaise, le chikungunya et
I'infection par le virus du Nil occidental dans les pays tropicaux et subtropicaux (Anupam
et al., 2012). Le paludisme est une maladie mortelle et, a I'échelle mondiale, environ 3,3
milliards de personnes en courent le risque. Environ 198 millions de cas de malaria et 0,58
million de déces sont survenus dans le monde en 2013 (OMS, 2014). Selon I'OMS (2009),
plus de 1,3 milliard de personnes réparties dans 72 pays différents sont menacées par la
filariose. La dengue, causée par une espece de moustique, Aedesaegypti affecte des millions
de personnes et des milliers de déces par an dans le monde entier (Nuttall, 1997 ;
Govindarajan, 2010). Ces maladies en plus des cas de morbidité qu’elles causent dans le
monde, elles représentent un fardeau socioéconomique élevé des pays touchés (Ramaiah et
al., 2000, Intirach et al., 2012). Un controle efficace de ces maladies nécessiterait une
stratégie a deux volets: (i) un traitement rapide avec des médicaments efficaces et (ii) des

stratégies de prévention basées sur le contrble des vecteurs.

Pour lutter activement contre les moustiques, plusieurs méthodes ont été entreprises dans
le monde, comprenant la lutte chimique et la lutte biologique. Les insecticides chimiques
sont la principale stratégie du controle. Cependant, leur utilisation massive et continue a
provoqué divers inconvénients, tels que les contamination et I’accumulation dans le sol et
I’eau et le développement de résistances (Mittaletal., 2004 ; OMS, 2006 ; Carlos, 2010).
De plus, ils causent la pollution de l'air et nuisent aux organismes non-ciblés bénéfiques

(Dharmagadda et al., 2005). Pour assurer une meilleure intervention, tout en préservant au
1



INTRODUCTION

maximum le milieu naturel, de nouvelles méthodes préventives ainsi que de nouveaux

produits sont constamment recherchés (Crosby et al., 1966). Cette recherche s’est orientée
vers une lutte biologique, moins nocive et plus raisonnée, par l’utilisation de substances
naturelles actives et non polluantes telles que les métabolites secondaires des plantes (les

huiles essentielles, les flavonoides, les tanins...).

Plus de 2000 espéces végétales dotées de propriétés insecticides ont été répertoriées
(Grainge&Armed, 1988). Les espeéces de la famille des Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae,
Lamiaceae et Canellaceae sont les principales familles les plus prometteuses comme source
de bioinsecticides (Benayad, 2008). Mais seulement 344 espéces ont une activité anti
culicidienne (Sukumaretal., 1991), particulierement les plantes aromatiques du genre
Artemisia, Cympogon, Lavandula, Mentha, Oreganum, Ocimum, Rosmarinus, Thymus et
les arbres aromatiques du genre Citrus, Eucalyptus, Eugenia et Melaleuca (Andreset al.,
2012).

Dans ce contexte, notre étude a été consacrée a I’extraction de 1’huile essentielle de M.
piperita et dedéterminerl'effet larvicide de cet huile & l'égard de deux especes de
moustiques, Culex pipiens et Culisetalongiareolata. L'activité insecticide a permis de
déterminer les parametres de létalité (CL25, CLsg et CLgo) et I’impact de cette huile sur la

durée de développement.
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Materiels et methodes

2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Présentation des Culicidae

Les moustiques sont des Arthropodes appartenant a la classe des Insectes, a I’ordre des
Dipteres et a la Famille des Culicidae. Ils sont caractérisés par des antennes longues et fines
a multiples articles, des ailes pourvues d’écailles, et des femelles possédant de longues
piéces buccales en forme de trompe rigide de type piqueur-suceur (OMS, 1999). lls
constituent le plus important groupe de vecteurs d’agents pathogénes a ’Homme et aux

animaux.

2.2. Cycle de vie des Moustiques

Les moustiques sont des insectes holométaboles,leur cycle biologique comprend une
phase aquatique et une phase aérienne. Les adultes ou imago, sont aériens alors que les
ceufs, les larves et les nymphes constituent les stades pré-imaginaux et vivent dans 1’eau
douce le plus souvent ou parfois saumatre. La durée totale du développement, fortement
influencée par la température, est de 10 a 15 jours pour les zones tropicales (Bendali-
Saoudi, 2006).
- (Euf : Suite a I’accouplement qui a eu lieu peu de temps apres I’émergence des adultes,
les femelles fécondées déposent entre 200 et 400 ccufs (Bendali, 1989),
perpendiculairement a la surface de 1’eau (Urquhart et al., 1996 ; Wall &Shearer, 1997).
Les ceufs, sous forme cylindrique et de couleur blanchatre au moment de la ponte,
deviennent grisatre ou noiratre aprés quelque heures. Cette coloration due a I’oxydation de
certains composants chimiques de la theque au contact de 1’eau ou I’air. L’ceuf est pourvu
d’un opercule qui s’ouvre vers le bas au moment de 1’éclosion et la larve se dégage de ce
dernier grace a une épine chitineuse qui se situe au niveau de la téte (Rhodain & Perez,
1985).

- Larve : La larve passe par 4 stades de développement : L1, L2, L3 et L4, séparés par une
mue, lui permettant de passer d’environ 2 a 12 mm. Les larves sont mobiles et respirent a la
surface de I’eau par I’intermédiaire d’un siphon respiratoire situ¢ a I’extrémité de
I’abdomen. Elles se déplacent par saccades et se nourrissent de divers micro-organismes
(particules végétales, bactéries et levures) (Urquhart et al., 1996 ; Andreo, 2003). Les
larves sont apodes, se déplacent rapidement et leur pieces buccales sont de type broyeur. Le
corps de la larve est constitué de 3 parties : la téte incluse dans une capsule sclérotinisée, le
thorax comprenant 3 segments fusionnés et 1’abdomen pourvu de 9 segments : le dernier
segment abdominal est courbé ventralement a son extrémité postérieure ou se situe 1’anus.

4
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Apres chaque mue, la larve se fixe a proximité de 1’exuvie abandonnée et au terme de cette

période se métamorphose en nymphe (Rhodain& Perez, 1985).

- Nymphe : La nymphe ou pupe également aquatique, a une forme de virgule et mobile
mais ne s’alimente pas durant toute la durée de ce stade, qui varie entre 2 a 5 jours. Elle
préléve 1’air atmosphérique grace a deux trompettes respiratoires situées sur le
céphalothorax. Son corps est constitué de 2 parties : un large céphalothorax (antennes,
trompe, pattes et ailes) et un abdomen sous forme d’une queue permet de distinguer les
sexes. Chez les femelles, la queue est plus courte (Guitsevitch et al., 1974 ; Rhodain &
Perez, 1985). Le stade nymphal est un stade de transition au métabolisme extrémement
actif, au cours duquel I’insecte subit de trés profondes transformations morphologiques et
physiologiques qui ’aménent du stade larvaire, aquatique et saprophyte, a la forme adulte,
aérienne et habituellement hématophage chez les femelles (Alayat, 2012). A la fin de ce
stade, le tégument se desseche alors au contact de I’air et il se forme une déchirure en T sur
sa face dorsale sous I’effet de I’augmentation de la pression interne (Kettle, 1995). Par
cette ouverture, le moustique adulte dégagera successivement son thorax, sa téte, ses pattes,
son abdomen, abandonnant dans 1’eau 1’exuvie nymphal. Ce phénoméne de 1’émergence
dure environ 15 minutes durant lequel ’insecte se trouve exposé sans défenses a de

nombreux prédateurs de surface (Vinogradova 2003).

- Adulte : Les adultes comme tous les diptéres, possédent une seule paire d’ailes
membraneuses longues et étroites pourvues d’écailles le long de ses nervures, repliées
horizontalement au repos. La deuxieme paire est réduite a une paire de balanciers. Ils
possédent un corps mince qui se divise en trois parties : la téte, le thorax, et I’abdomen. Ils
se reconnaissent facilement par la présence d’écailles sur la majeure partie de leur corps.
Au niveau de la téte, I’imago se différencie des autres familles de diptéres par des antennes
longues, fines et articulées. Les femelles se distinguent facilement des males par la
présence des antennes plumeuses. Elles possédent de longues piéces buccales de type
piqueur-suceur(Wolfgang & Werner, 1988).

2.3. Présentation de Culiseta longiareolata (Aitken, 1954)

Culiseta longiareolata a une taille qui varie de 3 a 5 mm. C'est une espéce multivoltine
et rurale, les femelles sont sténogrammes et autogenes. Elles piquent de préférence les
vertébrés surtout les oiseaux, trés rarement 1’humain. L’espéce est considérée comme un
vecteur de plasmodium d’oiseau (Bruhnes et al., 1999). La larve de cette espece se
caractérise par un siphon court et conique avec des dents du peigne siphonal plantées

5
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irregulierement. Chez 1’adulte, on remarque la présence au moins d’une tache d’écaille
sombre sur I’aile, le thorax avec trois bandes blanches longitudinales et 1’absence des soies
longues et fortes au niveau du lobe basal du gonocoxite.Cette espéce peut présenter une
diapause hivernale chez les imagos femelles (régions froides) et chez les larves (régions
tempérées). Les adultes sont présents toute I’année avec un maximum de densité au
printemps et un autre en automne (Bruhnes et al., 1999). C.. longiareolata est une espece a
large répartition, elle est trés commune dans toute 1’Afrique méditerranéenne (Abdel-
Malek, 1960) et I’espece la plus abondante dans la région de Tébessa (Tine-Djebbar et al.,
2016).

La position systématique de C.longiareolata Aitken, 1954 est la suivante :

Régne Animalia
Sous-régne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Super-classe Protostomia
Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Infra-classe Neoptera
Super-ordre Endopterygota
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Infra-ordre Culicomorpha
Famille Culicidae
Sous-famille Culicinae
Genre Culiseta
Espece Culiseta longiareolata(Aitken, 1954).

2.4. Présentation de Culex pipiens (Linnég, 1758)

Culex pipiens est le moustique le plus fréquent dans le monde (Faraj et al., 2006). 1l est
capable de se développer dans toutes les régions du globe (Resseguier, 2011). Cette espéce
rurale a activité nocturne et domestique est active pendant toute 1’année et atteint son
maximum de développement pendant les saisons chaudes (Faraj et al., 2006). C.. pipiens
existe sous deux formes : la forme molestus, anthropophiles, autogéne, sténogramme (peut
s’accoupler dans des espaces confines), urbaine et reste en activit¢ durant la période
hivernale (homodynamique). La forme pipiens, ornithophile, anautogene, eurygame
(s’accouple en plein air) et entre en diapause pendant I’hiver (hétéro dynamique)
(Schaffner et al., 2001).

L’adulte de C.pipiens se caractérise par le tergite Ill avec une bande antérieure

claire.Chez la larve, le mentum contient 8 dents ou plus de part et dautre de la dent
6
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médiane ; les écailles du 8™ segment sont toutes sans épine médianeet la dent distale du

peigne siphonal est formée de 3 a 5 denticules basaux.

La position systématique de C. pipiensLinné, 1758 est la suivante :

Régne Animalia
Sous-régne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Super-classe Protostomia
Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Infra-classe Neoptera
Super-ordre Endopterygota
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Infra-ordre Culicomorpha
Famille Culicidae
Sous-famille Culicinae
Genre Culex

Espéce Culex pipiens(Linné, 1758).

2.5. Elevage au laboratoire

Les ceufs et les larves de moustiques sont récoltés dans des sites situés au niveau de
différentes régions de la ville de Tébessa. Les larves sont élevées dans des récipients
contenant 150 ml d'eau déchlorurée et nourries avec 0,04 g du mélange biscuit 75% -
levure 25% (Rehimi&Soltani, 1999).

Figure 01 : Les sites d'élevages des moustiques.
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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'ceufs par rapport aux

femelles nourries de sucre seulement (Wiggles, 1972).

Lorsque les larves atteignent le stade nymphal, elles sont placées dans des récipients et
déposées dans des cages ou elles se transformeront en adultes. Ces derniers sont nourris de

raisin sec et de datte.

2.6. Description botanique deMenthe poivrée : Mentha piperita(Linné, 1753)

Les Menthes, du nom latin Mentha, font partie de ce grand cortege de substances, ce
sont des plantes vivaces, herbacées indigenes et tres odorantes appartenant a la famille des
Lamiaceae (Jahandiez & Maire, 1932).Les Menthes conservent depuis 1’antiquité une
infinie diversit¢é d’emplois et occupent une large place dans la thérapeutique. Elles
fortifient tout le systéme des nerfs, donnant la vigueur aux uns pour mouvoir I’acuité, aux
autres pour sentir, mais non pour souffrir. Stimulant diffusible et aussi un sédatif diffusible,
la Menthe rend d’éminents services contre la nervosité et les différentes manifestations
nerveuses. Sur le plan des principes chimiques, la plupart des especes de Menthe doivent
leur odeur et activité a leurs huiles essentielles ou Essences de Menthe (Il Idrissi, 1982).Ces
essences tres odoriférantes ont un intérét industriel important. Elles sont souvent extraites
des plantes de la race cultivée avec de bons rendements.Ce sont toutes des plantes vivaces
herbacées de la famille des Labiées. Elles sont engénéral des plantes alimentaires,
aromatiques et médicinales: rafraichissantes, toniques, anesthésiques, antiseptiques,
antispasmodiques, antalgiques, fébrifuges, bactéricides, etc.... De méme, elles éloignent les
pucerons, et sont donc utiles pour protéger d’autres cultures. Les menthes englobent
environ 25 especes, mais qui ont une grande capacité a s’hybrider ce qui rend difficile leur
détermination précise. La principale espéce utilisée en pharmacie est la menthe poivrée,
Menthax piperita qui est un hybride stérile apparu en 1996 a Mitcham (pres de Londres)
entre Mentha aquatica et Mentha spicata(Botineau, 2010).La menthe poivrée est une
plante vivace par son rhizome qui s'accroche dans la terre, elle se propage par stolons. Ses
feuilles mesurent de 4 a 10 cm de long, elles sont ovales, vert fonce et se teignent de
nuances rougeatres au soleil et de rouge cuivré a I'ombre. Elles sont recouvertes de gros
poils sécréteurs arrondis dans lesquels s'accumulent les substances volatiles odorantes. Ses

tiges sont violacées de section carrée (Bruneton, 2009).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Rhizome
http://fr.wikipedia.org/wiki/Stolon_(organe)
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La position systématique de Mentha piperita(Paul, 1996) est la suivante :

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Mentha

Espéce Mentha piperita(Linne, 1753).

Figure 02 : photo de feuilles de Menthe poivrée.

2.7. Extraction et rendement del’HE par hydrodistillation

L'extraction a été faite au niveau du laboratoire de Biologie Animale a l'université de
Tébessa par un hydro distillateur de type clevenger. La collecte de plante a été faite au
mois de Février 2019dans la région de Tébessa. Apres séchage du matériel végétal a 1’air
libre et a I'ombre, 50g de la matiére seche de la partie aérienne des plantes avec 500 ml
d’eau distillée sont introduit dans un ballon d’une capacité d’un litre, a fond rond et a 3 cols
ou fioles, surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur. Le tout sera mis sur un chauffe
ballon & une température voisine de 100°C et raccordé avec le reste de I’appareil
d’extraction. Le mélange est porté a ébullition pendant 3 heures, pendant ce temps, la
vapeur se dirige vers le col du cygne puis dans le refrigérent ou elle se condense
rapidement et tombe, dans 1’ampoule de décantation, sous forme d’huile. Les huiles
essentielles recueillies ont été filtrées en présence de sulfate de sodium (Na,SO,) pour
¢éliminer les traces d’eau résiduelle. Elles sont ensuite récupérées et stockées a 4°C et a
I’obscurité dans un flacon en verre, hermétiquement fermé et couvert du papier aluminium
pour les préserver de I’air et de la lumicre. La quantit¢ d’huile obtenue est pesée pour le

calcul du rendement (Mawussi, 2008 ; Tchoumbougnang et al., 2009).
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Ampoulea
décanter

Ballon a fond
rond

Chauffe
ballon

Figure 0 3 : Photo d’un technique d'hydrodistillation
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le
poids de la matiere seche de la plante (AFNOR, 1987), évalué a partir de 3 extractions.ll

est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

R = PB/ Pa x 100 R= [EPB/ZPA] x 100

ou

R : Rendement en huile en %
Pg : Poids de I’huile en g
Pa : Poids de la matiére séche de la plante en g

2.8. Traitement et bio essais

L’HE dissoute dans I'éthanol sont appliquées (1ml) sur des larves du quatrieme stade
nouvellement exuviées de C. longiareolata et de C. pipiens.

Apres un screening préalable, les HE a été testé a différentes concentrations (CLs, CLsg
et CLgo). Trois répétitions comportant chacune 25 larves, ont été réalisees pour chaque
concentration. Une série témoin négatif (les individus ne subissent aucun traitement) et une
série témoin positif (les larves recoivent 1ml d'éthanol) sont conduites en paralléle. Le
traitement a été appliqué dans des pots contenant chacun 150 ml d’eau déchlorurée et de la
nourriture pendant 24 heures, selon les recommandations de 1’organisation mondiale de la
santé (OMS, 1963).Aprés cette période, les larves sont rincées puis placeées dans de
nouveaux récipients contenants de I'eau propre et de la nourriture.

Les mortalités ont été enregistrées apreés 24 heures d’exposition au HE puis corrigées
selon la formule d'Abbott (1925), afin d'éliminer la mortalité naturelle. Les pourcentages de

mortalités corrigées subissent une transformation angulaire selon les tables de Bliss (1938)
10
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in Fisher & Yates (1957). Les données ainsi normalisées font I'objet d'une analyse de la
variance a un critere de classification et un classement des doses par le test HSD de Tukey.
Enfin, la régression non linéaire exprimant le pourcentage de la mortalité corrigée en
fonction du logarithme de la dose a permis d’estimer les concentrations 1étales (CLs, CLsp

et CLg) ainsi que leurs intervalles de confiance (95% IC).

2.9. Détermination de la durée de développement

L'effet de ’'HE de M. piperita (CL2s et CLsg) sur le développementdes deux especes de
moustiques testées a été evalué. Ainsi, les durées du quatrieme stade larvaire et du stade
nymphal ontété calculé pour les insectes survivants. Les larves de quatriéme stade témoins
et traitées (n = 30 pour chaque concentration) ont étéplacés en groupes de 10 individus
dans les mémes conditionsd’écrit ci-dessus pour 1’élevage en masse, et de la nourriture a
été distribuéetous les jours (environ 0,09 mg). Le développement a été suivi chaque jour,

les pupes ont été transférées dans un nouveau conteneur jusqu'a émergence des adultes.

2.10. Analyse statistique
L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel MINITAB (version 16, Penn State
College, PA, USA) et GRAPH PAD PRISM 7. Les résultats obtenus ont été exprimés par
la moyenne + 1’écart-type (SD). Le test t de Student et I’analyse de la variance a un et deux

criteres de classification, ont été utilisés.
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3. RESULTATS
3.1. Rendement de I’huile essentielle

L’huile essentielle obtenue par hydro distillation des parties aériennes de Mentha
piperita est de couleur jaune claire avec une odeur agréable et avec un rendement de 1,46%
+0,04.

3.2. Essai insecticide de ’HE de M. piperita a I'égard de C. pipiens et C. longiareolata

Apres un test de screening, différentes concentrations de I’'HE de M. piperita ont été
appliquées sur les larves du quatrieme stade de C. longiareolata (10, 20, 30, 40, 50, 60 et
70 ppm) et de C. pipiens (30, 40, 50, 60 et 70 ppm). Des séries témoins négatifs (eau
seulement) et témoins positifs (cau+Iml d’éthanol) sont réalisées en paralléles. Aucune
mortalité n'a été observée dans les deux séries témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité varient de 8 £ 2,67 %
a la dose la plus faible (10 ppm) a 96,00 = 2,67% a la dose la plus forte (70 ppm) chez C.
longiareolata et de 5,33 + 2,31% a la dose la plus faible (30ppm) a plus de 100% a la dose
la plus forte (70ppm) chez C. pipiens (Tableaux 1 et 2, et Fig. 4). Les résultats montrent
une mortalité plus importante chez C. longiareolata par rapport a C. pipiens, traduisant une
plus grande sensibilité de cette espéce a I’action de I’HE de Mentha.

L’analyse de la variance a un critére de classification effectuée apres transformation
angulaire des pourcentages de mortalité révéle une différence hautement significative
(p<0,001) (Tableaux 3 et 4) entre les concentrations utilisées et cela chez C. pipiens et C.
longiareolata. Le classement des doses par le test HSD de Tukey révéle 1’existence de 5
groupes (Fig 4).

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du
logarithme des doses appliquées (Fig.5) a permis 1’estimation des valeurs des différentes
concentrations létales (CL) ainsi que leurs intervalles de confiance et le Slope(Tableau 5).

Tableaul.Toxicité de ’'HE de M. piperita (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées
de C.longiareolata: Mortalité corrigée (%)(m £ SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25
individus).

Concentrations 10 30 50 70
(Ppm)
R1 4,0 32,0 72,0 92,0
R2 8,0 24,0 60,0 96,0
R3 12,0 36,0 60,0 100,0
m + SD 80+4 30,7+ 6,1 64,0 + 6,93 96,0+ 4

14
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Tableau 2. Toxicité de 'HE de M. piperita (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement
exuviées de C. pipiens : Mortalité corrigée (%)(m = SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25
individus).

Concentrations 30 40 50 60 70
(Ppm)
R1 4 28 48 92 100
R2 4 28 56 84 100
R3 8 24 52 88 100
m +SD 5,331+2,31 26,67+2,31 5244 8814 10040,0

Tableau 3. Toxicité de ’HE de M. piperita(ppm), appliquées sur les larves4 nouvellement exuviées
de C.longiareolata: Mortalité corrigée (%) (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25
individus) : Analyse de la variance a un critére de classification aprés transformation angulaire des
mortalités enregistrées (%).

Source de SCE Ddl CM Fobs P
variation

Traitement 6522 3 2174 108,5 0,001***
Erreur résiduelle 160,3 8 20,04

Total 6682 11

*** différence hautement significative (p<0,001). SCE : somme des carrés des écarts ; ddl : degré de liberté ;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de signification.

Tableau 4Toxicité de ’HE de M. piperita(ppm), appliquées sur les larves4 nouvellement exuviées
de C. pipiens: Mortalité corrigée (%) (m = SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25
individus) : Analyse de la variance a un critére de classification aprés transformation angulaire des
mortalités enregistrées (%).

Source de SCE Ddl CM Fobs P
variation

Traitement 9880 4 2470 435,6 0,001 ***
Erreur résiduelle 56,71 10 5,671

Total 9937 14

*** différence hautement significative (p<0,001). SCE : somme des carrés des écarts ; ddl : degré de liberté ;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de signification.
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Figure 04.Toxicité de I’HE de M. piperita (ppm), appliquée sur des larves 4 nouvellement exuviées
de C. longiareolata(A) et C. pipiens(B) : Mortalité corrigée (%) (m + SD, n=3 répétitions de 25
individus chacune). Les lettres représentent le classement des doses selon le test HSD de Tukey.
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Figure 07. Effets de I’HE de M. piperita, appliquée sur les larves 4 de C. longiareolata(A) et C.
pipiens(B) : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction du
logarithme des doses. R*= 98%.

Tableau 5 .Toxicité de I’HE de M. piperita, appliquée sur des larves 4 nouvellement exuviées de C.
longiareolata et C. pipiens :Détermination des doses létales et leurs intervalles de confiance (95%).

Especes Hill Concentrations létales (ppm)

C. 3,40 20,25 39 74.33

longiareolata [15,70-29] [28,98 - 44,29] [63,49 - 75,95]

C. pipiens 7,20 40,85 47,58 150,38
[34,99-46,28] [43,73-51,77] [54,20- 76,91]
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3.3. Impact de ’HE de M. piperita sur la durée de développement a I'égard de C.
pipiens et C. longiareolata

L’huile essentielle de M. piperitaNest utilisée avec deux concentrations létal (CL,s et
CLso) sur les larves du quatrieme stade nouvellement exuviées chez deux espéces de

moustique Culex pipiens et Culiseta longiareolata.

L’effet d’huile essentiellede M. piperita (CLys et ClLsg) sur la durée du
développement mesurée sur les individus survivants larves et pupes de quatrieme stade de
C. longiareolata et C. pipiens sont présentés dans les tableaux 6 et 7. La comparaison des
moyennes montre que I’huile essentiellede M. piperita avec la CLsy révelé un effet
significatif avec une augmentation de la durée de développement pour les deux espéces,
larve L4 (C. longiareolata: p=0,038, C. pipiens: p=0,038) et nymphe (C. longiareolata: p
=0,020, C. pipiens: p =0,020). Par contre la concentration CL,s provoque une augmentation
non significatif pour les deux espéces donc la CLsy de I’huile essentielle de M. piperita

affectée ladurée de développement avec une relation concentration-réponse.

Tableau 6 : Effet d’huile essentielle de M. piperita (CL25et CL50) sur la durée du
développement (jour) chez les larves du quatrieme stade et stade nymphal pour Culex
pipiens (m £ SD, n = 3 répétitions comportant chacune 20 individus). Comparaison des
moyennes pour un méme stade entre les différentes séries (lettres minuscules).

Stade Témoins CL 25 CL 50
L4 6,33+ 0,57 a 7,66+0,57b 8,00+1,00c
Nymphe 433+057a 566+0,57b 6,66 + 0,57 ¢

Tableau 7 : Effet d’huile essentiellede M. piperita(CL25 et CL50) sur la durée du
développement (jour) chez les larves du quatrieme stade et stade nymphal pour C.
longiareolata (m £ SD, n = 3 répétitions comportant chacune 20 individus). Comparaison
des moyennes a différents stades pour une méme série (lettres majuscules) et pour un
méme stade entre les différentes séries (lettres minuscules).

Stade Témoins CL 25 CL 50
L4 7,33+0,57 a 8,33+0,57 a 9,66 +0,57b
Nymphe 5,33+0,57 a 6,33+0,57b 7,66 +0,57 c

3.4. Effet d’huile essentiellede M. piperitasur le sexea I’égard de deux espeéces de
moustique Culex pipiens et Culisetalongiareolata :
L’effet d’huile essentiellede M. piperita(CL25 et CL50) sur le sexe sur les individus

survivants adultes de C. longiareolata et C. pipiens sont présentes dans les tableaux 8 et
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9.La comparaison des moyennes avec la série témoins montre que 1’huile essentielle de M.
piperita avec les deux concentrations révélé un effet significatif avec une augmentation du
nombre des adultes méle et une diminution du nombre des femelles par rapport aux
témoins chez C. longiareolata (adulte male: p=0,026, adultes femelles: p=0,020) (adulte
male: p=0,000, adultes femelles: p=0,003) avec CL25 et CL50 respectivement. Par contre
la concentration CL25 provoque une diminution non significative du nombre des femelles
par rapport aux témoins chez C. pipiens. Mais les deux concentrations provoque une
augmentation significatif (CL25: p=0,026 ; CL50: p=0,000) au male pour les deux
espéces donc la CL50 de I’huile essentielle de M. piperita affectée le ratio sexe avec une

relation concentration-réponse.

Tableau 8: Effet d’huile essentielle de M. piperita (CL25 et CL50) sur le sexe (adulte)
chez les adultes méle et femelle Culex pipiens (m = SD, n = 3 répétitions comportant
chacune 40 individus). Comparaison des moyennes a différents stades pour une méme série
(lettres majuscules) et pour un méme stade entre les différentes séries (lettres minuscules).

Stade Témoins CL 25 CL 50
femelle 14.66 + 0574 7.00 + 1,00a 4334152 b

Male 17.33 + 0,57a 21,33 + 1,53b 1533+ 152 ¢
Rapport 0,84 0,32 0,28

(femelle/male)

Tableau9 : Effet d’huile essentielle de M. piperita (CL25 et CL50) sur le sexe (adulte)
chez les adultes male et femelle pour Culiseta longiareolata (m + SD, n = 3 répétitions
comportant chacune 10 individus). Comparaison des moyennes a différents stades pour une
méme série (lettres majuscules) et pour un méme stade entre les différentes séries (lettres
minuscules).

Stade Témoins CL 25 CL 50
femelle 15,00 + 1,00 a 6,67 +152b 3,33 152 C

male 1367+ 153a 19,00 + 1,00 b 2267 152 ¢
Rapport 1,09 0,35 0,14

(femelle/male)

18




6\

DISCUSSION




Disccusion

5. Discussion
5.1. Rendement d’huile essentielle

Le rendement de I’huile essentielleextraite de M. piperita est del,46 de la matiére seche
de la partie aérienne de la plante. Ces résultats sont supérieurs a ceux signalés dans
certaines régions de I'Algérie. Le bon rendement des huiles obtenu dans cette étude, peut-
étre d0 au climat semi-aride qui caractérise la région de Tébessa et il est bien connu que les
rendements maximaux sont obtenus dans les régions a climat sec (Ouibrahim, 2014).

Ayaidia (2011) a signalé également une variation du rendement des huiles de M.
piperita selon les régions de collecte de la willaya d'Ouargla, avec des taux de 0,8% dans la
région de Hdjira, de 0,45% dans la région de Beld et Omor et de 0,72% dans la région
d'Awinet Moussa. De méme, Pavela et al. (2014) ont signalé des rendements variant de
0,69% a 2,33% pour la méme espéce, cultivée dans les mémes conditions de culture. Le
rendement d’extraction des huiles de Mentha spicata et de Mentha piperita cultivées au
Bénin sont respectivement de 1,06 % et de 1,2 % (Dahouénon-Ahoussi et al., 2010).Le
rendement des HEs extraites des plantes utilisées dans notre travail, est inférieur a celui de
M. piperita(1,72 %), de M. pulegium(2,33 %) et de M. suaveolens (4,33 %) cultivées au
Maroc(Benayad, 2008).

Cette variabilit¢ en huile essentielle, sur le plan rendement, peut s’expliquer par
différents facteurs d’origine intrinséque, spécifique au bagage génétique de la plante ou
extrinséque, lié aux conditions de croissance et de développement de la plante (Maffeir &
Sacco, 1987 ; Bruneton, 1999). Ces différences sont dues également a plusieurs facteurs
tels que l'origine géographique, les facteurs écologiques notamment climatiques (la
température et I’humidité), I’espece végétale, 1’organe végétal, le stade de la croissance, la
période de cueillette, la conservation du matériel végétal et la méthode d’extraction
(Granger et al., 1973; Rosua& Granados, 1987 ; Fournier etal., 1989 ; khajehet al.,
2004 ; 2005 ; Viljoen et al., 2006; Sefidkon et al., 2007). La teneur en huiles essentielles
dépend également du moment de la récolte car les sommités fleuries et les feuilles récoltées
aprés la floraison perdent 70% de leurs huiles essentielles par évaporation (Salle &
Pelletier, 1991).

5.2. Toxicité des HEsa I'égard des moustiques
La toxicologie est 1’étude des effets nocifs d’une substance chimique naturelle ou

synthétique sur les organismes vivants, dont le but sert & les évaluer en fonction de leurs
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doses. Les tests toxicologiques sont adoptés pour tester la sensibilité des larves, vis-a-vis
des insecticides utilisés en campagnes de lutte (OMS, 1963), ils sont nécessaires d’évaluer
les concentrations létales (CLsg et CLgo).

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes comme
moyen de défense contre les ravageurs phytophages (Csekeetal., 1999). Ces extraits
contiennent en moyenne 20 & 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu
complexes, leur mécanisme d’action est méconnu et relativement peu d’études ont été
réalisées a ce sujet (Isman, 2000). On considere que les biopesticides a base d’huiles
essentielles peuvent étre des outils de choix dans les programmes de gestion de la
résistance des insectes aux pesticides. Avec les mécanismes d’action particuliers de ces
biopesticides, ils peuvent étre utilisés seuls et a répétition sans potentiellement inciter le
développement de la résistance chez les insectes (Windley et al., 2012). lls peuvent
également étre utilisés en alternance avec les pesticides de synthése afin de prolonger leur
durée de vie. Les biopesticides ont plusieurs cibles, ils peuvent affecter le systeme nerveux
des insectes provoquant la paralysie et par la suite la mort de ces derniers, modifier la
conductance de plusieurs canaux ioniques (calcique, potassique, sodique), perturber la
disposition des doubles couches lipidiques et peuvent également agir au niveau des
terminaisons pré-synaptiques (Windley et al., 2012). Ces multiples cibles des biopesticides
s’opposent a 1’apparition du phénomene de résistance chez les insectes.

La toxicité évaluée a partir du taux de mortalité enregistrée apres traitement, dépend des
doses administrées. Notre étude a pour but de tester la toxicité des huiles essentielles
extraites de trois plantes L. dentata, M. piperita et O. basilicum a I’égard des larves du
quatrieme stade nouvellement exuviées de C. longiareolata et de C. pipiens, dont les
résultats montrent une activité larvicide de toutes les HEs appliquées avec une relation
dose-réponse. De plus, on note que les HEs de M. piperita sont les plus toxiques et que les
larves de C. pipiens sont plus résistantes que celles de C. longiareolata.

Lee etal. (2001) a montré la toxicité du limonene isolé de Mentha arvensis L. contre
une espece de coléoptére, Sitophilusoryzae. La toxicité de ce constituant a été mise en
évidence lors de 1’évaluation de I’activité larvicide de 14 composés mono terpéniques vis-

a-vis d’une espéce de moustique, AedesaegyptiL. (Santos et al., 2011).

Dans des travaux antérieurs, les propriétés insecticides de certaines huiles essentielles
ont été testées particulierement sur les larves de moustiques. Nous citons a cet effet, les

travaux de Michaelakis et al. (2011) quimontrent que les huiles extraites de trois espéces de
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Mentha : M. pulegium, M. piperita et M. spicata possédent une activité larvicide a I'égard
de C. pipiensavec des CLs de 1’ordre de : 46,4 ; 40,28 et 27,23 ppm respectivement. Par
ailleurs, Singh et al. (2003) révele une activité larvicide des HEs extraites d’Ocimumcanum
avec des concentrations létales (CLso=301, 340 et 234ppm respectivement) supérieures a
celles trouvées au cours de notre expérimentation et cela a 1’égard de trois especes de
moustiques : A. aegypti, C. quinquefasciatus et A. stephensi.

D’autre part, I’application des HEs extraites de quatre plantes,provoque une toxicité a
I’égard des larves d’Aedesaegypti avec une ClLsy et Clgg de47,54 et 86,54 ppm pour
Mentha piperita, de 40,5 et 85,53 ppm pour Zingiber officinale, de 115,6 et 193,3 ppm
pour Curcuma longa et de 148,5 et 325,7 ppm pour O. basilicum (Kalaivani et al., 2012).
L’étude de Amer & Mehlhorn (2006) sur I’activité larvicide des HEs extraites de 41 plantes
a I’égard des larves 3 d’Aedesaegypti montre que L. angustifolia, M. piperita et O.
basilicum induisent une mortalité de 63,3%, 53,3% et 86,7% respectivement aprés 24h de
traitement, avec une concentration de 50 ppm.

Les travaux de Pavela et al. (2014) ont montré que le traitement par les HEs de 8
échantillons de la méme espece, M. piperita sur les larves 3 de C. quinquefasciatus
provoque un effet toxique avec des CLsg variant de 54 - 141ppm et des CLgg variant de

88 — 577 ppm.Les études de Manzoor et al. (2013) réalisées sur cinq plantes a I'égard des
larves 3 ont révélées l'efficacité de I'0. basilicum a 1’égard d’AeAegypti et C.
quinquefaciatus comparativement aux autres plantes, avec des CLs (75,35ppm et 92,30 ppm

respectivement) similaires a celles trouvées au cours de nos expérimentations.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

6. Conclusion et perspectives

En raison des problémes liés a I'utilisation des insecticides chimiques et leur impact nocif
sur la santé et I’environnement, le recours a des alternatifs naturels remplacant les insecticides
de synthese et présentant des avantages écologiques et économiques, s’avere nécessaire. Les
huiles essentielles sont des substances aromatiques, d’une composition chimique complexe,
ce qui leur confére des propriétés insecticides trés intéressantes et le développement de la

résistance trés lent, comparativement aux insecticides de synthése.

L’HE de M. piperita appartenant a la famille de Lamiaceae présente un rendement de

1,46% de la matiere seche de la partie aérienne.

Cette HE a été testée sur Culiseta longiareolata et Culex pipiens, les especes de
moustiques les plus abondantes dans la région de Tébessa. Leurs actions ont été évaluées sur

plusieurs aspects : toxicologique, durée de développement et ratio sexe.

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer les concentrations létales (CLs, CLsg
et CLgo) de I’huile a 1’égard des larves du quatrieme stade nouvellement exuviées de C.
longiareolata et C. pipiens. Elle révele un effet insecticide avec une relation dose-réponse.
De plus, C. pipiens est I’espéce la plus résistante aux traitements appliqués comparativement a

C. longiareolata.

Cette huile provoque une augmentation de la durée de développment chez les traités
comparativement aux témoins.De plus, Les résultats révelent une augmentation significative
de nombre des adultes males par rapport aux adultes femelles.

Cette etude basée sur l'utilisation des plantes aromatiques comme insecticide, ouvre de
larges perspectives dans le domaine des connaissances fondamentales d'une part et dans le
domaine appliqué d’autre part. A I’avenir, il serait intéressant de compléter le présent travail

par :

» Evaluation de I’effet des principes actifs (composants majoritaires) des huiles
essentielles des plantes et leur formulation pour leur application comme biocide.

» Etude de I’'impact des HEs sur le potentiel reproducteur de ces espéces de moustiques.

» Etude de I’effet répulsif et fumigant de ces HEs a 1’égard des adultes males et femelles
des especes testées.

» Evaluation de I’activité antibactérienne, antifongique et antioxydante de ces HEs.
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