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Theme: Effect of essential oils extracts from two plants (Mentha piperita and
Ocimum basilicum) on biomarkers biochemical from the larvae from Culiseta

longiareolata.

Abstract

The fight by botanical insecticides is very recommended, among the means

implemented by the plants to defend oneself against their depredators.

In this context, the purpose of this work is to evaluate the answers of the
populations of the species of mosquito, Culiseta longiareolata most widespread in the
area of Tébessa to the impact of a new insecticide based on essential oils of tow plant

menthe, Mentha piperita and basilica, Ocimum basilicum.

The essential oil yield of Mentha piperita and Ocimum basilicum provided a
significant rate of 2.01 % and 1.56 % according to the dry vegetable matter
respectively.

The statistical results carried out between the series control and treated with
various times (24h, 48h and 72h) confirm that the essential oils of menthe and basilica
have an effect on the biomarkers oxidizing stress: provoked an increase of the activity
of the CAT and rate of MDA. These essential oils also has an effect on the
biochemical compositions: An increase in lipid and a reduction out of protein and

carbohydrates.

Key words: Culiseta longiareolata, essential oils, Mentha piperita, Ocimum

basilicum, CAT, MDA and compositions biochemical.



Théme : Effet des huiles essentielles extraites de deux plantes (Mentha piperita et Ocimum

basilicum) sur les biomarqueurs biochimiques des larves de Culiseta longiareolata

Résumé

La lutte par les insecticides végétales est trés recommandée, parmi les moyens mis en

ceuvre par les plantes pour se défendre contre leurs déprédateurs.

Ce travail a pour but d’évaluer les réponses des populations d’une espéce de moustique,
Culiseta longiareolata la plus répandue dans la région de Tébessa a 1I’'impact d’un nouvel
insecticide a base d’huiles essentielles de deux plantes : le menthe, Mentha piperita et le

basilic, Ocimum basilicum

Le rendement en huile essentielle de Mentha piperita et Ocimum basilicum a fourni un

taux important de 2.01 % et 1.56% en fonction de la matiere végétale seéche, respectivement.

Les résultats statistiques effectuées entre les séries témoins et traitées aux différents
temps (24h, 48h et 72h) confirment que les huiles essentielles de la menthe et le basilic ont un
effet sur les biomarqueurs du stress oxydant : Une augmentation de l'activité de la catalase et
du taux du MDA. Ces HE ont un effet également sur les compositions biochimiques : Une

augmentation en lipide et une diminution en protéine et en glucide.

Mots clés : Culiseta longiareolata, Huiles essentielles, Mentha piperita, Ocimum basilicum,

Catalase, MDA et compositions biochimiques.
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Introduction

1. Introduction

Les Arthropodes sont I’un des embranchements les plus importants du régne animal,
avec plus d’un million d’espece connue, dont les trois quarts sont des insectes. Ces derniers
constituent plus de 50% de la diversité de la plancte et pres 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

(Soltani- Mazoun & soltani, 1995).

Les insectes sont les premiers Arthropodes a avoir peuplé la terre (lecointre, 2001).
Parmi ces insectes on peut trouver les Culicidae qui sont des Mécoptéroides Nématoceres
remarquables par I’évolution progressive qui affecte parallelement 1’imago et la larve. Ils
occupent la premicre place, soit par le role de vecteur d’organismes pathogenes de certains
de ses représentants, soit par la nuisance d’autres. Au cours des dernieres années, le
moustique est devenu trés répandu dans la région présaharienne et peut menacer de propager

des maladies graves (Merabeti, 2010).

Les moustiques font partie de la classe des hexapodes, de ’ordre des Dipteres, et de la
famille des Culicidés (Lacey & Orr, 1994). IlIs sont des vecteurs de plusieurs agents
pathogeénes puisque leurs caractéres hématophages leurs conférent 1’état d’ectoparasites
temporaires, transmettant a ’homme et aux animaux diverses maladies. La malaria avec
300- 500 millions de cas infectés et 1,5-2,7 million de morts par année, la filariose
lymphatique avec 120 cas, la dengue avec 50 millions de cas, la maladie de chaggas avec
16-18millions de cas infectés et 45000 cas de mort par an, I’onchocercose avec 18 millions
de cas d’infections et 270000 cas d’aveuglement et enfin, la leishmaniose avec 12 millions
de cas infectés (Nuttall, 1997), et d’autres maladies incluant la trypanosomiase africaine, la

fievre jaune, I’encéphalite, la peste et le typhus (Govindarajan, 2010).

A ce jour, 3530 especes de moustiques sont décrites au niveau mondial (Becker et al.,
2003). En Algérie Culiseta longiareolata est considéré parmi les especes les plus

abondantes et a une grande importance médicale et vétérinaire (Gomes et al., 2009).

Pour lutter activement contre les Culicidaes plusieurs méthodes ont été entreprises
dans le monde, comprenant la lutte chimique et la lutte biologique (Berliner, 1915). Les
insecticides chimiques sont la principale stratégie du contréle. Cependant, leur utilisation
massive et continue a provoqué divers inconvénients, comme les risques de contamination

ou accumulation dans le sol, I’eau et les denrées récoltées, le développement de résistances




CMatéricls
Vi
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Matériels et méthodes

2. Matériels et méthodes

2.1. Présentation de ’insecte

Culiseta longiareolata est un insecte nuisible a métamorphose compléte, c'est-a-dire que
la larve ne ressemble pas a I’adulte, plus abondant dans les régions chaudes. Il fait partie des
Dipteres, famille des Culicidés. Ce moustique a une taille qui varie de 3 a 5 mm (Villeneuve
& Désiré, 1965). 11 possede un corps mince et des pattes longues et fines avec des ailes

membraneuses, longues et étroites (Figure 01).

L’identification de cette espece, ne présente pas de difficultés ; ses antennes non
spéculées et son siphon treés court presque conique et a une selle du segment anal interrompue

sont des caracteres tres originaux (Abdel-Malek, 1960).

Culiseta Longiareolata est une espece multivoltine, et 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).

Les ceufs de Culiseta Longiareolata ont une forme cylindro-conique, groupés en nacelle
porte environ 50 a 200 ceufs (Boulkenafet, 2006) (Figure 02). Les larves sont de types
carnivores, caractérisées par un peigne siphonal dont ses dents sont implantées
irrégulierement (Figure 03). Chez 1’adulte, on remarque la présence au moins d’une tache
d’écailles sombres sur I’aile (Figure 04), le thorax avec trois bandes blanches longitudinales et
I’absence des soies longues et fortes au niveau du lobe basal du gonocoxite (Figure 05, 06).
Les femelles sont sténogames et autogenes. Elles piquent de préférence les vertébrés surtout
les oiseaux, trés rarement [’humain. L’espeéce est considérée comme un vecteur de

plasmodium d’oiseau (Bruhnes et al., 1999).

Culiseta Longiareolata est une espece a large répartition qui est présente dans le sud de
la région paléarctique dans les régions orientale et afro-tropicale. Elle est trés commune dans

toute I’ Afrique méditerranéenne (Abdel-Malek, 1960).
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Figure 02 : Nacelle d’ceufs de Culiseta
Longiareolata (Gr : X 40).

Figure 01 : Culiseta longiareolata.

Figure 03 : Dents du peigne siphonal Figure 04 : Taches d'écailles sombres sur
(fleche) de Culiseta longiareolata (Gr : X laile (fleche) de Culiseta longiareolata
40). (Gr : X 40).

=S
Figure 05 : Trois Bandes blanches Figure 06 : Lobe basal du gonocoxite
longitudinales  (fleche) de  Culiseta (fleche) de Culiseta longiareolata (Gr : X
longiareolata (Gr : X 40). 150) (Tine-Djebbar, 2009).
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2.1.1. Position systématique

La position systématique de Culiseta Longiareolata est la suivante :

Tableau 01 : Position systématique de Culiseta Longiareolata.

Reégne 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
Espéce Culiseta longiareolata (Aitken, 1954).

2.1.2. Cycle de développement

La biologie de I’adulte est particuliere dans le sens ou, la femelle, pour amener ses ceufs
a maturité, a un besoin vital de sang. En effet, ce repas de sang apporte la chaleur et les
protéines nécessaires au développement des ceufs (Rageau et al., 1970). La vie de cet espece
est composée de 3 stades distincts : les stades larvaires, nymphal (tous deux aquatiques) et le

stade adulte (aérien) (Figure 07) :

Les ceufs : les femelles pondent les ceufs sur la surface des gites différents (bassins,
puits abandonnés, trous des rocher, mers, étangs, canaux, citernes, eau de pluie...), dont I’état
de I’eau est toujours stagnant et riche en matiéres organiques. Ces gites sont permanents ou
temporaires, ombragés ou ensoleillés, remplis d’eau douce ou saumatre, propre ou pollué¢e
(Paul, 2009). Les ceufs sont fusiformes, ils ont une taille de 0,5 a 1 mm. Au moment de la
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ponte ils sont blanchatres et prennent rapidement, par oxydation de certains composants

chimiques de la theque ; une couleur noire (Peterson, 1980).

Les larves : le développement des larves a ce stade est exclusivement aquatique, leur
déplacement est assuré par des mouvements frétillants caractéristiques, et leur évolution
comporte quatre stades, de taille variant de 2 mm a 12 mm (Boulkenafet, 2006). Les larves
vivent environ 10 jours. La rapidité du développement des larves dépend de la quantité de

nourriture contenue dans 1’eau du gite (Peterson, 1980).

Les nymphes : la nymphe ou pupe est en forme de virgule, mobile, présente un
céphalothorax fortement renflé avec deux trompettes respiratoires (Boulkenafet, 2006). La
nymphe, également aquatique, éphémere (de 1 a 5 jours), ne se nourrit pas. Il s’agit d’un stade
de transition, au métabolisme extrémement actif, au cours duquel I’insecte subit de profondes

transformations morphologiques et physiologiques préparant le stade adulte (Peterson, 1980).

Les adultes (ou I’imago) : une déchirure ouvre la face dorsale de la nymphe et ’adulte
se dégage lentement. L’adulte qui vient d’émerger est plutot mou ; en général, avant de
s’envoler, il reste a la surface jusqu’a ce que ses ailes et son corps sechent et durcissent.
L’adulte pourra enfin voler de ses propres ailes, et leur corps est rigide grace a la membrane
chitineuse mince, il est composé de trois parties la téte, le thorax et 1’abdomen bien

différencie (Boulkenafet, 2006).
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Repas sanguin de
la femelle

Vie aérienne
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Croissance en 4
stades larvaires
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Figure 07 : Cycle de développement de Culiseta Longiareolata.
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2.2. Technique d’élevage

Les ceufs et les larves de moustiques sont récoltés dans des citernes (2mx1mx1m)
situées au niveau de différentes régions de la ville de Tébessa (Wilaya de Tébessa) (Figure
08). Les larves sont élevées au laboratoire dans des récipients en plastique contenant d’eau
déchlorurée et nourries avec du mélange biscuit 75% levure 25% (Rehimi & Soltani, 1999).
L’eau est renouvelée chaque deux jours. Le régime alimentaire joue un grand rdle dans la
fécondité car les protéines permettent a la femelle de pondre plus d'ceufs par rapport aux
femelles nourries de sucre seulement (Wigglesworth, 1972). Lorsque les larves atteignent le
stade nymphal, elles sont placées dans des récipients et déposées dans des cages ou elles se

transformeront en adulte qui se nourrit de raisin sec et de datte.

Figure 08 : Les sites d’élevages des moustiques
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2.3. Présentation des plantes

2.3.1. Mentha piperita

2.3.1.1. Classification botanique

La position systématique de Mentha piperita est la suivante :

Tableau 02 : Classification botanique de Mentha piperita

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Mentha

Espéce Mentha piperita (Paul, 1996).

2.3.1.2. Description botanique :

Mentha piperita est une plante appartenant a la famille des lamiacées (Figure 09)
(Benayad, 2008). C’est un hybride entre la Menthe aquatique (Mentha aquatiqua) et la
Menthe verte (Mentha spicata) (Quezel et al, 1963).

Leur taille est environ 80 cm (Hans, 2007), c'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 foncé et se teignent de nuances rougeatres au soleil et de rouge
cuivré a l'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).
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a2

Figure 09 : Mentha piperita.
2.3.1.3. Composition chimique des huiles essentielles
La Mentha piperita contient principalement des huiles essentielles (1,5 % au

maximum), dont le mentho (entre 35 et 55%) et la menthone (entre 10 et 40%). (Paul, 1996).

-Huiles essentielles : (0.5 — 4 %) contenant surtout de (-)-menthol (35-55%), isomeres
comme le (+)- néomenthol (3%) et le (+)-isomenthol (3%), des esters de menthol (surtout
l'acétate et 1' isovalérianate de menthol), de la menthol (10-35%), du menthofurane, du
cinéole, divers monoterpénes ( menthéne, pinéne, phellandréne, limonene) et de faibles
quantités des qui terpene (viridiflorol) : les constituants de I'huile essentielle sont parfois
présent sous forme d'hétérosides Tanins : caractéristique des lamiacées ( 3.5-4.5%) ; surtout
de l'acide rosmarinique et des dérivés de l'acide caféique. (Max Wichel et Robert Anton,

2003).
2.3.1.4. Domaine d'application.

L'huile essentielle de la menthe est utilisée comme aromatisant pour des médicaments,
en parapharmacie (Michel Botineau, 2010) (ses feuilles et ses fleurs sont utilisées en
naturothérapie pour leurs propriétés carminatives, digestives, antiseptiques, légérement
antalgiques et sudorifique (Hans W. Koth, 2007 ; Spichiger et al, 2004), et pour produits
d'hygiene, ainsi que dans l'industrie agroalimentaire. Mais cette essentielle peut devenir
toxique a la suite de prises prolongées ou si elle est inhalée par un jeune enfant chez lequel

elle peut provoquer un spasme de la glotte. (Michel Botineau, 2010).
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2.3.2. Ocimum basilicum

2.3.2.1. Classification botanique

La classification botanique de I’Ocimum basilicum est la suivante :

Tableau 03 : Classification botanique de I’Ocimum basilicum.

Régne Plantes

Sous régne Plantes vasculaire
Embranchement Spermatophytes
Sous Embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédones

Sous Classe Dialypétales

Ordre Lamiales/labiales
Famille Lamiaceae/labiaceae
Genre Ocimum

Espéce Ocimum basilicum

Nom vernaculaire

Basilic commun (Angel et al., 2012).

2.3.2.2. Description botanique

Le basilic est une plante herbacée annuelle de 20 a 60 cm de hauteur. Ses tiges

anguleuses et ramifiées portent des feuilles opposées de forme ovale et de couleur

généralement verte a 1’aspect brillant, parfois pourpre violet chez certaines variétés

(Khaddar, 2009 ; Klimankova et al., 2008).

Les fleurs blanches ou rosées, formant des €pis laches au sommet de la tige. Les racines

sont pivotantes (Figure 10) (Khaddar, 2009). Les graines de basilic ont une couleur noire et

une forme ovale avec des dimensions moyennes de 3,11 + 0,29 mm (longueur), 1,82 + 0,26

mm (largeur) et 1,34 + 0,19 mm (hauteur) (Hosseini-Parvar et al., 2010).
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Figure 10 : Ocimum basilicum
2.3.2.3. Composition chimique des huiles essentielles

Le basilic est également considéré comme une source des composés aromatiques
comme les huiles essentielle (Djibo et al., 2004). Malgré ces propriétés, I’'une des contraintes
qui pourrait entraver son exploitation convenable est le polymorphisme chimique de 1’espéce
(Eileen et al., 2011). En effet, en faisant une revue de la bibliographie, on remarque que
I’Ocimum basilicum posséde de nombreux chémiotypes. De plus, au niveau de chaque

chémiotype, il y a une diversité de composés chimiques (Nebie et al., 2010).

Les espéces de I’Ocimum basilicum et ses chémiotypes ont été soumis a des études sur
les caractéristiques morphologiques et la composition de T'huile essentielle. Les données
publiées sur le basilic montrent qu'ils sont bien caractérisés de points de vue composition

chimique des huiles essentielles (Masi et al, 2006).

Les résultats rapportés montrent 1’existence de plusieurs chémiotypes ; En Afrique de
I’Ouest on peut citer les chémiotypes a linalol et a estragole au Bénin, au Mali et en Cote
d’Ivoire, les chémiotypes a linalol/eugénol, a estragole et a a-terpinéol au Burkina Faso, les
chimiotypes a estragole, a linalol/estragole, a méthyleugénol, a méthyleugénol/t-anéthole, a t-

anéthole mis en évidence au Togo (Dabire et al., 2011).

L’étude de la composition chimique des huiles essentielles d’Ocimum basilicum

(especes algériens), montre 1’existence de quarante composés. Les principaux composés
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¢taient : linalol, linalyle acétate, ¢lémol, acétate de géranyle, myrceéne, allo-ocimén, o-

terpinéol, (E) - B — ocimene, et I'acétate de néryle (Khelifa et al., 2012).

2.3.2.4. Domaine d’application
Le basilic est largement utilisé en parfumerie et dans 1’industrie des cosmétiques pour la
teneur ¢€levée de leurs huiles en composés oxygeénés; de plus il est employé comme un
assaisonnement pour la nourriture, tels que les salades, les pizzas, les viandes et les soupes. 11
est bien connu que la présence d'huiles essentielles et leur composition déterminent 1'ardme
spécifique des plantes et la saveur des condiments (Angel et al, 2012 ; Klimankova et al.,
2008). C’est I'une des plantes aromatiques utilisées en médecine populaire comme un agent
antimicrobien et leurs huiles essentielles ont été connus pour avoir des propriétés
antibactériennes et antifongiques (Dambolena et al., 2010 ; Phuong et al., 2010). De
nombreuses €tudes ont montré que le basilic contient des concentrations ¢levées de composé
phénolique (notamment I’acide rosmarinique et ’acide caféique) qui caractérisent sa capacité
antioxydant (Angel et al, 2012 ; Bravo et al., 2008). Aussi il peut étre utilis¢é pour le
traitement de certaines maladies : toux, fiévres, maux de téte, la diarrhée, 'anxiété, diabéte,
maladies cardiovasculaires les crampes menstruelles et les dysfonctionnements rénaux. Les
graines de basilic ont été utilisées en médecine traditionnelle depuis longtemps pour traiter les
coliques ulcere, dyspepsie, de plus ils ont un léger effet laxatif (Smezana et al, 2014 ;
Massimo et al., 2004 ; Bravo et al., 2008 ; Kundan et al., 2011 ; Hosseini-Parvar et al.,
2010).
Les huiles essentielles a tres forte concentration peuvent €tre employées comme :
» Antirhume : riche en camphre, le basilic dégage les voies respiratoires. « Sinusite »
(Khaddar, 2009).
» Antiseptique : un gargarisme de basilic est excellent pour combattre les infections
buccales (Khaddar, 2009).
» Antispasmodique : calme la nervosité, agit sur les fibres musculaires de I'estomac, du
duodénum, de la gréle et du colon (Khaddar, 2009).
» Soulage les démangeaisons : recommandé sur les piqlres d'insectes (Khaddar,
2009).
» Peptique : son huile essenticlle soulage les migraines d'origine gastrique ou nerveuse
(Khaddar, 2009).
» Inhibiteur : les huiles essentielles peuvent avoir un effet inhibiteur sur la transcriptase

inverse de VIH (Bravo, 2008).

16



Matériels et méthodes

» Insecticide : Il est utilis€ comme un insecticide pour se protéger des piqlres de
moustique d’une part, et d’autre part il semble efficace a tous les stades de

développement des ravageurs (Dossoukpevi, 2012).

2.4. Les huiles essentielles : extraction et rendement

Les propriétés insecticides sont essentiellement dues a la fraction d'huiles essentielles
contenues dans la plante. Les huiles essentielles sont des substances odorantes obtenues a
partir de plantes, par entrainement a la vapeur d'eau, par hydrodistillation ou par expression

(De Billerbeck et al., 2002).

Le terme « Huiles essentielles » est un terme générique qui désigne les composants
liquides et hautement volatiles des plantes. Les huiles essentielles communément appelées
"essences" 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, dont les sens qui terpénes (Chiasson &
Beloin, 2007). Elles ne sont que treés peu solubles ou pas du tout dans l'eau. Par contre, elles
sont solubles dans les solvants organiques (acétone, sulfure de carbone, chloroforme, etc.)

(Bastien, 2008 ; Benayad, 2008).
2.4.1. Extraction par hydrodistillation

La partie aérienne de la plante (feuilles) a été récoltée dans les différentes villes de
Tébessa (Cheria, Elogla et boukhadra) au cours de 1'¢t¢ (2015). Les huiles essentielles (HE)
ont été isolées par hydrodistillation en utilisant un appareillage de type Clevenger (Figure 11)
(Bencheqroun et al., 2012). L ’extraction a duré 2 a 3 heures pour un mélange de 50 g de
matériel végétal frais avec 500 ml d’eau distillée, ’ensemble est ensuite porté a ébullition
dans un ballon a 3 cols ou fiole d’un litre surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur reli¢e
a un réfrigérant. Les vapeurs chargées d’huile et qui traversent le réfrigérant, se condensent et
chutent dans une ampoule a décanter. L’eau et I’huile se séparent par différence de densité

(Bencheqroun et al., 2012 ; Mohammedi, 2006).

L’huile essentielle recueillie par décantation a la fin de la distillation a été filtrée en
présence de sulfate de sodium (Na,;SO4) pour €liminer les traces d’eau résiduelles et I’huile
essentielle de chaque plante sera par la suite récupérée et stockée a 4 °C a ’obscurité dans un

flacon en verre approprié, hermétiquement fermé et couvert d’une feuille d’aluminium pour la
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préserver de I’air et de la lumiere. La quantité d’essence obtenue est pesée pour le calcul du
rendement (Bouguerra, 2012 ; Mawussi ; 2008 ; Tchoumbougnang et al., 2009).
2.4.2. Le rendement des huiles essentielles
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, évalué a partir de 3 échantillons de 1g séchés jusqu’au
poids constant pendent 48 heures a 1’é¢tuve a 105 °C. Le rendement, exprimé en pourcentage

est calculé par la formule suivant :

R=P3/PAa X 100

R : Rendement des huiles en %. R~= [ZTﬂ/ 2Pa x 100]

PB : Poids de I'huile en g.

PA : Poids de la matiére seche de la plante en g.
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Figure 11 : montage de I'hydrodistillateur de type Clevenger.
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2.5. Dosage des biomarqueurs

Les larves du quatrieme stade des séries témoins et traitées aux huiles essentielles ont
¢été utilisées pour le dosage le taux de malondialdéhyde (MDA) et I’activité enzymatique de la

catalase.

Tous les dosages ont été menés sur des échantillons biologiques prélevés a 24, 48 et 72
heures apres traitement. Par ailleurs, la concentration en glucides, protéines et lipides totaux
des différents échantillons a été préalablement déterminée suivant la méthode de Duchateau
& Florkin, Bradford et Goldsworthy respectivement, afin de pouvoir calculer les
différentes activités spécifiques de catalase et le taux du malondialdéhyde. Des séries témoins

sont réalisées parallelement.
2.5.1. Dosage du malondialdéhyde

Le malondialdéhyde (MDA) est dos¢ selon la méthode de Draper & Hadley (1990)
basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre 1’acide thiobarbiturique (TBA) et le
malondialdéhyde (MDA) donnant un produit rouge brun dont I’intensité de la coloration est

mesurée a une longueur d’onde de 532 nm.

Les larves 4 témoins et traitées de Culiseta longiareolata, sont prélevées a différentes
périodes (24, 48, 72 et 96 heures) sont broy¢€s aux ultrasons dans 1 ml de tampon tris-HCI (50
mM, pH 7,5) [1,5137 g tris, 0,0730 g EDTA (acide étahyléne diamine tétra-acétique), 42,78 g
sucrose, 250 ml eau distillée]. L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant 20 individus
chacune avec une série témoin. Une fois I’homogénéisation réalisée, une centrifugation est
effectuée pendant 10 mn a 1000trs / mn et le surnageant récupéré servira au dosage du MDA
(Figure 12).

Le dosage est réalisé¢ avec 500 pl du surnageant additionné de 2,5 ml de TCA [100 g
TCA, 1000 ml eau distillée]. Apres chauffage au bain marie a 100 °C pendant 15 mn et
refroidissement dans de la glace, une centrifugation est effectuée a 1000 trs / mn pendant 10
mn. Une fraction aliquote de 2 ml du surnageant est alors prélevée a laquelle on ajoute 1 ml de
TBA [6,7 g TBA, 1000 ml eau distillée]. Aprés un second chauffage (100 °C, 15 mn) et
refroidissement, 1,5 ml de butanol sont rajoutés. Apres agitation, une derniere centrifugation
(10000 trs / mn, 10 mn) est réalisée et le surnageant constitué de 1 ml de butanol renfermant
les complexes TBA / MDA est récupéré et une lecture des absorbances est effectu¢e a 532 nm

contre un blanc ou du tampon tris-HCI remplace le surnageant.
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Le taux du MDA est déterminé selon la formule suivante :

_ ADoXVt d 6i
= 15g Xys/ mgdeprotéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (uM/mn/mg de protéines).
A Do : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.
156 : coefficient d’extinction molaire du TBA.

Vt: volume total dans la cuve: 1 ml [volume total du butanol récupéré renfermant les

complexes TBA / MDA].
Vs : volume du surnageant utilisé dans le dosage : 0,5 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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Figure 12 : Dosage du malondialdéhyde (D’apres Draper & Hadley, 1990).
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2.5.2. Dosage de la catalase

Le dosage de la catalase (CAT) est réalisé selon la technique de Claiborne (1985).
Cette technique est basée sur la mesure spectrophotométrique de la réduction de I’eau
oxygénée (H,0,) en une molécule d’oxygene (O;) et deux molécules d’eau (H,O) en présence
de la CAT a une longueur d’onde UV de 240 nm, selon la réaction suivante :

Catalase
H, 0 ————— 2H,0 + O,

Les larves du quatriéme stade témoins et traitées de Culiseta longiareolata, sont
prélevées a différentes périodes (24, 48, 72 et 96 heures), ’essai est conduit avec 3 répétitions
comportant 20 individus. Les larves sont homogénéisées dans 1ml de tampon phosphate (100
Mm, pH 7,4), puis centrifugées a 15000 trs/mn, pendant 10 mn. Le surnageant récupéré
servira comme source d’enzyme (Figure 13).

Le dosage de l’activité de la catalase s’effectue dans une cuve de spectrophotometre en
quartz a 250°C, sur une fraction aliquote de 50 pl du surnageant dilué de fagon a se situer
entre 1 et 1,5 mg de protéines/ml, soit 0,05 a 0,75 mg dans la cuve, a laquelle on ajoute 750 pl
de tampon phosphate (100 Mm, pH 7,4). Aprés agitation, la lecture est effectu¢e au
spectrophotometre. L’activité décroit rapidement, il est donc important de mettre toujours le
méme temps entre le pipetage du surnagent et le moment ou on place la cuve dans le
spectrophotométre.

La lecture des absorbances s’effectue apres 15 secondes d’attente toutes les 5 secondes
pendant 30 secondes a une longueur d’onde de 240 nm contre un blanc avec 800 pl de tampon
phosphate (100Mm, pH 7,4), et 200 ul de H,0,.

L’activité spécifique est calculée selon la formule suivante :

Domax — Domin
h 0.04

mg de proteines

X : micromole de substrat réduit par minute et par mg de protéines (WM/mn/mg de protéines).
Do max : densité optique maximum obtenue.

Do min : densité optique minimum obtenue.

0,04 : coefficient d’extinction molaire du H,O, (cm-1. mM-1).

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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Les larves pesées du 4™ stade témoins et

- traitées de Culiseta longiareolata

Rl de tampon phosphate

' N
15000 trs / min Centrifugation
A 4

50 ul surnageant diliee

+

750 ul tampon phosphate

“TN
Agitation

Le blanc : 800 ul de tampon phosphate et 200 ul de H,O,.

La lecture des absorbances s’effectue

apres 15 s d’attente toutes les 5 s ;

J

pendant 30 s a 240nm

Figure 13 : Dosage de l'activité du catalase (Claiborne 1985).
2.6. Dosage des compositions biochimiques

L'extraction des différents métabolites a été réalisée selon le procédé de Shibko et al.
(1966), et les principales étapes sont résumées dans la figure 14. Les échantillons (larves du

quatrieme stade, les nymphes et les adultes males et femelle de Culiseta longiareolata) sont
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placés dans des tubes eppendorf contenants 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 % et
broyés. Apres une premiere centrifugation (5000 trs / min a 4°C, 10 mn), le surnageant |
obtenu est utilis€¢ 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 apres
une seconde centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), on obtient le surnageant II et le culot II, le
surnagent I sera utilisé¢ pour le dosage des lipides (Goldworthy et al., 1972) et le culot I,

dissout dans la soude (0,1 N), servira au dosage des protéines selon Bradford (1976).
2.6.1. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a ¢été réalisé selon Duchateau & Florkin (1959). Cette
méthode consiste a additionner 100 ul du surnageant contenu dans un tube a essai, 4 ml du
réactif d'anthrone et de chauffer le mélange a 80°C pendant 10 min, une coloration verte se
développe dont l'intensité¢ est proportionnelle a la quantit¢ de glucide présente dans
1'échantillon, la lecture de 1'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620 nm. La gamme

d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mere de glucose (1mg/ml) (Tableau 04)

Tableau 04 : Dosage des glucides totaux chez les moustiques : réalisation de la gamme

d'étalonnage.
Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif d'anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité de glucose (ug) 0 20 40 60 80 100

2.6.2. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est effectué¢ selon la méthode de Bradford (1976) dans une
fraction aliquote de 100 pl a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie

(BBC) G 250 (Merck). Celui-ci révele la présence des protéines en les colorants en bleu.
L'absorbance est lue au spectrophotometre a une longueur d'onde de 595 nm.

La gamme d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de boeuf

(BSA) titrant 1 mg/ml (Tableau 05).
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Tableau 05 : Dosage des protéines totales chez les moustiques : réalisation de la gamme

d'étalonnage.
Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution standard d'albumine (p1) | 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité d'albumine (ng) 0 20 40 60 80 100

2.6.3. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972)
utilisant le réactif sulfo-phospho-vanillinique. Le dosage des lipides se fait sur des prises
aliquotes de 100 pl des extraits lipidiques ou de gamme étalon auxquelles on évapore
totalement le solvant puis on ajoute Iml d'acide sulfurique concentré, les tubes sont agités, et
mis pendant 10 mn dans un bain de sable a 100°C. Apres refroidissement, on prend 200 pl de
ce mélange au quel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfo-phospho-vanillinique. 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 et d'acide

orthophosphorique, des complexes roses.

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 et on ajoute 1 ml d'éther chloroforme

(1V/1V) (Tableau 06).

Tableau 06 : Dosage des lipides totaux chez les moustiques : réalisation de la gamme

d'étalonnage.
Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipides (pl) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0
Quantité de lipides (ug) 0 50 100 150 (200 |250
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Insecte (entier)

v

1 ml de TCA a (20%)

v

Broyage (homogénéiseur a ultrasons)

v

Centrifugation (5000 trs/mn, Pendant 10 mn)

| |
il v

Surnageant I Culot I
v
l 1 ml éther/ chloroforme
v
Aliquot (100 pl) Centrifugation (5000 trs/mn, Pendant 10 mn)
Anthrone (4 ml) Surnageant I1 Culot IT
Aliquot (100 ul) 1 ml NaoH
| (0,1N)
Evaporation totale l
¢ Agitation
! Iml d'acide sulfurique l
Chauffer 80°C ¢ D liauot
(10 mn) Agitation 0sage aliquo
(100 u 1)
¢ l
10 mn au bain de sable —
v

Dosage aliquot (200 ul)

! |

Glucides Lipides Protéines
(Duchateau& Florkin, 1959) (Goldsworthy et al., 1972) (Bradford, 1976)

Figure 14 : Dosage des métabolites primaires selon Shibko et al. (1966) modifi¢ par (Soltani
& Soltani - Mazouni, 1992).
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2.7. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne plus ou moins I’écart-type (m = s).
Différents tests statistiques sont réalisés a I’aide du logiciel Minitab (Weisberg, 1985),
tels que le test “’t”” de Student et I’analyse de la variance a un et deux critéres de

classification.
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3. Résultats

3.1. Rendement des huiles essentielles

Les huiles essentielles de Mentha piperita et Ocimum basilicum obtenues par un
hydrodistillateur de type Clevenger sont de couleur jaune clair avec une odeur agréable et un
rendement de 2.01 £ 0.20 % et de 1.56 + 0.15 % de la matiere séche de la partie aérienne de la

plante respectivement.
3.2. Effet des huiles essentielles sur les biomarqueurs

L’éventuel impact des huiles essentielles de M. piperita et 1’O. basilicum sur le
développement d’une résistance a ¢été¢ apprécié par le dosage des enzymes du systéme
antioxydant Catalase et un biomarqueur de stress oxydant malondialdéhyde (MDA) chez les
larves de Cs longiareolata.

Les huiles essentielles extraites de M. piperita et 1" O. basilicum ont été appliquées sur
des larves du quatrieme stade nouvellement exuviées du Cs longiareolata a concentration
létales 50 (CL50) : 12.02 ppm et 118,36 ppm respectivement. L’effet de ces huiles a été
¢valué a différentes périodes (24, 48, 72 heures) avec des séries témoins.

Chez les séries témoins négatives et positives, les résultats obtenus ne montrent aucune
différence significative aux différentes périodes de traitement 24h, 48h et 72h (p >0.05). Cela
indique que I'éthanol n'a aucun effet sur les biomarqueurs (MDA et Catalase) et les séries
traitées ont été comparées uniquement avec les séries témoins négatives.

3.2.1. Effet des huiles essentielles sur le taux du MDA

Le taux du MDA a été estimé chez les séries témoins et traitées par I’application de la
formule de Draper & Hadley (1990). Les résultats sont exprimés en micromoles par
milligramme de protéines (WM/mg de protéines).

Les huiles essentielles de M. piperita provoquent une augmentation significative (p
>0.015) de taux des MDA a 24h et une variation non significative a 48h et a 72h (p>0.05).

Par contre, les huiles essentielles de 1'0. basilicum montrent une augmentation
significative a 24h (p=0.015) et hautement significative a 72h (p=0.004) mais on observe une
diminution non significative a 48h (p >0.05) par apport aux séries témoins.

Les analyses statistiques (Tableau 7, Figure 15) effectuées entre les séries témoins et
traitées montrent que les huiles essentielles de M. piperita et de I'O. basilicum provoquent une

augmentation de taux de MDA chez Cs longiareolata.
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Tableau 07 : Effet des huiles essentielles de M. piperita et 1’O. basilicum sur le taux de MDA
(uM/mg de protéines) chez les larves du 4° stade de Cs longiareolata (m +SD, n=3).

Comparaison des moyennes a différents temps pour une méme série (lettres majuscules) et

pour un méme temps entre les différentes séries (lettres minuscules).

Temps (heures) | Témoins (T) Témoins (T") CL 50 CL 50
(M. piperita) (O. basilicum)
24 5.39+0.94 a 5.59+£0.64 a 8.05£0.47b 9.07+0.53 ¢
A A A A
48 6.05+0.26 a 6.79+0.11 a 6.02+0.72 a 451+142a
A A B B
72 6.10+0.28 a 597+0.95a 6.27+0.45a 11.83+0.48 ¢
A A C C
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Figure 15 : Effets des huiles essentielles (CL50) extraites de M. piperita et d’O. basilicum sur
le taux de MDA (uM/mg de protéines) chez les larves du quatriéme stade nouvellement
exuviées de Cs longiareolata (m £ SD, n=3). (* : Différence significative (p < 0,05) entre les
séries témoins et traitées, ** : Différence hautement significative (p < 0,01) entre les séries

témoins et traitées).
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3.2.2. Effet des huiles essentielles sur I'activité spécifique de catalase.

L’activité spécifique de la catalase a été estimée chez les séries témoins et traitées par
I’application de la formule de Claiborne (1985). Les résultats relatifs de I’activité spécifique
de la catalase sont exprimés en micromole de substrat réduit par minute et par mg de protéines
(uM/mn/mg de protéines).

Chez les séries traitées par la CL50, les huiles essentielles de M. piperita provoquent
une augmentation tres hautement significative a 24h (p=0.001), hautement significative a 48h
(p=0.006) et non significative a 72h (p >0.05) par apport aux séries témoins de l'activité
spécifique de catalase

Par contre, les huiles essentielles de 1'0. basilicum montrent une augmentation tres
hautement significative a 24h (p=0.001), et une diminution non significative a 48h et a 72h
(p=>0.05) par apport aux séries témoins.

Les analyses statistiques (Tableau 8, Figure 16) effectuées entre les séries témoins et
traitées montrent que les huiles essentielles de M. piperita et de I'O. basilicum provoquent une
augmentation de I’activité spécifique de la catalase chez Cs longiareolata.

Tableau 08 : Effet des huiles essentielles de M. piperita et O. basilicum sur P’activité
spécifique de la catalase (uUM/mn/mg de protéines) chez les larves du quatrieme stade de Cs
longiareolata (m +SD, n=3). Comparaison des moyennes a différents temps pour une méme

série (lettres majuscules) et pour un méme temps entre les différentes séries (lettres

minuscules).
Temps (heures) | Témoins (T) Témoins (T") CL 50 CL 50
(M. piperita) (O. basilicum)
24 1.47+0.24 a 1.41+031a 296+0.25b 3.77£0.32 ¢
A A A A
48 1.62+0.09 a 1.48+0.06 a 3.33£0.15b 1.44 +£0.06 a
A A B B
72 1.32+0.06 a 1.47+0.1 a 1.62+0.15a 1.17+0.07 a
A A C C
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Figure 16 : Effets des huiles essentielles (CL50) extraites de M. piperita et O. basilicum sur
I’activité spécifique de la catalase (UM/min/mg de protéines) chez les larves du quatriéme
stade nouvellement exuviées de Cs longiareolata (m £ SD, n=3). (** : Différence hautement
significative (p < 0,01) entre les séries témoins et traitées, *** : trés hautement significative p

<0,001entre les séries témoins et traitées).

3.3. Effet des huiles essentielles sur les compositions biochimiques

Les huiles essentielles de M. piperita et I'O. basilicum ont été appliqués sur les larves du
quatrieme stade nouvellement exuviées de Cs longiareolata pour évaluer 1’effet de ces huiles
essentielles sur le contenu en glucides, protéines et lipides.

Chez les séries témoins négatives et positives, les résultats obtenus ne montrent aucune
différence significative aux différentes périodes de traitement 24h, 48h et 72h (p >0.05). Cela
indique que I'éthanol n'a aucun effet sur les compositions biochimiques (glucides, protéines et

lipides) et les séries traitées ont été comparées uniquement avec les séries témoins négatives.

3.3.1. Effet des huiles essentielles sur le contenu en glucides totaux

Le contenu de glucide a été estimé d’aprés la méthode de Duchateau & Florkin, (1959).

Il est exprimé en (pg/individu).
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Chez les séries traitées par la CL50, les huiles essentielles de M. piperita provoquent
une diminution hautement significative (p=0.010) a 24h et non significative aux 48h et 72h (p
>0.05).

Aussi, les huiles essentielles de 1'O. basilicum montrent une diminution significative
aux périodes 24h et 72h (p=0.024, p=0.019) respectivement, et non significative a 48h (p
>0.05) par apport aux séries t€émoins.

Les analyses statistiques (Tableau 9, Figure 17) effectuées entre les séries témoins et
traitées montrent que les huiles essentielles de M. piperita et 1'O. basilicum provoquent une
diminution du taux de glucides totaux chez Cs longiareolata.

Tableau 09 : Effet des huiles essentielles (CL50) extraites de M. piperita et 1'0. basilicum sur
le contenu de glucides (pg/individu) chez les larves du 4° stade nouvellement exuviées de Cs
longiareolata (m+SD, n=3) : comparaison des moyennes a différentes temps pour une méme

série (lettres majuscules) et pour un méme temps entre les différentes séries (lettres

minuscules).
Temps (heures) | Témoins (T) Témoins (T") CL 50 CL 50
(M. piperita) (O. basilicum)
24 32.10+1.18 a 33.62+0.28 a 2435+0.57b 28.85+0.40 ¢
A A A A
48 33.52+0.76 a 33.64£0.84 a 2893+3.19a 29.59+1.68 a
A A B A
72 31.92£1.36 a 32.06 £1.32 a 3092 +£2.76 a 27.94+0.84b
A A C A
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Figurel7 : Effet des huiles essentielles (CL50) extraites de M. piperita et I'O. basilicum sur le
contenu de glucides (pg/individu) chez les larves du 4 e stade nouvellement exuviées de Cs
longiareolata (m£SD, n=3) (* : Différence significative (p < 0,05) entre les séries témoins et

traitées, ** : Différence hautement significative (p < 0,01) entre les séries témoins et traitées).

3.3.2. Effet des huiles essentielles sur le contenu de protéine totales.

Le contenu de protéine a été estimé d’aprés la méthode de Bradford (1976). 1l est
exprimé en (ug/individu).

Apres 24h et 48h, les huiles essentielles de M. piperita et de 1'O. basilicum provoquent
une diminution significative de taux des protéines (p=0.049, p=0.044, p = 0.042 et p=0.041),
et une diminution significative et hautement significative a 72h (p = 0.016 et p=0.002)
respectivement par apport aux séries témoins.

Les analyses statistiques (Tableau 10, Figure 18) effectuées entre les séries témoins et
traitées montrent que les huiles essenticlles de M. piperita et 1'0. basilicum provoquent une

diminution du taux de protéines totales chez Cs longiareolata.
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Tableau 10 : Effet des huiles essentielles (CL50) extraites de M. piperita et I'O. basilicum sur

le contenu de protéines (ug/individu) chez les larves du 4° stade nouvellement exuvies de Cs

longiareolata (m£SD, n=3) : comparaison des moyennes a différentes temps pour une méme

séric (lettres majuscules) et pour un méme temps entre les différentes séries (lettres

minuscules).
Temps (heures) Témoins (T) Témoins (T") CL 50 CL 50
(M. piperita) (O. basilicum)
24 2546 +1.01 a 2578 £0.48 a 2238 +1.27b 19.10+ 1.64 ¢
A A A A
48 26.68 +0.37 a 26.12+0.42a 2191 +1.53b 22.57+2.38¢
B A A A
72 27.98 +£0.85 a 2790+ 1.51 a 19.43+1.86b 20.09 +1.38 ¢
C A A A
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Figure 18 : Effet des huiles essentielles (CL50) extraites de M. piperita et I'O. basilicum sur

le contenu de protéines (ng/individu) chez les larves du 4 e stade nouvellement exuviées de

Cs longiareolata (m£SD, n=3) (*: Différence significative (p < 0,05) entre les séries témoin et

traitées, **: Différence hautement significative (p < 0,01) entre les séries témoins et traitées).
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3.3.3. Effet des huiles essentielles sur le contenu en lipides totaux

Le contenu de lipide a été estimé d’aprés la méthode de Goldsworthy (1972). 11 est
exprimé en (pug/individu).

Les huiles essentielles de M. piperita provoquent une augmentation significative de taux
des lipides apres 24h (p=0.016) et non significative apres (48h et 72h) (p=>0.05). Et les huiles
essentielles de 1'O. basilicum montrent une augmentation hautement significative a 24h
(0.006) et non significative a 48h et 72h (p>0.05) par apport aux séries t€émoins.

Les analyses statistiques (Tableau 11, Figure 19) effectuées entre les séries témoins et
traitées montrent que les huiles essentielles de M. piperita et 1'O. basilicum provoquent une
augmentation du taux de lipides totales chez Cs longiareolata.

Tableau 11 : Effet des huiles essentielles (CL50) extraites de M. piperita et ['O. basilicum sur
le contenu de lipides (pg/individu) chez les larves du 4° stade nouvellement exuviées de Cs
longiareolata (m+SD, n=3) : comparaison des moyennes a différentes temps pour une méme

série (lettres majuscules) et pour un méme temps entre les différentes séries (lettres

minuscules).
Temps (heures) | Témoins (T) Témoins (T") CL 50 CL 50
(M. piperita) (O. basilicum)
24 22.19+0.11a 22.28 +£0.04a 23.48 +£0.23b 23.57+0.16¢
A A A A
48 22.67+0.15a 22.86 +£0.26a 2469+ 1.17a 22.50+£0.16a
A A A A
72 23.05 +0.33a 2291 +£0.21a 23.34 + 0.49a 23.73 £ 1.17a
A A A A
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Figure 19 : Effet des huiles essentielles (CL50) extraites de M. piperita et I'O. basilicum sur
le contenu de lipides (ug/individu) chez les larves du 4 e stade nouvellement exuviées de Cs
longiareolata (m£SD, n=3) (* : Différence significative (p < 0,05) entre les séries témoins et

traitées, ** : Différence hautement significative (p < 0,01) entre les séries témoins et traitées).
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4. Discussion

4.1. Rendement des huiles essentielles

Nous rappelons que le rendement d’extraction en huiles essentielles de Mentha piperita
a été de 2.01 % de la matiere seche de la partie aérienne de la plante. Notre rendement est
supérieur comparativement a celui de la méme espece en wilaya de Ouergla (Algérie) en trois
régions : 0,8% (Hdjira), 0,45% (Beldet Omor) et 0,72% (Awinet Moussa) (Ayaidia, 2011). 11
est également plus élevé que celles des feuilles fraiches de Mentha spicata et Mentha piperita
acclimatées au Bénin qui sont respectivement de 1,06 % et de 1,2 % (Dahouénon-Ahoussi et
al., 2010). Notre rendement est aussi supérieur a celui de Mentha piperita de Maroc (1,72 %).
Par contre, il est inférieur a d’autres especes de méme genre et de méme région (Maroc) : M.
pulegium (2,33 %), M. suaveolens (4,33 %) (Benayad, 2008).

Ces différences dans le rendement peuvent étre essentiellement dues a la différence de
morphologie des plantes : M. suaveolens présente le rendement le plus €levé car ses feuilles
sont beaucoup plus larges et ses fleurs plus grandes que celles de I’espece M. piperita et celles
de M. pulegium.

D'autre part, le rendement d’extraction en huiles essentielles d’O. basilicum a enregistré
une valeur de 1.56 % de la matiére seche de la plante. En général, le rendement en huile
essentielle d’Ocimum varie de 0,1 41,71 % (Ozcan & Chalchat, 2002). Ce rendement varie
d’une plante a une autre, Il est de 0,5% chez Artemisia mesatlantica, de 0,1 a 0,35 % chez la
rose, de 0,5 a 1 % chez la menthe poivrée et le néroli, de 1 a 3 % chez ’anise, de 0,8 4 2,8 %
chez la lavande, de 1 a 2,5 % chez le romarin et de 2 a 2,75 % chez le thym (Edward et al.,
1987). De plus, ces variations ont été notées entre les especes du méme genre Ocimum, car on
enregistre un rendement de 1,71% chez Ocimum minimum (Ozcan & Chalchat, 2002) et de
1,46% chez Ocimum gratissimum (Camara, 2009) et Ocimum canim (Akantetou et al.,
2001). Le rendement de cette étude differe de celui trouvé chez la méme espéce dans le
monde. En effet, au Nigéria, ce rendement affiche une valeur de 0,5% (Kasali et al., 2005),
en Guinée, 1,8% (Kéita et al, 1999), au Bangladesh, le rendement d’extraction des huiles
essentielles d’O. basilicum var purpurascens est de 0,38% (Mondello, 2002), au Togo, est
compris entre 1,4 et 2,2% (Koba et al, 2009) et au Bénin, entre 0,13 et 0,76%
(Moudachirou et al., 1999).

Cette variabilit¢ en huile essentielle entre ces plantes, tant au niveau de leur
composition, qu’au plan du rendement, peut s’expliquer par différents facteurs d’origine
intrinseques, spécifiques au bagage génétique de la plante ou extrinseque, li€s aux conditions

de la croissance et du développement de la plante (Bouguerra, 2012).
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Il faut noter que le rendement et la composition chimique des huiles essentielles
dépendent de plusieurs facteurs a savoir I’espece, le milieu et la période de récolte, les
pratiques culturales et la technique d’extraction (Benayad, 2008). La température et la durée

de séchage et I’état physiopathologique de la plante (Tchoumbougnang et al., 2005).
4.2. Effet des huiles essentielles sur les biomarqueurs

Les marqueurs biologiques ou biomarqueurs concernent I’¢tude des changements
physiologiques, biochimiques, moléculaires ou comportementaux révélant 1’exposition
présente ou passée d’un individu a au moins une substance chimique a caractére polluant et
qui peuvent €tre mesurés dans les tissus ou les fluides d’un organisme ou dans 1’organisme
entier pour mettre en évidence 1’exposition a un ou plusieurs contaminants (Depledge, 1994).

Les expérimentations en conditions controlées ont largement démontré que les
biomarqueurs peuvent étre utilisés pour évaluer I’exposition des individus a des xénobiotiques
et, dans certains cas, les effets de ceux-ci sur les structures et fonctions vitales de 1’organisme
(Chaabouni, 2009).

Les principaux biomarqueurs utilisés sont des marqueurs enzymatiques comme la
catalase, la glutathione peroxydase, la glutathion-S-transférase, et I’AChE (Durou et al.,
2007). Les enzymes du systeme de détoxication sont aussi beaucoup étudiées puisque leurs
activités sont susceptibles d’étre fortement modifiées apres une exposition (Badiou, 2007).

Nous avons évalu¢ D’effet des huiles essentielles de Mentha piperita et de ['Ocimum
basilicum sur Pactivité d’une enzyme antioxydant : catalase et d’un biomarqueur de stress

oxydant : MDA ; chez une espéce de moustique : Culiseta longiareolata.

4.2.1. Effet des huiles essentielles sur le taux du MDA

Le stress oxydatif cause des dommages cellulaires au niveau membranaire qui se traduit
par inactivation des enzymes et des récepteurs et dépolymérisation des polysaccharides.

Puisque les lipides jouent un r6le important dans le maintien et D'intégrit¢ du
fonctionnement cellulaire, la fragmentation des lipides membranaires et la peroxydation
lipidique des acides gras polyinsaturés due a des radicaux oxygénés provoquent des
changements au niveau de la structure, la fluidité, le transport et les propriétés antigéniques de
la membrane cellulaire conduisant a la formation d’importantes 1ésions au niveau des tissus et
des organes (Van der Vaart et al., 2004).

La peroxydation lipidique est un processus complexe correspondant a la dégradation

oxydative des acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires conduisant a la formation
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de divers aldéhydes toxiques pour l’organisme dont le principal composé est le
malondialdéhyde (MDA) (Zeilinski & Portner, 2000). Kohn & Liversedge (1944) sont les
premiers a décrire la réaction colorimétrique de I’acide thiobarbiturique (TBA) avec une
substance inconnue formée durant I’incubation aérobique de I’homogénat d’un tissu. Cette
substance inconnue est identifiée plus tard par Patton & Kurtz (1951) comme le
malondialdéhyde (MDA) second produit de la peroxydation lipidique. Le MDA est dérivé de
la peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés, ce processus commence par une
¢limination de 1’atome d’hydrogene de I’acide gras polyinsaturé pour former ensuite, via les
radicaux libres, un produit primaire stable lipide hydroperoxide qui sera décomposé pour
former un deuxiéme produit plus stable le malondialdéhyde, produit final de la peroxydation
lipidique qui peut réagir avec des groupes amines libres, des peptides, des phospholipides et
des acides nucléiques (Storey, 1996 ; Stohs et al., 2000).

Actuellement 1’expression d’une peroxydation lipidique par un taux élevé du MDA est
utilisée comme biomarqueur du stress oxydatif chez les organismes aquatiques bioindicateurs
de la pollution (Dewes et al., 2006 ; Oruc & Usta, 2007).

L’analyse des résultats obtenus apres dosage de taux du MDA des larves du quatriéme
stade (L4) chez Cs. Longiareolata traitées par les huiles essentielles de M. piperita et de 1'0.
basilicum montrent une augmentation du MDA a différents temps 24, 48 et 72 heures. Des
résultats similaires sont observés chez larves du quatrieme stade (L4) du Cx pipiens traitées
par les huiles essentielles Lavandula dentata (Gheraibia & Abaidia, 2014). Le taux du MDA
a ¢té évalué a 24, 48, 72 et 96h chez les larves témoins et traitées du quatrieme stade de Cs
longiareolata et Cx pipiens, les résultats obtenus montrent une augmentation tres significative
apres traitement par le spiromesiféne comparativement aux témoins (Bouabida, 2014).

En accord avec nos résultats, Mleiki & Trigui El Menif (2010), trouvent un taux élevé
du MDA chez Cantaraeus apertus contaminée par le plomb et le cadmium, I’accumulation de
ce dernier augmente la production du MDA chez Pistia stratiotes (Yong et al., 2012). De
plus, I’effet du spinosad sur B. germanica provoque des taux ¢élevés du MDA indiquant une
peroxydation lipidique des membranes cellulaires (Maiza et al., 2010). Une augmentation du
taux du MDA a été signalé dans les tissus des poissons Cyprinus carpio L traités par deux
doses létales (50 et 100 pg/L) de carbofuran (Ensibil et al., 2010). Une exposition aux
métaux lourds induit une peroxydation lipidique, cette observation est signalée chez la moule
M. galloprovincialis exposée au cuivre, cadmium et au mercure (Viarengo et al., 2007), et
chez Donax trunculus (Sifi, 2009 ; Nadir & Mukrim, 2012). De plus, la marée noire de

I’Erika provoque une perturbation de la teneur du MDA chez la moule Mytilus edulis (Gilles
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et al.,2004). Une augmentation de la peroxydation lipidique contre une réduction du systéme
antioxydant a été également signalée chez Ruditapes deccusatus (Roméo & Gnassia-Bareli,
1997), Unio tumidus (Cossu et al., 2000), Crassostrea viginica (Conners & Ringwood,
2000) et Bathymodiolus azoricus (Company et al., 2004).

Les résultats de plusieurs travaux renforcent I’implication du stress oxydatif et, en
particulier, la peroxydation lipidique dans la toxicité des pesticides. L’effet combiné du
chlorpyriphos et du endosulfan sur les rats provoque une augmentation du taux du MDA
(Chebab et al., 2009).

Une nette diminution du MDA est enregistrée au cours du cycle de contamination (suite
a une contamination aigiie par Staphylococcus aureus) chez Mytilidae Perna perna, alors que
le passage en décontamination a permis d’obtenir des teneurs comparables entre les témoins et
les individus tests (Bendjoudi et al., 2013).

Une évaluation de l'effet toxique du Di-n-Butyl Phthalate (DBP) sur les parameétres
hématologiques, biochimiques et sur les parametres de la reproduction chez le lapin male
adulte Oryctolagus cuniculus. Montre qu'une augmentation du taux de MDA (indice de la
peroxydation lipidique). (Rihani, 2014).

Une ¢tude de l'activité enzymatique antioxydante des érythrocytes et degré de
peroxydation des lipides de patients atteints de leishmaniose cutanée montre que la
peroxydation des lipides des érythrocytes a été déterminée, comme index de 1ésion oxydative,
par la mesure du niveau de malondialdéhyde (MDA). Ce dernier et l'activité superoxyde
dismutase (SOD) érythrocytaire ont été trouveés significativement plus €élevés chez les porteurs

de LC que chez les sujets témoins (p < 0,01 et p <0,01, respectivement) (Kocyigit, 2003).

4.2.2. Effet des huiles essentielles sur I'activité spécifique de la catalase

Les catalases sont des hémoprotéines tétramériques qui, avec un atome de fer par sous
unité¢, ont une masse d’environ 240 Kda. Elles catalysent la réduction du peroxyde
d’hydrogene (H,O,) en eau et en oxygene moléculaire. Les catalases sont des enzymes
peroxysomales dont le role est de prévenir les peroxydations des molécules biologiques
induites par I’eau oxygénée (H,05).

Les catalases sont présentes dans tout le régne animal et se retrouvent aussi chez les
végétaux. Elles sont sensibles a certains contaminants inducteurs du stress oxydatif au niveau
des membranes cellulaires, comme les HAP, PCB ou certains pesticides (Livingstone, 1992)
et les métaux (Labrot et al., 1996a). Cependant, les résultats sont parfois contradictoires in

vivo, certains auteurs montrent une induction de Dlactivité (Di Giulio et al, 1993). Une

43



Discussion

hypothése retenue est que cette activité enzymatique serait trés sensible aux facteurs
environnementaux d’origine anthropique ou naturelle (Pellerin & Massicote, 1994) et
pourrait résulter d’un équilibre fragile entre induction et inhibition par les composés a cycle
redox.

L’analyse des résultats obtenus apres dosage de 1’activité spécifique de la catalase des
larves du quatrieéme stade (L4) chez Cs longiareolata traitées par les huiles essentielles de M.
piperita et de 1'0. basilicum montrent une augmentation de I’activité spécifique de la catalase.

L'augmentation de I’activité traduit une mise en place du processus de détoxification qui
est une forme de défense de I’insecte contre le pesticide (Clark, 1989). Des résultats
similaires obtenus apres dosage de 1’activité de la catalase des larves du quatriemes stade chez
Cs longiareolata et Cx pipiens traitées par le spiromesifene a deux doses Iétales : DL50 et
DL90 et aux différent temps 24, 48, 72, 96 heures (Bouabida, 2014).

L’augmentation de ’activité de la catalase a déja ¢té relevée chez des poissons et des
bivalves exposés a des polluants organiques (HAP, PCB, pesticides et engrais chimiques)
(Cossu et al., 1997).

La stimulation de ’activité catalase, montre que cette enzyme joue son rdle principal en
réduisant la teneur moyenne en H,O, néfaste pour I’intégrité cellulaire (Willekens et al., 1997
; Blokhina et al., 2003 ; Flexas et al., 2006 ; Meksem, 2007).

Dans le but d’apprécier les effets de I’extrait aqueux de la plante Alternanthera Pungens
sur les activités des enzymes antioxydant, les chercheures ont suivi pendant 24 mois
I’évolution du statut enzymatique antioxydant de personnes vivant avec le VIH (PVVIH) et
naifs de tout traitement antirétroviral (ARV), en rapport avec une prise de tisane a base de
cette plante. Le suivi a porté sur ’augmentation de I’activité des catalases, des superoxydes
dismutases (SOD) et des glutathion peroxydases (GSH-Px), enzymes clés de la barricre
antioxydant de ’organisme (Djinhi et a/, 2008).

Ainsi que évaluation de la toxicité d’un insecticide carbamate « méthomyl » chez le rat
Wistar montre que 1’utilisation continue du méthomyl est a I’origine aussi de 1’apparition d’un
¢tat de stress oxydant démontré par une augmentation de la peroxydation lipidique, signalée
suite a une détermination des concentrations de malondialdéhyde tissulaires, des perturbations
dans les systemes de défense antioxydant, objectivées suite a une détermination des
concentrations de glutathion tissulaires et certaines enzymes antioxydants ; glutathion
peroxydase, catalase et glutathion-S-transférase tissulaires (Djeffal, 2014).

Les peroxysomes dans leur environnement cellulaire lors de l'ontogénése intestinale du

poulet : étude de cytochimique et biochimique montre que les activités de la catalase et de
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l'enzyme bifonctionnelle peroxysomiques sont détectées deés le cinquieme jour du
développement embryonnaire. Elles augmentent avec 1'age du tissu, trés précocement pour la
catalase et plus tardivement pour l'enzyme bifonctionnelle.(Keller et al., 1996).

Etude expérimentale a enquété sur les défenses antioxydant au niveau du foie des rats
diabétique traités par l'administration de 10 mg / kg de Resveratrol pendant 5 jours. Une
augmentation significative des niveaux de CAT (Hamadi, 2010).

L’effet de différentes concentrations d’un herbicide systémique Cossack sur quelques
activités antioxydants chez le blé dur (77iticum durum Desf.) montre que une minimisant celle
de I’ascorbate peroxydase et de catalase qui sont les plus faibles. (Belahcene, 2015).

L’effet de la contamination par la perméthrine sur I’activité catalase a été¢ déterminé, en
mésocosmes, durant 25 jours d’expérimentation a différentes concentrations (Cl= 50, C2 =
100 et C3= 150 pg.L™). L’activité catalase a été mesurée pour chaque concentration, tous les
5 jours, dans la masse viscérale de la palourde Ruditapes decussatus Linnaeus. Une évolution
marque le seuil de sensibilité de la palourde a courte durée et I’évolution temporelle de 1’état
des spécimens (exprim¢ une augmentation du catalase). Les observations montrent la capacité

de la perméthrine a modifier le systéeme antioxydant chez la palourde. (Badreddinem 2012)

Dans le but d’évaluer les effets toxiques du chlorpyrifos, insecticide organophosphoré,
une ¢tude a €té réalisée sur des rats wistar males, afin d’évaluer quelques paramétres du statut
oxydant /antioxydant (MDA, PC, Cat, GSH). Cet insecticide entraine aussi une oxydation des
protéines au niveau €rythrocytaire par ailleurs, une diminution est notée au niveau des teneurs
du GSH, avec une augmentation de I’activité de la catalase qui tend a rétablir I’équilibre

(Ouahiani, 2014).

4.3. Effet des huiles essentielles sur la composition biochimique

Le dosage des principaux constituants réalisé¢ dans le corps entier des larves 4, témoins
et traités chez Cs [longiareolata, rtévele une modification des composants
biochimiques comme les protéines et les lipides apres traitement par les huiles essentielles de

deux plantes : M. piperita et O. basilicum a différents temps 24, 48 et 72 heures.

Les glucides forment un groupe de composés treés importants. Certains représentent une
source d’énergie pour les organismes vivants, soit immédiatement utilisable (tréhalose), soit
sous forme de réserves (glycogene) ; d’autres ont un role structural (cellulose, chitine, acide

hyaluronique).
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Les taux de glycogene et de tréhalose dans les tissus sont étroitement liés aux
évenements physiologiques tels que le volume, la mue, et la reproduction (Wiens & Gilbert,
1967). Le tréhalose est la fraction la plus importante des glucides circulants. Il joue un rdle
métabolique de premier plan dans le cycle de développement (Steel, 1981) et constitue une
source énergétique essentielle en libérant le glucose sous I’action d’une enzyme, tréhalase. Sa
concentration dans I'hémolymphe est déterminée par la vitesse de deux processus : son retrait
pour les besoins énergétiques de 1'insecte et son stockage dans le corps gras (Wyatt, 1967).

Nos résultats montrent que M. piperita et O. basilicum appliquées a la CL50 sur les L4
de Cs longiareolata cause une diminution du contenu en glucides. Ceci concorde avec les
résultats obtenus chez D. trunculus exposés aux polluants environnementaux (Sifi, 2009).

L’application d’un analogue de I’hormone de mue, le RH-0345, diminue Iles
concentrations des glucides hémolymphatiques chez B. germanica et un eftet dose-réponse est
¢galement observé (Rouibi, 2002). D’autres régulateurs de croissance, comme le DFB,
appliqué aux nymphes de 7. molitor (Soltani, 1990), ou aux femelles adultes de 7. molitor
(Soltani-Mazouni & Soltani, 1992) ou encore chez un crustacé P. kerathurus affecte les
concentrations des glucides hémolymphatiques. Des effets similaires sont observés chez deux
especes de moustiques, Cx pipiens et Cs longiareolata traitées par le méthoxyfenozide et
I'halofénozide (Tine-Djebbar, 2009).

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

Les résultats obtenus, montrent que le traitement par la menthe et le basilic (CL50) chez

Culiseta longiareolata, cause une diminution du contenu en protéines. (Madaci et al., 2008).

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 été signalée chez D.
trunculus exposé aux polluants environnementaux (Sifi, 2006), chez B. germanica traitée par
le pyriproxyfene, analogue de I'HJ (Aribi & Lakbar, 2001) et chez Corcycra cephalonica
traitée par le RH-5849, agoniste des ecdystéroides (Ashok & Dutta-Gupta, 2000). Les

travaux réalisés sur des lépidopteres Diatraea grandiosella (Chippendale, 1970) et Pieris
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brassicae, indiquent que les fortes concentrations des protéines sont observées au cours du
stade larvaire et diminuent par la suite au stade nymphal (Van Der Geest & Borgsteede,
1969). Par contre, les travaux de Tine-Djebbar, (2009), montrent que le contenu en protéines
totales diminue apres traitement par le methoxyfenozide et 1'halofenozide chez deux especes,
de moustiques, Cx pipiens et Cs longiareolata. En outre, Rouibi, (2002), montre que le RH-
0345 appliqué sur les femelles adultes de B. germanica nouvellement exuviées réduit le taux
des protéines hémolymphatiques, et que 1’azadirachtine diminue leurs protéines ovariennes
(Sifi, 2006). L’effet de Mating sur Drosophila mélanogaster induit des variations du taux de
protéines (Kapelnikov et al, 2008). Une baisse de la protéinémie est observée également chez
Leptinotarsa decemlineata aprés application de la 20E, du RH-5849 et du RH-5992
(Smagghe et al. 1999) ou encore chez Spodoptera littoralis apres traitement avec le RH-5849
(Smagghe & Deggheele, 1992). Chez T. molitor, I’application du KK-42in vivo réduit les
concentrations des protéines hémolymphatiques (Soltani-Mazouni et al, 2001). En effet, les
valeurs ¢levées des protéines enregistrées durant le stade larvaire sont en rapport
probablement au transport important de ces protéines dans I'hémolymphe et a une
mobilisation des réserves, pour la synthése de la nouvelle cuticule (Bourguet & Exbaryat,
1977). Des résultats similaires sont observés chez la mouche domestique car les protéines
proviendraient en grande partie des réserves du tissu adipeux accumulées au cours de la vie
larvaire (Weismann, 1963). Les travaux de Stemberger & Gilbert (1985, 1987) ont montré

que le contenu en protéines est faible quand le volume corporel des especes est petit.

Kannupandi et a/ (2001) signalent que le phosphamidon provoque une diminution du
taux des protéines totales chez les larves de Sesarma brockii. Le traitement par ’endosulfan
avec la concentration létale (40 mg/l) résulte une diminution des protéines totales chez
Metapenaeus monoseros (Suryavanshi et al., 2009). Méme que le novaluron (IGR) provoque

un taux €levé des protéines totales chez Cs. Longiareolata (Bouaziz et al, 2011).

Les lipides représentent la principale source d’énergie chez les insectes (Beenakers et
al., 1985). IIs sont transportés du corps gras, site de leurs synthéses et stockage (Keely, 198S ;
Van Hensden & Law, 1989) vers les organes utilisateurs via I’hémolymphe surtout lors de la
vitellogénese (Downer, 1985 ; Keely, 1986). Plusieurs études ont démontrées que les
triglycérides, dont le corps gras est le site majeur de stockage chez les insectes, sont une

réserve métabolique importante (Tine-Djebbar, 2009).
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Les résultats obtenus montrent que la menthe et le basilic appliqués a la CL50 cause une
augmentation significative du contenu en lipides chez les différents stades testés. Des résultats
similaires sont observés chez B. germanica apres traitement a I’azadirachtine (Messiad, 2006)
et a ’halofénozide, un analogue de ’hormone de mue (Rouibi, 2002). Le benfuracarbe, un
carbamate, ’acétamipride, un néonicotinoide (Maiza et al, 2004) et 1’acide borique, un
insecticide inorganique (Kilani-Morakchi et al. 2009b) réduisent également le contenu en
lipides ovariens chez la méme espece. Les travaux de Daas (2006) ont également démontré
que I’application de plusieurs mimétiques de I’hormone de mue tels que le RH-2485, le RH-
5992 et le RH-0345 sur les femelles de Eupolybothrus nudicornis (myriapode) réduisent les
concentrations de lipides dans ’hémolymphe et dans les tissus ovariens. Un analogue de ’HJ,
le méthopreéne, testé chez Locusta migratoria, provoque aussi une diminution des
concentrations des lipides au niveau du corps gras (Cotton & Anstee, 1991). Le DFB, autre
groupe de régulateur de croissance, perturbe 1’évolution des lipides aussi bien dans
I’hémolymphe (Soltani-Mazouni & Soltani, 1992) que dans le corps gras (Khebbeb et al.,
1997). Ainsi, le traitement par le methoxyfenozide et 1'halofenozide chez Cs longiareolata et
Cx pipiensaffiche les mémes observations (Tine-Djebbar, 2009). Par contre, les antibiotiques
appliqués sur les mouches Ceratitis capitata (Diptera : Tephritidae) provoquent une
augmentation du taux de lipides (Ben Yousef et al, 2008), de méme chez D. trunculus

exposés aux polluants environnementaux (Sifi, 2009).

Dans le cadre d’une étude portant sur la pollution du littoral, ce travail consiste a
¢valuer les effets secondaires de le halofénozide (RH-0345) sur la composition biochimique
(protéines, glucides, lipides) et celle des acides gras des lipides totaux de la chair et de
I’hémolymphe d’un organisme non vis€ : Penaeus kerathurus, Les principaux résultats
obtenus montrent que le RH-0345 provoque une augmentation significative de la
concentration des glucides et une diminution significative de la concentration des lipides dans
la chair et dans I’hémolymphe. Par contre, il n’induit une chute des concentrations en
protéines qu’au niveau de la chair. Ces modifications sont significativement corrélées avec les

doses utilisées (12,58 ng/l (dose létale 50) et 3,14 pug/l (1/4 de la DL50)). (Khebbeb, 2006).
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Conclusion et perspectives

5. Conclusion et perspectives

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez l'espéces de moustiques Culiseta
longiareolata 1’effet des huiles essentielles de deux plantes Mentha piperita et 1’Ocimum
basilicum, sur les mécanismes de résistance, essentiellement sur les biomarqueurs de stress
oxydant (MDA, CAT).

Les huiles essentielles obtenus par un hydrodistillateur de type Clevenger, de la partie
aérienne de la plante sont de couleur jaune clair avec une odeur agréable et avec un rendement
de 2.01% et de 1.56 % de la matiere seche pour M. piperita et O. basilicum respectivement.

Des études présidentes montrent que ces huiles posseédent une activité larvicide avec
une relation dose-réponse et avec CL50 de 12.02 ppm et 118.30 ppm pour M. piperita et O.
basilicum respectivement. Le traitement par I'application de la CL50 chez les larves de stade
L4 nouvellement exuviées de Cs longiareolata ont permis d’étudier l'effet de ces HE sur les
biomarqueurs de stress oxydant (MDA, CAT) et sur la composition biochimique (protéines,
glucides et lipides).

L’analyse statistique indique que les huiles essentielles de deux plantes exercent une
action antioxydant chez les larves de Cs longiareolata se traduisant par une augmentation de
I’activité de la CAT et une ¢lévation du taux du MDA comparativement aux témoins, aux
différents temps testés (24, 48 et 72 h). Actuellement I’expression d’une peroxydation
lipidique par le taux du MDA est utilisée comme biomarqueur du stress oxydatif chez les
organismes aquatiques bioindicateurs de la pollution.

De plus, la composition biochimique (protéines, glucides et lipides) des individus traités
révele une diminution du contenu en glucides et protéines et une augmentation des lipides.

Les HE présentent donc des propriétés intéressantes (propriétés insecticides). Ce résultat
ouvre des perspectives intéressantes pour son application dans la production des biocides.
Nous envisageons de poursuivre cette étude afin de préciser la nature du (ou des) composé (s)
responsable (s) de cette activité par fractionnement mené en parallele avec les tests
biologiques. 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 espece de plantes pour voir les effets de ces biopesticides sur d’autres
insectes nuisibles.

A T’avenir il serait intéressant de compléter cette recherche en évaluant I’effet des HE de M.
piperita et 1'0. basilicum sur d’autres mécanismes de résistance, essentiellement les enzymes
de détoxifications tels que les estérases, les monooxygénases a cytochrome P 450 et la lactate

déshydrogénase (LDH).
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