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Résumé :

Afin de déterminer I’effet répulsif de I’huile essentielle d’une plante trés abondante dans le Nord-
est Algérien, Ocimum basilicum sur 1’escargot le plus abondant en Algérie, Cantareus aspersus, des
essais toxicologiques et des dosages biochimiques ont été réalisées dans les conditions de laboratoires.
La méthode utilisée pour déterminer la toxicité de I'extrait est le traitement par application topique.
L’effet répulsif a été examiné sur trois biomarqueurs du stress environemental, la vitellogénine dans
I’ovotestis et la catalase et les proteines dans le pied des adultes de cette espéce.

Les résultats de I’étude toxicologique montrent une corrélation positive entre les mortalités
(observeée et corrigée) et les doses testées de 1’huile essentielle de la plante Ocimum basilicum. Les
concentrations CL25 et CL50 déterminées a partir de la droite de régression exprimant la mortalité en
fonction de des doses de I’extrait sont respectivement : 373,578 mg/Kg et 694,615 mg/Kg

Les dosages biochimiques montrent que, dans nos conditions expérimentales, le taux de
vitellogénine dans I’ovotestis, 1’activité de la catalase (CAT) et de protéine dans le pied des escargots
ont été affectées par le traitement avec 1’huile essentielle des feuilles da la plante utilisée (Ocimum
basilicum). En effet, une augmentation significative du taux de vitellogénine et de protéine, ainsi qu’une
diminution significative de ’activité de la catalase (CAT) ont été observées chez les individus traitées
pendant 24 heures.

Mot clé :

Ocimum basilicum, Cantareus aspersus, huile essentielle, biopesticide, effets répulsifs.
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Abstract:

In order to determine the repellent effect of the essential oil of a very abundant plant in the
North-East of Algeria, Ocimum basilicum on the most abundant snail in Algeria, Cantareus aspersus,
toxicological tests and biochemical assays were carried out. under laboratory conditions. The method
used to determine the toxicity of the extract is treatment by topical application. The repellent effect
was examined on two biomarkers of environmental stress, vitellogenin in ovotestis and catalase in the
foot of adults of this species.

The results of the toxicological study show a positive correlation between the mortalities
(observed and corrected) and the doses tested of the essential oil of the plant Ocimum basilicum. The
CL25 and CL50 concentrations determined from the regression line expressing mortality as a function
of the doses of the extract are respectively: 373.578 mg/Kg, and 694.615 mg/Kg.

Biochemical assays show that, under our experimental conditions, vitellogenin level in
ovotestis and catalase (CAT) and proteins activity in snail foot was affected by treatment with essential
oil from the leaves of the plant. used (Ocimum basilicum). Indeed, a significant increase in vitellogenin
levels, as well as a significant decrease in catalase (CAT) activity were observed in individus treated
for 24 hours.

Keyword :
Ocimum basilicum, Cantareus aspersus, essential oil, repellent effect, biopesticide.
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Introduction

I. Introduction

L’ Algérie présente une grande variété d’especes d’escargots qui présentent une trés grande biomasse
par rapport a la communauté des invertébrés du sol (Hamdi-Ourfella, et al., 2016). Ces espéces, qui se
nourrissent de végétaux et d’organismes morts, sont considérer comme 1’un des ravageurs les plus
redoutés en agricultures. Ils peuvent détruisent tout plantes et fleurs tel que : les feuilles, légumes, les
salades, les choux, et méme les racines des plantes et les tubercules. De plus, les souillures et 1’odeur
indésirable provoquée par ces escargots empéchent les hommes d’utilises ces plantes contaminées (El-
Okda, 1984 ; Kassab & Daoud, 1964). Et par conséquence ces cultures perdent leur commercialisation
et donc leur potentiel d'exportation dans de nombreux pays (Baker & Hawke, 1990 ; Ittah & Zisman,
1992).

Les agriculteurs utilisent une gamme étendue de molluscicides conventionnels pour limiter les
dégats causés par les ravageurs. Ces produits sont trés toxiques pour la santé de ’homme et son
environnement (résistance des ravageurs, contamination de 1’environnement et des écosystemes, perte
de la biodiversité) et moins efficace contre ces organismes nuisibles. Ces effets ont beaucoup contribué
a augmenter I’intérét porter a d’autres molécule plus efficace et moins toxiques, les biopesticides.

Les biopesticides sont des organismes vivants ou produits issus de ces organismes ayant la
particularité de limiter ou de supprimer les ennemis des cultures (Thakore, 2006). Selon leur nature, Ils
peuvent étre classés en trois grandes catégories : les biopesticides animaux, les biopesticides microbiens
et les biopesticides végétaux (Chandler et al., 2011 ; Leng et al., 2011). Ils présentent plusieurs
avantages qui ne peuvent pas étre négligés tels que :

- Produits peu toxiques et bases sur des ressources naturelles

- Diminution de I’utilisation des pesticides chimiques et par conséquence la diminution de la

pollution environnementale et de problémes de santé

- Ils se dégradent rapidement dans 1’environnement (Deravel et al., 2013).

La flore Algérienne présente une richesse incontestable des plantes médicinales et aromatiques : 289
especes assez rares, 647 especes rares, 640 especes trés rares, 35 especes rarissimes et 168 especes
endémiques (Sahi, 2016). De cette richesse nous pouvons obtenir des centaines de plantes aromatiques
contenant des huiles essentielles qui sont des substances odorantes et volatiles. En effet, es huiles
essentielles ont des utilisations variées tant a I’échelle industrielle que traditionnelle : pharmacologie,
phytothérapie, cosmétique, parfumerie, colorants, pesticides.

Les effets indésirables des limaces et des escargots et I’utilisation souvent limitée a quelques dizaines
d’années des molluscicides conventionnels ainsi que leur effet néfaste sur I’homme et son
environnement ont beaucoup contribu¢ a augmenter 1’intérét porté aux pratiques traditionnelles a base
de substances naturelles. C’est dans ce cadre que se place le travail de mémoire de Master. L objectif de

notre étude de recherche est de poursuivre les travaux entrepris du Laboratoire LOPAFZC depuis 2020,
1
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sur la valorisation des substances naturelles d’origine végétale de la région Est-Algeérien, en particulier

de la région de Skikda, dans I’industrie pharmaceutique et 1’agriculture et de chercher un molluscicide
phytosanitaire a base naturelle qui peut remplacer les produits chimigques conventionnels.
Ce travail vise & :
— Calculer le rendement en huile essentielle de la plante Ocimum basilicum.
— Déterminer la CL25 et la CL50 de I’huile essentielle d’une plante aromatique trés répandue en
Algérie, Ocimum basilicum sur un gastéropode terrestre, I’escargot Cantareus aspersus
— Evaluer leffet de I’extrait sur la composition biochimique de ’ovotestis et ’activité¢ de la

catalase dans le pied de cette espéce nuisible aux cultures.
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Synthese bibliographiques

I1. Synthese bibliographique
1. Geénéralité sur les gastropodes :

Les gastropodes ont établi par le biologiste George Cuvier en 1797, ils ont défini comme des
mollusques avec un corp mou, qui se termine avec une petite tete porter quatre tentacules, une masse
viscérale forme I’hélice. Le poumon de I’escargot est formé des branchies plumeuses présentes dans la

cavité de mentaux. Ils portent une coquille spirale calcifiée, parfois peut étre perdu (Ameur, 2021).

1.1 Nom et synonymes des escargots :
— Nom commun : escargot
— Nom scientifique : Cantareus aspersus

— Nom vernaculaire : el-halazoune, babbouche, boujaghlel (Zaafour, 2014).

1.2. Morphologie de I’escargot :
1.2.1. Morphologie externe :
Pour I’organisation des gastropodes externe (figure 01) on distingue trois parties ; le pied, la

masse viscérale et la téte.

Figure 03 : Morphologie externe de 1’escargot (Originale, 2022).

1- Les tentacules ; 2-La téte ; 3- La coquille ; 4- Le pied

Le pied:

C’est lui qui caractérise les gastropodes, il est mou, allongé, musculeux et riche en cellules

glandulaires muqueuses.
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La masse viscérale :

Envelopper par le mentaux, elle contient des parties importantes de tube digestif, 1’appareil

génitale et la partie supérieure de muscle columellaire.

La téte :
Elle est developpée et bien détailler dont il porte ; une bouche, quatre tentacules dont les deux
inferieures sont sensorielles et I’un des deux autres supérieures porte un ceil et I’autre porte un organe

olfactif. En arriére de la bouche se trouve le canal génital.

Le mentaux :
Comporte plusieurs sortes de tissue I’un est 1’épithélium interne qui n’est pas calcifié, puis il y a
une zone constituée de tissue conjonctif, des muscles palléaux et des fibres nerveuses, le troisieme tissu

est un épithélium calcifiant externe.

La coquille :

Une forme spirale en calcaire enroulé autour d’un axe. Elle présente plusieurs tours collés les uns
aux autres nommé les sutures. La coquille présente une ouverture a coté de péristome. C’est presque 1/3
de poids frais de I’escargot. A ’aide d’elle qu’on peut identifier les espéces des escargots (taille, forme,
¢épaisseur...). La coquille est un moyen de défense contre le prédateur ou bien pour la protection contre
les facteurs atmosphérique. Si I’ouverture de la coquille est vers la droite ont dit dextre, mais si

I’ouverture est a gauche elle est senestre.

1.2.2. Organisation interne :

Glande génitale

Coquille
Intestin

Anus

Poumon ou branchies

Ganglions cérébraux

Oeil

Radula

Bouche

Glande salivaire

Coeur

Jabot

ventricule
Terminaisons nerveuses

Figure 02 : anatomie des escargots (www.pdfprof.com).
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Appareil respiratoire :

De leur nom ; les gastropodes possedent un systéme de respiration pulmoné, ou le poumon est
présent dans la cavité de mentaux. La respiration se fait par un orifice appelé le pneumostome (figure

03) situé au niveau de péristome.

REDMINOTE 8

TAMTAMI =

Figure 03: le pneumostome d’ escargot (originale, 2022).

1-Pneumostome

Appareille circulatoire :

Un systéme ouvert composé€ par un cceur avec un oreillette et un ventricule. Le sang est appelé

I’hémolymphe qui irrigue tous les organes, cette circulation est assurée par des contraction musculaires.

Appareille digestif :

Prend la forme U (figure 04) a cause de la torsion du corps. Constitué d’une bouche qui contient
une langue rappeuse c’est la radula, puis on a deux glandes salivaires, puis cesophage suivie d’un estomac
prolongé par un intestin qui entoure 1’hépatopancréas et a la fin se termine par I’anus qui situé en avant

(Immessaoudene, et al., 2018).
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Figure 04 : schéma de I'appareille digestif des escargots (Zaafour, 2014).

(BM) masse buccale, (C) corps, (S) estomac, (SG) glandes salivaires, (PI) intestin proximale, (DI)
intestin distale, (R) rectum, (DG) glande digestive ; les points ou les nombres montre aussi les glandes
salivaires.

Le systéme nerveux :
Le systéme nerveux central, formé de deux ganglions supérieur cesophagien. Le systeme nerveux

sympathique est composé d’un pair de ganglions buccaux reliés au ganglions cérébroides avec deux

cordons nerveux (Ameur, 2021).

Appareille génitale :
L’escargot est hermaphrodite mais il a une appareille génital complexe (figure 05), composé d’un :

— Un ovotestis qui forme les ovules et les spermatozoides.

Un canal pour I’évacuation des deux gametes.

Une glande d’albumine pour 1’¢laboration de vitelline.

— Un ovospermiduct.
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Figure 05 : schéma de I'appareille génitale de I'escargot (www.2.ulb.ac.be).

Appareille excréteur :

L’excrétion est assurée par le rein qui se termine par un canal qui débouche directement a

I’extérieure prés de 1’anus et le pneumostome, leurs urines est excrété sous forme d’acide urique solide.

Appareille sensorielle :

Le systeme sensoriel des gastropodes pulmonés se fait par des organes spécialises qui sont : les
statocystes, les yeux, les cellules tactiles. Ces derniers sont présents sur tout le corps surtout au niveau

de la téte et les bordure du pied (Immessaoudene, et al., 2018).

1.3. Cycle de vie de I’escargot :
1.3.1. Reproduction :
Se fait du mois de mai jusqu’au septembre suivi de deux pontes ; la premiére au printemps et
I’autre en automne. L’escargot est hermaphrodite mais il posséde une reproduction sexuée (figure 06).
Donc I’accouplement dure de quatre a douze heures de nuit ; il sert a I’échange des spermatozoides entre

eux (Chabanechaouche, et al., 2017).

1.3.2. La ponte :
Aprés environ 20 jours de reproduction tous les individue pondent leurs ceufs dans un trou creusés

de 4 a 5 cm dans un sol humide (figure 06).
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1.3.3. Incubation, éclosion :

La durée de I’incubation est de 21 a 25 jours apres la ponte, apres il y aura une éclosion (figure

06). et on obtient des naissains (Auclerc, 2019).

Copulation {introduction du dard
qui injecte les spermatozoides
dans la « femelle »

Ponte des c2ufs dans un
trou frais et humide

CYCLE DE VIE DE
L'ESCARGOT

Un individu « femelle »), - Les jeunes
deviennent adultes
et capables de se
“ureproduire

Un mdlvudu « male » ‘5;‘

Eclosion des ceufs et libération des

¥
jeunes escargots (oviparité) Développemenl embryonnanre des

futurs escargots pendant 21 jours

Figure 06 : Cycle de développement des escargots (ww.elmerlickamul.wixsite.com).

4. Ecologie des escargots :
1.4.1. Habitat :
C’est le sol en premier lieux (figure 07), mais il y a des facteurs qui favorise leur présence dans
ces milieux, tel que le sol qui soit : humide, frais, non acide, riche en calcium. Donc leur habitat soit

dans : le bois, les roches, les jardins... (Chabanechaouche, et al., 2017).

Figure 07 : des escargots dans leurs habitat (originale, 2022).
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1.4.2. Rythme de vie :
Les gastropodes pulmoné ont le sang-froid, donc il s’adapte avec les variations de température

¢a qui nous donne deux types d’activité ; I’un est journaliére et I’autre est saisonniére.

Activité journaliére :

Sous I’action de la photopériode les escargots sortent la nuit de leurs coquilles pour toute activité
par exemple pour la nourriture ou bien la reproduction. Donc 1’escargot sort lors ce que fait frais, lors ce

qu’il pleut ou bien dans les premiéres heures de matin.

Activité saisonniére :

Selon les variations thermiques saisonniéres les escargots subit deux états physiologiques :
Hibernation :

C’est une vie ralentie, dont le métabolisme est diminué ; I’escargot ferme ’ouverture de sa
coquille par un épiphragme pou limité les pertes d’eau.
Estivation :

C’est 1’adaptation au saison séche, un rythme de vie semi-ralenti dont la respiration et les

mouvements cardiaques sont a I’énorme mais le réserve d’eau et d’Energie est rapide (Skendrani, 2015).

2. Généralité des huiles essentielles :
Les huiles essentielles sont des petites gouttelettes, présentes dans les différentes parties des
plantes et surtout au niveau des feuilles. La quantité d’essence est petit par rapport a la masse végétatif

de la plante. Les huiles essentielles sont tres volatiles.

2.1. Caractéristique des huiles essentielles :
2.1.1 Propriété physique :

— Solubles dans les solvants organiques.

— Dégrée d’ébullition de 160 a 240 c°.

— Ladensité varie de 0,75 a 0.99.

— De couleur transparente ou bien d’une couleur jaune pales.

2.1.2 Composition chimique :

Ce sont des mélanges complexes, constitués de composé aromatique dérivés du phénylpropane.
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2.2. Lavariabilité de HEs :
Est due de plusieurs facteurs tel que :

— L’origine botanique de la plante, leur cycle végétatif et leur facteur génétique.
— L’influence du procédé d’obtention des huiles essentielles.
— Lanature de sol ainsi que les conditions climatiques, tel que la température et la photopeériode.

— Les problémes phytosanitaires tels que les maladies ou les ennemis (Bekhechi, et al., 2010).

2.3. Méthode d’extraction des HEs :
Il y a plusieurs méthodes et qu’on peut les classer en deux :

- les ancienne methodes tel que ; Hydrodistillation, Hydro-diffusion, Entrainement a la vapeur d’eau,

Extraction par des solvants organique, Expression a froid, Enfleurage.

- les méthodes récentes tel que ; Extraction assistée par ultrason, Extraction par fluide supercritique,

Extraction par détente instantané contrdler, La turbo hydrodistillation, Extraction associer par micro-

onde.

3. Généralité sur la plante (Ocimum basilicum.) :
Les Lamiaceae ou bien Labiacées sont des plantes dicotylédones, comprend presque 238 genres
et 7170 especes, dont le genre Ocimum est inclus dedans (Hamdane, et al., 2018).

3.1. Etude botanique de la plante (Ocimum basilicum [.) :

Le basilic (figure 08), est de formes de touffes dense, leur taille varie de 20 a 50 cm, leurs feuilles
sont ovale pointu d’une couleur vert brillant, et les fleurs doit étre rose ou bien blanche (Leiutaghi,
1996).Cette plante aromatique est abondante pendant tout I’année, la raison de récolte est en juillet a

ao(t. Elle se trouve partout dans le monde, beaucoup plus dans les régions tropicales.

3.1.1. Nom et synonymes de basilic :
Nom commun : basilic, basilique royale, pesto...
Nom scientifique : Ocimum basilicum |.

Nom vernaculaire : hbeq, rihan. (Chenni, 2016).
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Figure 08 : Le basilic (originale ,2022).

3.1.2. Utilisation de la plante (Ocimum basilicum 1.) :

Cette plante royale est connue depuis le XVVéme siécle, trés utilisé par les Indiens et les Iraniens
dans leurs repas, surtout aux salades ou bien comme un épice pour ces plats. Pas seulement dans la
cuisine, le pesto est aussi utilisé pour ces propriétés médicinales. 1l est exploité comme un antioxydant
contre le vieillissement cellulaire, pour les toniques digestifs pour les maladies cardiaque, aussi pour la
fievre et la fatigue, c’est un bon calment des différentes douleurs musculaires, pour les maux de gorge,

pour les thumes...etc. Le basilic est riche surtout en vitamine A, B et en minéraux (Doctissino, 2017).

3.1.3. Les effets toxicologiques de la plante :

Malgré tous ces bienfaits, ’Ocimum basilicum présente des effets secondaires, il a le pouvoir
d’abaisser la glycémie, c’est un anticoagulant, il peut diminuer la fertilité de certains animaux qui le
consomme c¢’est pour ¢a qu’il est a éviter pour les femmes enceintes (Jacqueline, 2018). Cette toxicité
est due par la présence de I’estragol qui est un facteur cancérogeéne qui toucher le foie, c’est une substance

génotoxique qui altére les genes directement (Aoudahi, 2010).

3.2. HEs de basilic :

Utilisé depuis des milliers d’année par les indiens comme un produit médicinal ou bien comme
un produit de beauté. Il est obtenu par hydrodistillation, la partie utilisée est les feuilles. L’HEs obtenu
est de couleur jaune pale, et leur odeur est fraiche, piquante et herbacée (Silly, 2012).les principaux

composés de HEs de basilic sont mentionnés dans le tableau suivant :

11
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Tableau 01 : Principaux composés de HEs de basilic (Gilly, 2005).

(2)-p-ocimeéne

Traces a 0.1%

(E)-p-ocimeéne Trace a 0.7%
Mycene 0.1a0.6%
Lionéne Traces a 3.6%
B-élémene Traces & 2.1%
Germacrene Traces al%
B-pinene Traces a 1%
a-bergamotene 0.142.6%
p-caryophylléne 0.126.5%

Anisaldéhyde

Linalol Traces a 54%
a-terpineol Traces a 3%
Bornéol Traces a 2.7%
T-cardinol Traces a 5.3%

Traces a 2%

4 méthoxycinnamldéhyde

1a4%

1.8-cinéole

Camphre 0.2a2%
Acétate de bornyle 02a1.4%
(E)-cinnamate de méthyle Traces a 68.6%
(Z2)-cinnamate de méthyle Traces a 11.2%

1.5a12%

Chavicol 0.1a3%
Méthyl chavicol Traces a 85%
Eugénol Traces a 27.8%

12



Materiels

Méthodes




Matériels et méthodes

I1. Matériels et Méthodes
1. Le modeéle biologique :

Le modéle biologique utilisé dans notre étude est I’escargot Cantareus aspersus (figure 09), un
gastéropode terrestre trés abondant dans la région de Skikda (Zaidi, et al., 2021).Selon Bonnet et Vrillon
(1990) la position systématique de cette espece est la suivante :

Regne : Animalia.

Embranchement : Mollusca.

Classe : Gastropoda.

Ordre : Stylommatophora.

Famille : Helicidae.

Genre : Helix.

Espece : Cantareus aspersus (Muller, 1774).

Figure 09 : Cantareus aspersus (Originale, 2022).

1.1. Techniques d’échantillonnage et d’élevage
1.1.1. Site de collecte de I’espéce
Les adultes (poids moyen : 3,35 + 0,13 g) de ’escargot Cantareus aspersus ont été collectés au
hasard du jardin botanique (service commun de recherche : pbdle de vulgarisation botanique) de
I’universit¢ de Skikda (Figure 10), situe dans la Daira d’El-Hadaiek (Latitude :36.8256,
longitude :6.88826, 36° 49 32°” Nord ,6°53°18”” Est. Wilaya de Skikda). Ce site est bénéficié d’un
climat humide et Sub-humide, La pluviométrie annuelle dans cette région est de 700 mm/an avec des

précipitations moyennes annuelles qui varient entre 800 et 1200 mm de pluie.
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Figure 10 : Site de prélévement de I’espéce, Jardin botanique (service commun de recherche : pble de
vulgarisation botanique) de I'université de Skikda (originale,2022).

1.1.2. Elevage des escargots
L’¢élevage est réalisé dans des boites en plastiques transparentes perforées (40x20x15cm) pour
I’entrer d’oxygéne, chaque boite contient une boue d’éponge humide pour assurer la présence
d’humidité, et une boite de pétrie qui contient de la nourriture (la farine de blé). L’essai est conduit sous
une photopériode de 14 h de lumiére (figure 11). Les boites sont nettoyées régulierement chaque 2 jours
(Coeurdassier et al., 2001). Une période d’adaptation de 7 jours dans les conditions de laboratoire a

permis d’éliminer les escargots présentant des anomalies ou malformations apparentes.

Figure 11 : Elevage des escargots (originale, 2022).

2. Le matérielle végétatif :

La plante utilisée dans cette étude est | 'Ocimum basilicum (figurel2), la position systématique

de la plante choisie est la suivante :
14
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Régne : Plantae
Embranchement : Spermaphyte.
Division : Magnoliophyta.
Classe : Magnoliopsida.

Ordre : Lamiales.

Famille : Lamiaceae.

Genre : Ocimum.

Espéce : Ocimum basilicum (Linne, 1753).

de basilic

Figure 12 : Ocimum basilicum (Chenni, 2016).

2.1. Préparation de la plante :

Récolte : La plante a été récolter au mois de mars de la région de Oulad Attia Skikda (latitude
36.9944, longitude : 6.33413, 36°59°40°* Nord,6°20°29"’Est).

Identification : I’identification de la plante a été effectuée au niveau des laboratoires
d’Agronomie de la faculté des sciences, université de Skikda en utilisant la Quezel, & Santa,
(1962, et 1963) et Andreas (1998).

Lavage : La plante a été bien lavée avec de 1’eau pour débarrasser toutes dépots des polluants.
Sechage : La plante a été sechée dans I’étuve a 40°C pendant 2 jours jusqu'a la stabilisation de
leur poids afin d’obtenir une meilleure extraction (figure 13).

Broyage : Aprés séchage la plante a été broy¢é a I’aide d’un mortier (figure 13).

Tamisage : Le résidu de broyage a été tamisé par un Tamis de 80 um (figure 13).
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Figure 13 : préparation de la plante (originale, 2022).

1- Récolte, 2- séchage, 3- broyage, 4- tamisage.

2.2. Protocoles d’extraction des HEs de la plante :

L’extraction des huiles essentielles des feuilles de la plante Ocimum basilicum est réalisee par la

méthode d’hydrodistillation (Figure 14) selon le protocole suivant :

Chauffer un ballon contenant 80 g de poudre végétale et 800 ml de 1’eau distillé a une température
100°C.

Les cellules végétales, sous I’effet de la chaleur libérent leurs huiles.

Les huiles et les vapeurs d’eau vont s’élever pour atteindre le réfrigérant.

Le distillat obtenu se compose de deux couches, I’eau et les huiles.

L’huile essentielle apparait en dessus (I’huile est moins dense que I’eau).

Evacuer I’eau et récupérer I’huile essentielle a I’aide d’une ampoule a décanter.
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Figure 14 : montage utilisé pour I'nydrodistillation (originale,2022).

1- chauffe ballon, 2- ballon, 3- élévateur, 4- montage de Clevenger.

2.3. Détermination du rendement d’extraction :
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHE) est défini comme étant
le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue apres I’extraction (M') et la masse de la matiére

végeétale utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage, il est donné par la formule suivant :

RHE (%) = M’/M x 100.

RHE : Rendement en huile essentielle (%).
M’: Masse d’huile essentielle en gramme.

M : Masse de la matiére végétale seche utilisée en gramme.

3. Etude toxicologique :

La méthode suivie pour déterminer 1’effet de HEs de Ocimum basilicum est le traitement par
application topique (Hussein et al., 1994). L’huile de la plante est préparée d’ans un solvant approprié
pour les huiles essentielles, le Tween 80 (Adokoh et al., 2019). Les concentrations testées sont : 100,
200, 500 et 800 mg/I .100 pl de chaque dose est appliquée sur le sur toute la surface du corps de I'escargot
a l'aide d'une micropipette. Les escargots témoins ont été traités par le tween. Les individus morts ont
été prélevés chaque 24h durant 96h. Les données ont été analysées a 1’aide d’un logiciel (Graph Pad

Prism, version 5.03).
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4. Etude biochimique :

4.1. Traitement :

Pour déterminer I’effet d’huiles essenticlles de la plante sur le taux de vitellogénine dans
I’ovotestis et 1’activité de la catalase dans le pied des escargots adulte. Les adultes de cette espece ont
été traité par les HEs dilué dans le Tween a deux concentrations : 373.570 mg/l et 694.610 mg/I
correspond respectivement a la CL25 et la CL50 contre les escargots adultes de cette espéce (résultats

la premiére partie de cette étude).

4.2. Dissection et prélevement des organes :

Apres I’anesthésie et la dissection sous binoculaire, 1’ovotestis et une partie de pied d’escargot
(témoins et traités) est prélevée a I’aide d’un ciseau chirurgicale et une pince (figure 15). Les échantillons
sont pesés avec une balance de précision (Sartorius H10). Puis conservé a 4°C jusqu’au dosage

biochimique.

OO TAMTAM 8 ‘

Figure 15 : la dissection des escargots et la boite de dissection (originale 2022).

4.3. Extraction et dosage des vitellogénine :

L’extraction des vitellogénine est réalisée selon la méthode de Descamps, 1996 in Fabre et al.,
1990. Il en résulte 3 couches distinctes, une couche de surnageant qui représente les lipides, un culot
contenant des glycoprotéines et une couche intermédiaire renfermant les vitellogénine. Les échantillons
sont extraits dans une solution mére de Tris-Hcl, consistent a diluer 3,02 g de tris (0,5 M) dans 300 ml
d’eau distillée, puis ajuster cette solution a un pH de 7,4 avec de I’Hcl concentré et la compléter a 500
ml d’eau distillée. Pour réaliser le tampon complet : diluer 2,9 g de Nacl (0,5 M) dans 10 ml de la solution

meére de Tris-Hcl compléter a 100 ml d’eau distillée. Le dosage des vitellogénine s’effectue avec un
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couche intermédiaire obtenue apres centrifugation, y additionner 4 ml de BBC, bien agiter puis passer a
la lecture des densités optiques au spectrophotometre a une longueur d’onde de 595 nm contre un blanc

de gamme. Les résultats sont exprimés en pl/mg de tissu.

4.4. Dosage de la catalase :

L’activité de la Catalase (CAT) est déterminée selon la méthode de Greenwald (1985). Les
¢échantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (50 mM, pH 7). L’homogénat est
centrifugé a 10000 trs/min pendant 15 min et le surnageant récupérer servira comme source d’enzyme.
Le dosage est réalisé selon le tableau suivant :

Tableau 02 : Dosage de la catalase

Surnageant (ml) Tampon phosphate (ml) Solution H20;
Blanc 0 0,5 0,5
Echantillon 0,1 0,4 0,5

La lecture des absorbances est effectuée a une longueur d’onde de 240 nm. L’activité spécifique

est déterminée par la formule suivante :

A Do/min x1
CAT (uUM/min/mg de protéines) = — / mg de protéines
0,043 xV

A Do : absorbances de I’échantillon
0,043: coefficient d’extinction molaire du peroxyde d’hydrogene.

V : volume du surnageant : 0,1 ml.

4.5. Extraction et dosage des protéines totales :

L’extraction des protéines contenus dans I’ovotestis des escargots a €té réalisée selon la méthode
de Shibko et al., (1966). La glande, prélevés sur des escargots témoins et traités a différents temps (0,
24, 48 et 96 heures) apres traitement, ont été conservées dans 1ml d’acide trichloracétique (TCA 20%).
Aprés broyage et centrifugation (5000 tours/mn pendant 10 mn), le surnageant | est récuperé et au culot,
on ajoute 1 ml d’un mélange chloroforme/méthanol (1V/1V). Une deuxiéme centrifugation (5000
tours/min, 15 min) est réalisée et le culot sera repris dans 1ml de NaOH (0,1 N) pour I’estimation des
protéines totales. Le dosage des protéines totales d’escargot a été réalisé selon la méthode de Bradford

(1976) avec de bleu brillant de Coomassie. La reaction de BBC avec le groupement (-NH2) nous donne
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une couleur bleue. Le dosage est réalisé selon le mode opératoire suivant : prendre 100ul de 1’échantillon

puis ajouter 4 ml de BBC, et bien agiter puis lire la densité optique dans un spectrometre a une logeur
d’onde de 595 nm.

4.6. Traitements statistiques des données :

Les données sont représentées par la moyenne =+ 1’écart type établie sur un effectif ou un nombre
de répétitions précisé dans les figures et les tableaux. L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du
logiciel MINITAB version 16. Les moyennes des séries témoins et traitées ont été comparées deux a
deux en utilisant le test «t» de Student avec un seuil de signification P = 0,05. La quantification des
vitellogénine est réalisés a partir d’une courbe d’étalonnage dont 1’équation exprime les absorbances en
fonction de la quantité. Les résultats des parametres toxicologiques et biochimiques ont fait 1’objet d’une
analyse de la variance a un (traitement) et a deux criteres (traitement et temps) de classification.
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V. Résultats :

1. Rendement de I’huile essentielle :

L’extraction de I’huiles essentielle des feuilles de notre plante Ocimum basilicum a été effectuée
par hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger (Clevenger, 1928). Le rendement des HEs a été
calculé par le rapport entre le poids de HEs d’O.basilicum extraire et le poids sec de la poudre végétale
utilisée. Pour 9 extractions, le rendement en huile obtenue a partir des feuilles de la plante est mentionné
dans le tableau 03. Les échantillons d’Ocimum basilicum utilisés dans cette étude ont fourni un

rendement de 0,2 g de I’huile essentielle.

Tableau 03 : Rendement (%) de I’huile essentielle d’Ocimum basilicum.

Plante Masse de la matiére végétale | Masse de HEs extraite | Rendement
(9) (9)
Ocimum basilicum 1280 3,2 0,2

2. Toxicologie des huiles essentielles d’O. basilicum a I’égard de I’escargot Cantareus aspersus :

2.1. Mortalité observée :

L’extrait est utilis¢ aux doses 100, 200, 500 et 800 mg/Kg sur des adultes de I’escargot Cantareus
aspersus. La mortalité observée est mentionnée dans le tableau 04 avec des taux variant de 0,333 (100
mg/Kg) a plus de 5,333 g/L (800 mg/Kg). L’analyse statistique des données révele un effet dose
hautement significatif (p<0,001).

Tableau 04 : Effet de I’huiles essentielle d’O. basilicum appliqué sur des escargots adultes (Cantareus

aspersus) sur la mortalité observée (n = 3).

Concentration Temps (heure)

(mg/L) 24 48 72 96
Témoin 0 0 0 0

100 0,333 0,333 0,333 0,333
200 1 1 1 1

500 1,666 1,666 1,666 1,666
800 5,333 5,333 5,333 5,333
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Tableau 05 : Effet de I’huile essentielle d’O. basilicum appliqué sur des escargots adultes (Cantareus

aspersus) sur la mortalité observée (n = 3). ANOVA a deux facteurs controlés : temps et dose.

Source DL SC CM F P
Temps 3 0,000 0,000 0,00 1,000
Dose 4 221,333 55,333 138,33 0,000
Interaction 12 0,000 0,000 0,00 1,000
Erreur 40 16,000 0,400

Total 59 237,333

Tableau 06 : Effet de I’huile essentielle d’O. basilicum appliqué sur des escargots adultes (Cantareus
aspersus) sur la mortalité corrigée (n = 3).

Concentration Temps (heure)

(g/L) 24 48 72 96
Témoin 0 0 0 0

100 4,162 4,162 4,162 4,162
200 12,50 12,50 12,50 12,50
500 20,82 20,82 20,82 20,82
800 66,66 66,66 66,66 66,66

La droite de régression exprimant la mortalité corrigée en fonction des doses de I’huile essentielle
de la plante utilisée (Figure 16). Le coefficient de détermination (R=89,0) révele une liaison positive
entre les mortalités et les doses testées. Les concentrations CL25et CL50 déterminées a partir de la droite

de régression sont respectivement : 373,578 mg/Kg et 694,615 mg/Kg.

Tableau 07 : Effet des huiles essentielles d’O. basilicum appliqué sur des escargots adultes (Cantareus
aspersus) sur la mortalité corrigée (n = 3).
Dose (mg/L) 0 100 200 500 800
Mortalité corrigée 0 4,162 12,50 20,82 66,66
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Figure 16 : Courbe de référence exprimant la mortalité corrigée en fonction des doses de I’huile
essentielle d’O. basilicum appliqué sur I’escargot adulte (Cantareus aspersus).

2.2. Effet de L’HE d’O. basilicum sur les biomarqueurs :

L’effet de I'HE de des feuilles d’O. basilicum & deux doses 373,578 mg/Kg et 694,615 mg/Kg
(DL25 et DL50 respectivement) a été évalué sur deux biomarqueurs du stress environnementale chez
les adultes de I’escargot Cantareus aspersus. Le taux de vitellogénine, I’activité spécifique de la catalase

et le taux de protéine ont été déterminés a différents temps 0, 24, 48, 96 heures de traitement.

2.2.1. Effet sur le taux de vitellogénine :
L’induction taux de vitellogénine chez les adultes Cantareus aspersus témoins et traités avec de
I’HE de des feuilles d’O. basilicum a deux doses DL25 et DL50 est représentée dans la Figure 17. Les
résultats montrent que 1’effet de I’extrait de cette plante, est significatif (p<0,05) sur le taux de

vitellogénine aprés 24 heures de traitement. En effet et sous I’effet du traitement, ce biomarqueur atteint
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des valeurs maximales de 7,18 £ 2,46 et 9,90 + 2,08 g/mg de tissu apres 24 heures respectivement pour
la DL25 et DL50.

L’ANOVA a un critére de classification (dose) montre un effet dose non significatif apres 48, 72

et 96 heures de traitement. De plus, L’ANOVA a deux critéres indique des effets temps significatif
(p=0,004) et des effets traitement (p= 0,084) et traitement-temps (p= 0,074) non significatif.
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Figure 17 : Taux de vitellogénine dans les ovotestis chez les 1’escargot Cantareus aspersus
exposé a I’huile essentielle de la plante O. basilicum (DL25 et DL50) (m % s; n=4-5). Les moyennes
suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p<0,05).

2.2.2. Effet sur le taux de catalase :
Le traitement des adultes de Cantareus aspersus avec 1’huile essentielle de la plante O. basilicum
(DL25 ET DL50) provoque une diminution marquée de 1’activité spécifique de la CAT des le premier
jour de traitement (Fig. 18). La comparaison des activités moyennes des escargots traités par apport aux
témoins indique des différences significatives (p< 0,05) apres 24 heures et hautement significatives (p<

0,001) apres 48, 72 et 96 jours de traitement par la DL25 et la DL50. L’augmentation de 1’activité
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specifique de la CAT dépend de maniére hautement significative (p<0,001) du traitement, de temps et

de I’interaction traitement-temps.
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FIG 18 : Activité spécifique du CAT (uM/min/mg de protéines) chez les I’escargot Cantareus
aspersus exposé a I’huile essentielle de la plante O. basilicum (DL25 et DL50) (m £ s; n=4-5). Les
moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p<0,05).

2.2.3 Effets sur le taux de protéines totales :

Chez les escargots témoins, le taux de protéines ne présente pas des variations significatives
(p>0,05) au cours de la période de traitement. Chez les adultes traités, I’effet de 1’huile essentielle du
basilic, appliqué a deux doses (DL25 et DL50), est significatif (p<0,05) a partir de 48 heures de
traitement (figure 19). Cependant auc’une différence significative n’a été noté entre les doses utilisées.
En effet, et sous 1’effet du traitement, le taux de protéines atteint la valeur maximale de 2,0833 + 00,0750

pg/mg de tissue et 2,2303 £+ 0,0490 pg/mg de tissue apres 48 heures avec la DL25 et la DL50
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respectivement. L’ANOVA a deux critéres indique des effets traitement significatif (p<0,001) et des

effets temps (p< 0,001) et traitement-temps (p= 0,01) significatif.
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Figurel9 : le taux de protéine (ug/mg de tissue) chez les I’escargot Cantareus aspersus exposé a
I’huile essentielle de la plante O. basilicum. Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (p<0,05)
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V. Discussion :

Les escargots peuvent causer des dégats considérables par leurs dommages sur les plantes et les
codts non négligeables de leur contrble dans les productions agricoles. De plus, organismes nuisibles
peuvent étre des vecteurs pours plusieurs maladie parasitaires tel que les bilharzioses et les
schistosomiases (Youcefi, 2012). Les molluscicide sont émis a 1’environnement pour la protection des
cultures contre ces espéces. Le manque de sélectivité et I'usage pas forcément abusif mais cependant
inconsidéré de ces substances introduit plusieurs effets néfastes a 1’écosystéme. Ces produits peuvent
endommager le systeme immunitaire des organismes, agit aussi sur la qualité de sol et bien sur la santé
de I’étre humain (Werf, et al., 1997). Notre travail vise a évaluer 1’effet répulsif de I’huile essentielle
d’Ocimum basilicum a 1’égard de I’escargot le plus abandant dans la région de Skikda, Cantareus

aspersus.

Rendement de I’huile essentielle :

Le rendement moyen en huile essentielle de notre plante a été determiné en fonction de la matiere
végétale séche des feuilles de la plante. Le rendement de d’Ocimum basilicum est 0,2%. Nos résultats
sont similaires avec les résultats obtenus par Teuscher et al., (2005). En effet, ces chercheurs ont signalé
que le rendement de I’HE d’O. basilicum issue des feuilles séchées est entre 0,2 a 2,7%. De plus, Yayi
et al. (1998). Signalent que le rendement de cette plante est entre 0,1 a 0,4% en Bénin. Par contre, notre
rendement est faible par rapport a celui signalé au Maroc (0,8%) par Berrade et al., (1987). Le rendement
des HEs des plantes dépend de plusieurs facteurs tels que : les parametres environnementales et
climatique, la qualité de sol, le degré de maturité, les facteurs génétiques, type de culture et le mode de
récolte de la plante plus le mode d’extraction utilisé (Mnayer, 2014). Cette différence dans les résultats
est probablement due a la période de récolte. Notre plante a été récoltée durant le mois de mars, ou la
plante n’était pas encore mature. Selon (Belkamel, et al., 2008) le rendement des HES sera au maximum

dans la période de pleine floraison.

Etude toxicologique :

La toxicité aigue permet de déterminer la dose létale 50, définir et établir la relation entre les
effets observe les doses administrés et aussi de déterminer les risques d’utilisation des fortes doses
(Brika, et al., 2002). La dose 1étale (DL50) est définie par la quantité d’une substance administré une
seule fois et qui permet la mort de la moitié (50%) de la population étudie. Elle nous permet de connaitre
le potentiel toxique (a court terme) des substances pendant 96h (toxicité aiglie). Dans cette étude la
toxicité aigu€ (96 h) de I’huile essentielle a été testé sur I’escargot terrestres C.aspersus en utilisant le

traitement par application topique (Salama et al., 2005 ; Radwan & Mohamed, 2013). L’estimation des
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doses létales montre que les taux de mortalité dépendent aux doses testées. L’étude d Ocimum basilicum

chez un lépidoptére de denrées stockées montre qu’il y a une relation directe avec la dose et le nombre
de mortalité (Baizid, 2016). La premicre réponse été la sécrétion de la bave d’escargot lors de traitement.
Ces réponses ont été enregistrées chez la méme espece apres traitement avec 1’extrait alcaloidiques des
feuilles de la plantes Arum maculatum. Les données toxicologiques montrent que I’HEs de la plante est
toxiques a cause des principes actifs (linalol, estragol, eugénol, méthyle-chavicol).

Etude biochimique :

La vitellogenése représente le processus de stockage de réserves, au sein de 1’ovocyte, pour le
développement du futur embryon. La vitellogénine a été classé comme un biomarqueur des perturbateur
endocrinien (PE) (Asmane, et al., 2021). La réponse de la vitellogenése est liée a 1’état de maturité
sexuelle des especes, dont I’exposition aux toxiques en période de reproduction n’a pas d’effet a cause
de saturation de I’induction vitéllogénique (Allen, et al., 1999). Dans ce travail, les résultats montrent
que ’HEs de la plante O.basilicum utilisé a deux doses : 373,578 g/l et 694,615 g/l, correspondant a la
DL25 et DL50 respectivement contre les adultes de cette espece, provoque une perturbation du taux de
vitellogénine dans 1’ovotestis. De plus I’effet de la dose la plus ¢élevée est plus marqué durant les
premieres 24h. ce taux diminuer aprés 72h. Cette perturbation permet de détectée et signalé les

dommages induit par I’huile essentielle de notre plante.

Le pied de I’escargot présente 1’appareil locomotive qui peut se contracte facilement a I’aide des
muscles, il contient aussi des glandes de mucus surtout dans la partie antérieure (Zaafour, 2014). La
catalase est une enzyme antioxydante elle assure la détoxification suite a une attaque oxydante et qui
permettre la conversion de deux molécules de H202 en H20 et Oz selon la formule suivante :

2H20,— H>0 + O3 (Béguel, 2012).

Les especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) sont générées par divers polluants organiques et
métalliques via différents mécanismes localisés dans le cytoplasme et les organites cellulaires (Lemaire
etal., 1994 ; Lopes et al., 2001). Au sein de ces mémes compartiments intracellulaires, les ROS peuvent
y étre piégees et métabolisées par diverses protéines enzymatiques et non enzymatiques (Di Giulio et
al., 1989 ; Lemaire et al., 1994). L’augmentation de la production de ROS peut induire ou inhiber
I’activité et la synthése de ces composés antioxydants dont 1’étude.

La catalase (CAT) est une enzyme cytosolique inductible dont la fonction est de protéger les
systemes biologiques contre les ROS (Romeo et al. 2000). Il s’agit d’une hémoprotéine tétramérique
qui, avec un atome de fer par sous unité, a une masse d’environ 240 kDa. Cette enzyme catalyse la

réduction du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygeéne moléculaire (Digiulio et al.,1989 ; Orbea et
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al., 2002). La catalase une enzyme antioxydante complémentaire de la GPx contre la peroxydation

induite par le peroxyde d’hydrogéne (Cossu et al., 1997). La catalase est trés utilisée comme
biomarqueur de stress oxydatif (\Van der-oost et al., 2003 ; Napierska & Barsiene, 2009). Nous résultats
montrent que ’extrait de la plante d’O.basilicums utilisés a deux doses 373,578 g/l et 694,615 g/l
(DL25et DL50 respectivement) diminue significativement I’activité spécifique de la catalase apres les
différents temps d’exposition. La dose la plus élevée semble avoir un effet plus marqué sur cette
diminution apres 48 heures de traitement comparativement a la dose la plus faible ou I’activité la plus
faible a été enregistrée aprés 72 heures de traitement. La diminution de ’activité spécifique de la CAT
dans cette étude exprime la réponse de I’organisme a I’augmentation de la génération de ROS avec les
deux insecticides. L’induction de I’activité de la CAT constitue la premicre étape de défense contre les
ROS (Pandey et al., 2001). La diminution de I’activité de la CAT chez les escargots a été rapportée par
I’¢tude de stress oxydatifs des poussiéres métalliques du complexe sidérurgique d’Annaba (Nord-Est
algérien) chez ’escargot Helix aspersa (Garara, et al., 2012). Et par (Besnaci, et al., 2022). Et dont

I’activité de CAT a subi une diminution sous 1’action des nanoparticules.

Les protéines sont des macromolécules qui présentent plus de 50% de poids sec des étres vivants.
Ce sont des composes organiques, présent dans toutes les cellules, formé tous de mémes acides aminés
(Jean, 2002). Les protéines jouent un réle trés important au niveau de formation des muscles aussi peut
implique plusieurs processus comme la réponse immunitaire, la digestion enzymatique Ile
renouvellement des tissue et assure le transport d’oxygene dans 1’organisme (Ciriac, 2013).Nous avons
constaté une augmentation du taux des protéines dés les premiers jours de traitement par les deux doses.

Ces résultats prennent le méme chemin de ceux de plusieurs autres auteurs qui ont lié cette
augmentation au stress chimique (Zaafour, et al., 2014). Pour combattre ce stress les escargots ont

besoins d’Energie c’est a cause de sa que la protéine soit stimulée par le catabolisme.
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V1. Conclusion et perspectives :

L’agriculture est I’un des principaux secteurs d’activités qui contribue au développement socio-
économique des populations. Les espéces nuisibles telles que les limaces et les escargots peuvent
provoquer certaines années de graves pertes commerciales, notamment en cas d’attaque précoce sur
jeune plant. L’utilisation des molluscicides conventionnels dans la lutte contre ces espéces reste une
méthode contraignante et moins efficace. Notre étude a pour objectif de chercher un molluscicide
phytosanitaire naturel, et qui peut étre considéré comme une alternative aux produits chimiques
conventionnels.

Cette étude consiste a déterminer la CL25 et La CL50 de I’extrait des feuilles d’Ocimum
basilicum, sur I’escargot le plus dominant dans le Nord-est Algérien, Cantareus aspersus. De plus 1’effet
aigu de cet extrait sur deux biomarqueurs du stress environnementale a été déterminé dans les conditions
de laboratoire.

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer les doses DL25, DL50 a partir de la droite de
régression exprimant la mortalité en fonction des doses de 1’huile essentielle de la plante d’Ocimum
basilicum.

L’estimation de I’activité des biomarqueurs révéle une inhibition de I’activité de la CAT et une
réduction du taux de vitellogénine et de protéine. Les variations de ces biomarqueurs traduisent la
toxicité de ces deux insecticides de manicre différente a 1’égard de cette espece ciblée.

Enfin, L’extrait des feuilles de notre plante montre une activité molluscicide intéressante contre

le mollusque terrestre Cantareus aspersus.

A Davenir, il serait intéressant de compléter ce travail par :
— L’¢valuation de I’effet de ce traitement sur la glande hépatopancréatique des escargots.
— Doser d’autre enzyme de détoxification.

— Réaliser ses tests de toxicologie chez les juvéniles de Cantareus aspersus.
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