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I. INTRODUCTION GENERALE

Les insectes constituent indiscutablement le taxon animal le plus diversifié
avec 5 a 10 millions d’especes estimées, (Odegaard, 2000, Niven et coll., 2008). Bien
que 0,4% des insectes soient considérés nuisibles pour les activités anthropiques et
représentent de véritables «pest», les ravages causés par ces derniers sont
considérables tant pour la production agricole que la santé humaine et animale
(Nicholson, 2007).

Le terme anglais pest vient du latin pestis, qui signifie « fléau », il est défini
selon le concise oxford dictionary comme étant « une source de géne ou de
destruction, qu’il s’agisse d'une personne, d'un animal ou d'une chose ». Dans le
méme contexte, Dempster (1975) défini le ravageur comme étant « Tout animal
causant des dégats économiques aux cultures et aux animaux domestiques, ou qui
est nuisible a la santé humaine». Les ravageurs sont donc toutes espéces dont
I'activité les rend hostiles au bien étre de '’homme.

Parmi ces espéces nuisibles, les blattes occupent une place importante. Apparu
sur terre il y’a environ 400 millions d’années (Koehler & Patterson, 1987), leurs
distribution est mondiale, de 1’ Arctique a I’ Antarctique en passant par les Tropiques
(Ebling, 1978). Parmi les 4000 espéces de blattes connues, la grande majorité vit dans
la nature ot elles sont importante pour 1'écosysteme, de part leurs régime omnivore,
en participant au recyclage rapide de la matiere organique (Cornwell, 1968). Une
vingtaine d’especes seulement occupent les habitations humaines; elles se sont
répandues en suivant les routes commerciales maritime, terrestre et aérienne et
constituent un important probleme phytosanitaire (Grandcolas, 1998; Blanc, 2000).

Les blattes, inféodées a I'homme et qualifiées d’especes domiciliaires,
principalement Periplaneta americana, Blatta orientalis, Supella longipalpa et Blattella
germanica (Grandcolas, 1998), sont des especes qui vivent la nuit et qui s’abritent dans
les endroits qui leur fournissent un microclimat convenable et un acces facile a la
nourriture (Roth & Willis, 1960). Ces insectes peuvent créer de sérieux dégats pour
les denrées alimentaires et étre source de diverses pathologies pour I’homme. En

effet des études ont démontré que les blattes pouvaient véhiculer différentes sortes
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de bactéries et provoquer des allergies cutanées et respiratoires chez '’homme allant
jusqu’au crises d’asthme (Frichman & Alcamo, 1977, Rivault ef al., 1993; 1994;
Baumholtz et al., 1997; Nejati et al., 2012). La Blatte germanique est I'espéce la plus
répandue sur la planéte, responsable de 90% des infestations rapportées (Elie, 1998),
Blattella germanica est devenue la blatte la plus communément associée a 'homme et
aux structures publiques et privées qu'il a crée en raison de son potentiel
reproducteur élevé (Willis et al., 1985; Ellie, 1998).

Afin de controler les insectes nuisibles, différentes méthodes de lutte sont
souvent disponibles ou en cours de développement telles que l'utilisation de
procédés physiques, la lutte biologique par l'intermédiaire d’insectes auxiliaires, de
microorganismes entomophatogenes, I'emploi de variétés résistantes ou encore de
phéromones. Néanmoins, 1'utilisation d’insecticides chimiques présente bien souvent
le moyen de lutte principal.

L'usage des insecticides remonte a la haute antiquité; les anciens Perses ayant
découvert les propriétés insecticides des fleurs broyées du pyrethre, une plante de la
famille des Astéracées (Ramade, 2011). En Inde, 'usage du soufre et du neem
(Azadirachtica indica) comme insecticide semble remonter a environ 2000 ans avant
Jésus Christ (Phylogene ef al., 2002). En Chine, I'utilisation des dérivés arsenicaux
comme insecticides est connue depuis le XVIeme Siecle. C'est vers la fin de ce siécle et
au cours du suivant que sont découvertes les propriétés insecticides du tabac
(nicotine), ainsi que celles des racine de plantes de la famille de Papilionacées telles
que Lonchocarpus ou Derris (roténone) (Phylogene et al., 2002).

Cependant les véritables débuts de la lutte chimique contre les insectes
nuisibles remonte au milieu du XIX¢me siecle avec 1'utilisation, en Amérique, des
arsenicaux a vaste échelle lors de l'invasion du doryphore de la pomme de terre
(Ramade, 2011). C’est au cours de la seconde guerre mondiale que sont apparus les
insecticides de syntheses: HCH (hexachlorocyclohexane) dont le principe actif est le
lindane découvert en 1939 par Dupire et Raucourt puis les organochlorés,
principalement le DDT (dichlorodiphenyltrichloroethane) dont les propriétés

insecticides furent révélées par les travaux du suisse Miiller (prix Nobel de médecine
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en 1948 pour cette découverte) et utilisé pour la premiere fois afin d’enrayer une
épidémie de typhus (Ramade, 2011). Cependant, son usage intensif et répété a
conduit a l'apparition de nombreux cas de résistance limitant son efficacité
(Hemingway et al., 2002). De plus, sa forte capacité de bioaccumulation dans la
chaine alimentaire, sa rémanence et sa toxicité chez les mammiféres ont conduit a son
interdiction dans de nombreux pays (Brown, 1978) suite a la publication en 1962 de
I'ouvrage de la biologiste Rachel Carson nommé «Le Printemps Silencieux »
(Carson, 1962) qui dénonga la toxicité liée aux organochlorés. Toutetfois, de nombreux
pays émergents en sont toujours de grands utilisateurs, leur interdiction pourrait
conduire a des récoltes insuffisantes et des famines.

L'industrie chimique et l'essor de l'agriculture intensive ont permis le
développement d’une deuxiéme génération d’insecticides, représenté par trois
grandes familles: organophosphorés, carbamates et pyréthrinoides de synthese. Ces
insecticides a action neurotoxique agissent tous au niveau du systeme nerveux des
insectes, soit en bloquant 1'acétylcholinestérase (organophosphorés et carbamates)
soit en perturbant le fonctionnement des canaux sodium (pyréthrinoides) (Haubruge
et Amichot, 1998). En dépit de leurs effets secondaires sur la santé publique et
I'environnement et la multiplication des especes résistantes (Yang et Zhang, 2009;
Nasirian, 2010; Chain et Lee, 2010; Nauen et al.,, 2012, Harrop et al., 2014); les
organophosphorés et les carbamates représentent a leurs actuel les insecticides les
plus vendus (=40%) sur le marché mondiale (Casida et Durkin, 2013).

Bien que I'on recherche activement des méthodes de substitution pour la lutte
contre les insectes nuisibles, on imagine mal qu’il soit un jour possible d’éliminer
toute utilisation des insecticides. Le DDT en est un parfait exemple, puisque malgré
son interdiction dans de nombreux pays, il est encore préconisé aujourd’hui par
I'organisation Mondiale de la Santé (OMS) dans la lutte anti-vectorielle, en particulier
contre le paludisme (OMS, 2011).

Cependant, et depuis la mise en évidence des dysfonctionnements liés a
I'emploi des insecticides, I'ensemble des acteurs impliqués dans l'utilisation des

pesticides travaille pour réduire les risques environnementaux. La lutte chimique a
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donc évoluée vers une lutte raisonnée par la réduction des concentrations des
matieres actives et la diversité des insecticides utilisés avec un temps de rémanence
dans le milieu de plus en plus court; désormais, l'accent est mis sur la
compréhension des modes d’action et la recherche de cibles nouvelles.

Dans ce sens, des méthodes alternatives de lutte telles que l'utilisation des
pesticides naturels retrouvent un regain d’intérét (Tine ef al., 2011; Tome ef al., 2013)
en plus du développement par l'industrie phytosanitaire de molécules a mode
d’action nouveaux ciblant les récepteurs nicotiniques de I'acetylcholine
(neonicotinoides) (Tomozawa et Casida, 2003), les récepteurs GABAergiques
(Phénylpyrazoles) (Nauen ef al., 2012), les canaux sodium (oxadiazines) (Wing ef al.,
2000; Maiza et al., 2013), ou en interférant avec des processus physiologiques et

biochimiques spécifiques aux organismes visés tels que les régulateurs de croissance

des insectes ou IGRs (Dhadialla ef al., 1998, 2010).

Les régulateurs de croissance des insectes (Insect growth regulators: IGRs),
rebaptisés IGDs (Insect growth disruptors) pour perturbateurs de croissance des
insectes (Pener et Dhadialla, 2012) appartiennent aux insecticides de troisiéme
génération et peuvent étre regroupés en fonction de leurs mode d’action, comme
suit: les inhibiteurs de la synthése de la chitine, composant majeur de la cuticule, et
les substances interférant avec I’action des hormones des insectes (Hormone juvénile
(HJ), ecdystéroides) (Tunaz et Uygum, 2004). Les IGDs représentent une méthode
alternative de lutte plus sélective, notamment vis-a-vis des auxiliaires et des

organismes non visés (Dhadialla ¢f al., 2005, 2010; Pener et Dhadialla, 2012).

La premiere prise de conscience de 1'usage potentiel d'IGDs dans le controle
des insectes était en 1956, lorsque 'hormone juvénile (HJ) a été isolée de l'extrait
brute abdominal des males des papillons de nuit, Hyalophora cecropia (L.) (Tunaz et
Uygun, 2004). L’application topique de 'hormone a empéché la métamorphose et la
multiplication subséquente de I'insecte (Tunaz et Uygun, 2004). Les IGDs regroupant
les agonistes et antagonistes de I'hormone juvénile (HJ), les inhibiteurs de la syntheése

de la chitine (CSIs) et les agonistes et antagonistes des ecdystéroides.
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Comme leur nom l'indique, les inhibiteurs de la synthése de la chitine qui sont
des dérivés de la benzoylphenylurée (BPUs) essentiellement représentés par le
diflubenzuron (DFB) inhibent la synthese de la chitine (Ishaaya, 1990; Soltani et al.,
1993; 1996), perturbant ainsi le dépodt de la nouvelle cuticule et, conduisant a la mise
en place d’'une cuticule anormale et & la mort pendant ou apres la prochaine mue de
l'insecte (Pener et Dhadialla, 2012). Ils agissent sur la sécrétion cuticulaire en
réduisant I'épaisseur de la cuticule et en perturbant la synthese de la chitine (Ishaaya,
1990; Soltani et al., 1993; 1996) mais aussi, la reproduction (Soltani et al., 1996; Castro
et al., 2012). Les analogues du diflubenzuron comme, le chlorfluazuron, le
flucycloxuron (FCX) et 'héxaflumuron (Sheets et al., 2000) ou encore le lufenuron, le
teflubenzuron et le triflumuron (TFM) (Sheets ef al., 2000; Tomlin, 2000; Karr et al.,
2004) sont trés efficaces a 1'égard des différents insectes nuisibles mais avec une
activité plus importante contre les Lépidopteres (Tomlin, 2000; Ishaaya, 2001). Le
novaluron, un autre inhibiteur de la synthése de la chitine, affecte la mue par le
dépot d'une endocuticule anormale; il inhibe 'émergence adulte, affecte le contenu

en chitine et la durée du développement larvaire (Faranesi ef al., 2012).

Les antagonistes de I' HJ (précocéne I et II) exercent une action cytotoxique sur
les corps allates (glandes endocrine secrétant I'’hormone juvénile) (Brook et Mcaftfery,
1990), entrainant des métamorphoses prématurées (Masner ¢t al., 1979; Darvas et al.,
1990; Aribi et al., 1999) mais aussi la stérilisation des adultes de plusieurs ordres
d’insectes (Delbecque ¢t al., 1986). Quant aux analogues de I'’hormone juvénile (ex.
méthoprene, fénoxycarbe, pyriproxyféne et diofénolan), ils ont pour principaux effets
de produire, chez les individus traités, un stade surnuméraire, des larves
permanentes ou des intermédiaires larve-pupe (Gadenne et al, 1990; Muyle et
Gordon, 1989; Mauchamp et al., 1989). Ces composés agissent sur le développement
(Gorman et al., 2002; Aribi et al., 2006) et la sécrétion cuticulaire (Gadenne et al., 1990;
Quennedy et al., 1995; Elbert et Nauem, 2000).
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Pour les produits simulant l'ecdysone (ex. RH-5849, halofénozide,
tébufénozide et méthoxyfénozide), leur principale activité réside dans leur capacité a
induire une mue prématurée (Wing et al., 1988). De ce fait, ils sont considérés comme
des accélérateurs de mue ou MACs (Molting Accelerating Compounds) qui se fixent
aux récepteurs (EcR) spécifiques des ecdystéroides (Dhadialla et al., 1998; 2005). Les
agonistes des ecdystéroides perturbent également la reproduction et les taux
d’ecdystéroides chez différentes especes (Kilani-Morakchi et al., 2009; Soltani-
Mazouni et al., 2012; Daas-Maamcha et al., 2013). Les antagonistes, le KK-22 et le KK-
42 sont des dérivés de l'imidazole (Kadano-Okuda et al., 1987), qui inhibent le
processus de biosynthese des ecdystéroides au niveau des glandes prothoraciques et
des sites alternatifs (Lorenz ef al., 1995). Ces composés inhibent aussi la synthese de
I"'HJ et sont considérés comme des anti-HJs (Tunaz et Uygun, 2004). De plus, il a été
suggéré que le KK-42 peut affecter le développement des ovaires en agissant au
niveau de 1'épithélium folliculaire, site de synthése d"ADN et source d’ecdystéroides

ovariens (Soltani-Mazouni et al., 2001).

Récemment, dans un soucis de protection de I'environnement et des régles du
développement durable, les IGDs sont utilisés dans le controle de divers insectes
nuisibles (Saltzmann et al., 2006; Fathpour et al., 2007; Soltani-Mazouni et al., 2012;
Farnesi et al., 2012 ; Amira et al.,, 2013). Différentes études ont été consacrées a
I'évaluation des effets de ces IGDs sur les blattes notamment sur B. germanica en
utilisant principalement les inhibiteurs de la synthése de la chitine et les agonistes de
I'hormone juvénile (Tsuji et Taneike 1988; King & Bennett 1988; Ross et Cochran,
1990; Schenker et Moyses ; 1994 ; Aquilera et al., 2001 ; Fathpour et al. 2007). L'usage
des agonistes des ecdystéroides étant principalement réservé au contrdle des
lépidopteres (Dhadialla ef al., 2010). A ce jour, et hormis les travaux préliminaires de
notre équipe (Maiza et al., 2004 ; Kilani-Morakchi et al., 2009a , 2009b ; Morakchi et al.,
2010), aucune étude n’a été réalisée sur 1'utilisation potentielle des agonistes des
ecdystéroides dans la lutte contre les Blattes.

Aussi, et afin d’approfondir les résultats préliminaires obtenus par notre

équipe, les travaux de recherches présentés dans ce mémoire sont axés sur une
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meilleurs compréhension de I'action d'un agonistes des ecdystéroides, le

tébufénozide, sur la blatte la plus « célebre » B. germanica, espece dont la biologie et la

physiologie sont les plus étudiés et les mieux connues.

Ce manuscrit est divisé en deux grandes parties :

z

La premiere partie traite de I'évaluation de la toxicité du tébufénozide chez
les adultes de B. germanica avec détermination des doses létales. Une dose
sublétale est ensuite testée sur différents deux parametres
morphométriques de l'ovaire (nombre d’ovocytes par paire d’ovaires,

longueur de I'ovocyte basal).

La seconde partie traite des effets sublétaux du tebufénozide sur la
communication chimique (comportement sexuel, hydrocarbures
cuticulaires) et le succes reproducteur de I'insecte (pourcentage
d’accouplement, pourcentage de production de l'oothéque, nombre de

larves viables).
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II. MATERIEL ET METHODES
I1.1. Taxonomie:

Les Blattes sont des Insectes Ptérygotes, appartenant a l'infra-classe des
Néopteres. 1ls appartiennent au super-ordre des Dictyopteéres composé de ’ordre des
Mantodea (mantes), des Isoptera (termites) et des Blattaria (blattes). Certains auteurs
regroupent les Blattaria et les Isoptera dans un méme groupe (Bell ef al.,, 2007). La
classification de McKittrick (1964) subdivise les Blattes en deux grandes super
tamilles: les Blaberoidea et les Blattoidae qui sont respectivement réparties en 3
tamilles (Blaberoidae, Blattellidae et Polyphagidae) pour les premiers et en deux
tamilles (Blattidae et Cryptocercidae) pour les seconds (Fig. 1). Roth (2003)
décompose l'ordre des Blattaria en 6 familles différentes: Polyphaggidae,
Cryptocercidae, Nocticolidae, Blattidae, Blattellidae et Blaberidae, la majorité des
especes appartenant aux trois derniéres familles (Bell et al., 2007). L’ordre des
Blattaria continue encore a étre discuté (Djernaes et al., 2011). Blattella germanica est
une espece grégaire et cosmopolite appartenant a la famille des Blattellidae (Fig. 1).
Nommeée Blatta germanica par Linné (1767), cette blatte a connu sept appellation
différentes entre 1767 et 1903 et c’est finalement Caudell (1903) qui la décrite sous le

nom de Blattella germanica.

I1.2. Principales caractéristiques de Blattella germanica:

Comme la plupart des Blattes, B. germanica est aplatie dorso-ventralement ; elle
présente un corps mou avec une téte, un thorax et un abdomen bien visible et des
antennes longues et multiarticulées. Les pates sont longues et épineuses et munies de
coxae larges et aplaties (Bell et al., 2007). Sa couleur va du bronze au brun claire avec
deux bandes longitudinales noires sur le pronotum. L’insecte possede deux cerques
caractéristiques a I'extrémité de 'abdomen a fonction sensoriel. Bien qu’elle ait des
ailes (ailes antérieurs sclérifiées recouvrant des ailes postérieures membraneuses),
elle est incapable de voler (Fig. 2) (Bell et al., 2007). Les adultes mesurent 10 a 15 mm

de long, B. germanica présente un dimorphisme sexuel bien marqué (Fig. 3 A, B), le
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male possédant un corps fin avec des ailes qui ne recouvrent pas entierement
I'abdomen et des cerques formés de onze articles; le dernier segment (segment
génital) porte également une paire d’accessoires copulatoires, les styles. La femelle
est plus robuste avec un abdomen entiérement recouvert par les ailes et des cerques
de douze articles (Bell ef al., 2007). Les larves ressemblent aux adultes a 1’exception

des ailes qui sont absentes (Fig. 3C).

Systématique :

Classe: Insecta F/ Blaberidae
Ordre: Blattaria
Famille: Blattellidae
Genre: Blattelln
Espéce: germanica

N

Perisphaeriinae

Epilamprinae

Zetoborinae

Oxyhaloinae
Blaberinae )
Panchlorinae

Panesthiinae Diplopterinae

Pycnoscelinae
Ectobiinae

Nyctiborinae s
e Blattinae

F/ Blattidae

Polyzosteriinae

Plectopterinae Lamproblattinae

F/ Blattellidae

Anaplectinae Cryptocercinae | Ff Cryptocercidae

Holocompsinae

B Ealyphagidas Polyphaginae Terniiilas

Superfamille des Blaberoidea

Superfamille des Blattoidea

Figurel. Classification de I'ordre des Blattaria et position systématique de Blattella
germanica. D’aprés McKittrick 1964. Dessin et photo : A. Badi.
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Figure 2: Vue ventrale (A) et vue dorsale (B) de B. germanica. Source A: Université de
Montpellier : htttp:/ /mon.univ-montp2.fr/index.php.B: Mourier (2014).
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v .

Figure 3. A: Vue ventrale des adultes des deux sexes (Gr: x 2,15), B: vue dorsale des

adultes des deux sexes (Gr: x 2,92), C: vue dorsale d"une larve femelle (Gr: x 3,1).
Photos : A. Badi (A, C); ].P. Farine (B).
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I1.3. Cycle de vie de B. germanica:

B. germanica est un insecte a développement hétérométabole caractérisé par
deux phénotypes post-embryonnaires: les larves et les adultes. Apres
I'accouplement, Les femelles sécretent une oothéque renfermant environ 37 ceufs
dont 28 seulement arrivent a éclosion donnant naissance a des larves apteéres
(Swandner, 1995). Les males passent par 5 stades larvaires tandis que les femelles par
7 stades larvaires a 25°C. Les larves du dernier stade subissent la mue imaginale pour
donner naissance a des adultes ailés (Fig. 4). La longévité de 1'adulte est de 128 jours
pour le male et de 153 jours pour la femelle (Cornwell, 1968). Selon Woodruft (1938)
un seul accouplement pourrait suffire a fertiliser tous les ceufs produits durant la vie
adulte. Les femelles non accouplés peuvent produire des ootheques stériles 17-18

jours apres la mue imaginale (Roth, 1970).

I1.4. Elevage de B. germanica:

Les insectes sont élevés au laboratoire dans des boites en plastiques aérées
contenant des emballages d’ceufs en guise d’abris. Les Blattes sont nourris de biscuits
(Bimo : farine de blé, sucre, graisses végétales, extrait de malt) et abreuvés grace a du

coton humidifié. L'élevage est maintenu a une température de 26 * 2 °C, une

humidité relative de 70% et une photopériode de 12 heures de lumiere.

Périodiquement, les larves les plus dgées sont prélevées de I'élevage de masse
et regroupées entre elles, ce qui nous permet de récupérer les adultes des la mue
imaginale. Ces adultes vierges sont alors regroupés selon leur sexe. Les insectes sont

élevés dans les mémes conditions décrites précédemment.
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(LTI T

AT Ootheque
F o o 8 jours apres la ériode d’iIEcubation
¥ | mue imaginale (17-22 jours)

Développement larvaire
5 a 6 mois

& 2 g
veily d
v ¥
¢
Uni ty of Flaricda

Figure 4. Cycle biologique de B. germanica (L.). D’apreés Cornwell (1968).

A- Une femelle portant une ootheque (Gr: x 1,92).

B- Oothéque (Gr: x 3,83).
C- Eclosion de I'ootheque (Gr: x 2,23).
D- Des larves apteres aux ditférents stades (Gr: x 0,7).

E- Adulte nouvellement exuvié (Gr: x 2,69).

F- Parade du male et accouplement (Gr: x 1,07).
Photos: A. Badi (A, B, & D); ]. Castner (E, C); |. P. Farine (F)
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I1.5. Présentation de l'insecticide

Le tébufénozide (> 95% de pureté, Rohm & Haas Co., Spring House, PA, USA),
un agoniste des ecdystéroides, a été gracieusement fournie par le Pr G. Smagghe
(Laboratory of Agrozoology, Departement of Crop Protection, Faculty of Bioscience
Engineering, Ghent, Belgium). Le tébufénozide est le nom commun du N-tert-butyl-
N'(4-éthylbenzoyl)-3,5-dimethybenzohydrazide, sa formule empirique est le
C22H2sN20:2 et son poids moléculaire est de 352,48g. Sa structure chimique est

représentée sur la figure 5.

Figure 5. Structure chimique du tébufénozide (Dadhialla ef al. 2005).
I1.6. Traitement des insectes et bioessai:

L’insecticide a été dissous dans l'acétone et administré aux adultes
nouvellement exuviés de B. germanica par application topique (3 upl/insecte) au
niveau des sternites abdominaux (Kawada et al, 1992) et ce a l'aide d'une
microseringue (Hamilton). Les témoins recoivent 3 pul de solvant. Les boites
contenant les insectes des expérimentations sont maintenues dans les mémes

conditions que ci-dessus.

Apres un screening préalable, le tébufénozide a été testé a différentes doses (1,
10, 20, 50 et 75 ng/insecte) sur les adultes males et femelles de B. germanica
nouvellement exuviés. Trois répétitions de dix individus ont été réalisées pour

chaque dose et chaque sexe. Une série témoin est conduite en parallele et les
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individus regoivent 3 pl de solvant (acétone). La mortalité des insectes a été
enregistrée quotidiennement pendant une durée de 15 jours. En ce basant sur les
intervalles de confiance (95%) et en absence de différences entre la mortalité des
males et des femelles les résultats ont été regroupés. Dans le cas de I'existence d"une
mortalité naturelle (< 20%) la mortalité observée et corrigée selon la formule
d’Abbott (1925). Les DLso et DL2s (doses causant respectivement la mortalité de 50%
et 25% des insectes traités) ont été déterminées ainsi que leurs intervalles de
confiance (95% IC) et le Hill slope. La DLas sera utilisé pour la suite des

expérimentations.

I1.7. Morphométrie des ovaires

Les adultes femelles nouvellement exuviées de B. germanica témoins et traitées
au tébufenozide (DL2s: 10,96 ng) sont isolées des males (Pascual et al., 1992) dans des
boites en plastique (9,5 cm x 6,5 cm x 2 cm) contenant de la nourriture et de 1’eau. Les
temelles des séries témoins et traitées sont échantillonnées a différents dges au cours
de la vie adulte (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 et 16), anesthésiées au froids, et leurs ovaires
sont disséqués sous loupe binoculaire (Fig. 6). Deux parametres biométriques sont
considérés, a savoir, le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires et la longueur de

I'ovocyte basal. 15 répétitions sont effectuées pour chaque série.
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Figure 6. (A): Dissection des ovaires de B. germanica sous loupe binoculaire (B) (Gr x:

4,61), Ovaire de B. germanica (Gr: x 8,48). (Photos: S. Kilani-Morakchi).

I1.8. Observations comportementales:

Les observations ont été réalisées en enceinte close (19 cm x 13 cm x 4 ¢cm), sous
lumiere rouge de faible intensité (Fig. 7), dont les longueurs d’ondes émises sont
imperceptibles par les blattes (Bell & Sams, 1937). Toutes les études
comportementales ont été effectuées dans les mémes conditions de température et
d’hygrométrie que celles de la salle d’élevage et ont eu lieu pendant les premiéres
heures de la scotophase correspondant a la période maximal d’activité sexuelle chez
B. germanica (Liang & Schal, 1993). Les expériences sont menées en conditionnant de
non choix (un seul partenaire sexuel pour chaque blatte) sur des adultes vierges
n‘ayant jamais été en contact avec leurs partenaires. Dans le but d’évaluer le
comportement sexuel des insectes, des males et femelles agés de 15 jours (Habbachi

et al., 2009) des séries témoins et traités (DL25=10,96 pg) sont utilisés pour constituer
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quatre dyades: male témoin vs femelle traitée, male traité vs femelle témoin, male
traité vs femelle traitée et male témoin vs femelle témoin. Les observations sont
réalisées durant une période de 15 min et quatre étapes clés de la séquence
comportementale sont notées : a) le temps de latence, correspondant au temps écoulé
entre le début de 'expérience et le premier contact entre les deux partenaires, b)
nombre de contact antennaire des males avec la cuticule de la femelle permettant le
déclenchement du comportement de parade des males, ¢) nombre de parade des
males traduisant I"état "d’excitation” des males et d) nombre de montée de la femelle
sur le dos du males en vue d’un éventuel accouplement (indicateur de la réceptivité

des femelles). 20 a 30 répétitions sont réalisées pour chaque dyade.

Figure 7. Couple agé de 15 jours maintenu dans une boite en plastique (19 cm x 13

cm x 4 cm), pendant 15 minutes sous lampe rouge durant les premiéres heures de la

scotophase (Gr: x0,61). Photo : A. Badi.

I1.9. Succes reproducteur:

Le pourcentage d’accouplement est estimé a partir des quatre différentes
dyades testées par observations directe a intervalle de 30 min jour et nuit, pendant 24
heures et ce jusqu’au succes de I'accouplement. Le choix de cet intervalle est basé sur
le fait que l'accouplement chez cette espéce dure plus de 45 min (Schal & Chiang,

1995). Le pourcentage de formation de I’ootheque ainsi que le nombre de larve viable
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Figure 8. Test d’antenne: une antenne fraichement excisé de femelle vierge agées de

15 jours est fixée a une pipette Pasteur et utilisée immédiatement pour tester le
comportement du male (A), comportement de parade du male (B) Photo: Eliyahu

(2007). (Gr: x 3).

19






MATERIEL ET METHODES

des logarithmes des doses a permis d’estimer les DLso et DL2s (Sadeghi et al., 2009).
Le test « t » de Student est utilisé pour traiter les résultats concernant les quantités en
hydrocarbures cuticulaires, les parametres ovariens et la fécondité. Les données
concernant les observations comportementales sont analysées grace au test de
Kruskal-Wallis combiné avec le test de Dunn’s. Le test binomial est utilisé pour
comparer les différents pourcentages (parades des males, montée des femelles,
réponses aux tests d’antenne, accouplement et production de I'ootheque). Tous les
calculs ont été effectués a l'aide du logiciel GraphPad Prism version 6.1 pour

Windows (GraphPad software, La Jolla California, USA, www.Graphpad.com).
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1. INTRODUCTION

La Blatte Germanique, vecteur de nombreux agents pathogenes, pullule en
milieu urbain du fait de son potentiel reproducteur élevé (Mpuchane et al., 2006;
Nejati et al., 2012). L’utilisation des insecticides conventionnels, a action
neurotoxique, organophosphorés, carbamates et pyréthrinoides (Reierson ef al., 1983;
Appel, 1990; Garfield, 1990; Reid ef al., 1990; Appel & Benson, 1995) représente I'une
des solutions majeure dans la lutte contre les blattes. Toutefois, de multiples
résistances ont été enregistrées (Lee et al., 1996, Limoee et al., 2007; Nasirian et al.,
2010; Chain & Lee, 2010; Zhang et al., 2014).

Différentes molécules ont également prouvé leurs efficacité contre B. germanica
telles que 'acide borique, un insecticide inorganique (Habes et al., 2001; Apple et al.,
2004; Habes et al., 2006; Kilani-Morakchi et al., 2009c; Habes et al., 2013). Ce dernier
n‘est cependant plus autorisé, dans 1'union Européenne, comme produit
phytosanitaire (INRS, 2011) en raison de sa reprotoxicité et sa toxicité systémique
apres passage transcutané (ANSM, 2013). Les néonicotinoides comme 1'acétamipride
(Morakchi 2005 et al., Morakchi et al., 2010) et les phenylpyrazoles comme le fipronil
(Kaakeh et al, 1997, Nasirian et al., 2010) sont également utilisés mais des
phénomenes de résistance ont été signalés (Wenn & Scott, 1997, Holbrook et al.,
2003).

Parmi les régulateurs de croissance des insectes, seuls les analogues de 'H]J et
les inhibiteurs de la synthése de la chitine (Tsuji & Taneike 1988; King & Bennett
1988; Ross & Cochran, 1990; Kawada et al., 1992; Schenker & Moyses, 1994; Mosson ct
al., 1995; Aguilera et al., 2001; Fathpour et al. 2007) ont été utilisés dans le controle des
blattes. La liste des insecticides utilisés dans la lutte contre les blattes selon

I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) est fournie dans le tableau 1.
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Tableau 1. Insecticides utilisables dans la lutte contre les blattes (Source: WHO, 2006)

IGR : Régulateurs de croissance de l'insecte, II : modérément dangereux, III : plutot

dangereux, U : pas de danger dans les utilisations normales.

s s 2 Concentration Risque
Insecticide Classe chimigue Formulation (a/l ou g/kg) chimique
Bendiocarbe Carbamate 24-48 1
Spray, Poudre
Fluféenoxurone IGR Spray 0.3 .
Methopréene IGR Spray, Acrosol 0.9 U
= Spray, Acrosol,
Chlorpyriphos O rganophosphate Poudre 2-5 11
Malathion O rgancophosphate Spray, Poudre 20 1
Pirimiphos-methyl Organophosphate Spray, Poudre 10 "
a-Cypermethrine Pyrethrinorde Spray 0.3-0.6 1
B-Cyfluthrine Pyréthrinoide Spray 0.25-05 1]
Bifenthrine Pyrethrinoide Spray 0.48-0.96 11
Cyfluthrine Pyréthrinoide Spray, Poudre, 4 11
Acrosol
. - - . - Spray, Poudre,
Cyperméthrine Pyré&thrinoide Acra=al 0.5-2 1
= = - g Poudre, Spray,
Cyphénothrine Pyrethrinoide ASTOSOI 0.5-1 11
Deltaméthrine Pyréethrinoide Poudre, Spray,
Acrosol 0.3 (D.5b) 1
M-cyhalothrine Pyrethrinoide Spray 0.03 1l
= = Pyréthrinoide Poudre, Spray,
Perméthrine ACTO=al 1.25 |l
D-Phénothrine Pyréthrinoide BEaudie. Sy, 1.0-2.0 U
Acrosol
Resmeéthrine Pyrethrinoide FPoudre 3 I
Tétraméthrine Pyréthrinoide Poudre, Spray, 12 U
Acrosol

Des recherches récentes sur 'utilisation de molécules alternatives dans la lutte
contre les blattes ont permis de mettre en évidence l'efficacité de certains
biopesticides tels que l'azadirachtine (Shaffek ef al., 2004; Tine et al., 2011) et le
spinosad (Shneider ef al., 2004; Maiza et al., 2013) ou encore des oxadiazines comme
I'indoxacarb (Maiza ¢t al., 2013). De plus, les travaux préliminaires de notre équipe
(Maiza et al., 2004; Kilani-Morakchi et al., 2009a,b) ont démontré I'impact négatif des
agonistes des ecdystéroides sur certains parameétres de la reproduction de la blatte
germanique.

B. germanica est une blatte ovipare (Roth, 1970) dont l'ovaire est de type
panoistique et ot toutes les cellules germinales issues des mitoses goniales peuvent
évoluer en ovules. Les ovarioles sont caractérisés par l'existence de deux zones
fonctionnelles, le germarium apical et le vitellarium (Cassier et al., 1997) (Fig. 9). Le

germarium est le siege de la multiplication des ovogonies qui donneront les ovocytes
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sans aucune formation de cellules nourricieres. Le vitellarium permet aux ovocytes,
entourés par une assise de cellules folliculaires, d’accumuler des réserves (vitellus) et
d’acquérir des enveloppes protectrices, sécrétées par le follicule, appelées enveloppe

vitelline et chorion (Raikhel & Dhadialla, 1992).

Chez les insectes, I'hormone juvénile (HJ) et la 20-hydroxyecdysone (20E)
jouent un role cruciale dans la régulation de la croissance, le développement et la
reproduction des insectes (Cassier ¢f al., 1997). L'HJ sécrétée par les corps allates, fut
reconnue tres tot comme étant impliquée dans la reproduction des insectes
(Wigglesworth, 1936). Or ce n’est que 40 ans plus tard que l'ecdysone fut identifiée
dans les ovaires des femelles du moustique Aedes aegypti (Hagedorn et al., 1975) et
ainsi suspectée de jouer un role dans la reproduction des insectes. En effet, puisque
les glandes prothoraciques sécrétant I'ecdysone dégénérent rapidement chez les
adultes de nombreux insectes, il a été longtemps spéculé que cette hormone n’avait
aucune fonction reproductive. Si les roles de l'ecdysone dans la régulation des
activités reproductives sont de mieux en mieux connus chez les différentes espéces
d’insectes (Hoffman et al., 1980; Rubenstein et al., 1982; Parlak et al., 1992; Pascual et
al., 1992; Kozlova & Thummel, 2000), la fonction et 'importance de 1'ecdysone dans

la reproduction des insectes varient grandement d"une espece a l'autre.

Chez B. germanica, la reproduction est controlée principalement par 'HJ (Schal
et al, 1997); l'activité ovarienne étant régulée par des facteurs intrinseques
(ex: neurohormones et hormones) et extrinseques (ex: stimuli environnementaux,
interactions sociales) (Fig. 10). La synthese de 1'H] par les corps allates est sous la
dépendance de deux neurohormones secrétées par le cerveau, les allatotropines qui
stimulent sa sécrétion et les allatostatines qui l'inhibent (Tobe et al., 1985; Miyamoto
et al., 1993; Hoffmann et al., 1999; Stay, 2000; Gadde, 2002) (Fig. 10). La production de
I"'HJ augmente avec la croissance de I'ovocyte apres la mue imaginale, pour stimuler
la vitellogénese et l'absorption des vitellogénines par les ovocytes. Les taux d'HJ
diminuent ensuite juste avant l'ovulation et restent faibles pendant la gestation

(Bellés et al., 1987). L'H] stimule également la production et la libération des
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phéromones sexuelles et controle l'acquisition de la réceptivité sexuelle chez la

femelle (Schal & Ching, 1995).

Figure 9. A et B: Systeme reproducteur interne d’une femelle de Blattella germanica
(ag: Glande accessoire, od: Oviducte, ov: Ovariole, vg: Vagin) (Fathpour et al., 2007);
C: Ovariole de I'ovaire panoistique de B. germanica: germarium (G), vitellarium (V),
ovocyte basal (BO), ovocyte sub-basal (SBO), épithélium folliculaire (F), nucleus (N),
nucleolus (n) (Irles et al., 2009)

grouping e isolation

— (2)

(b)\+\ Br;l n /

% % ~ mature
spermatheca N1 el SUary
spermatophore ; :
ootheca

Figure 10. Modéle schématique de la régulation extrinseque et intrinseque de la
synthese de I’'H]J chez la femelle de B. germanica. JH : Hormone juvénile, CC : corpora
cardiaca; CA: corpora allata ; VNC: chaine nerveuse ventrale (Schal ef al., 1997).
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Chez la blatte germanique, les écdystéroides ovariens interviennent dans la
réinitiation méiotique, fournissent une source d'ecdystéroides a I'embryon et inhibent
la production de I'hormone juvénile (Lafont ef al., 2005). Chez cette espece, les taux
d’ecdysteroides ovariens et hémolymphatiques sont faibles chez les femelles
nouvellement exuviées, augmentent au cours de la vitéllogenese jusqu’a atteindre un
pic durant la choriogeneése, et diminuent apres la ponte suggérant l'implication des

écdystéroides dans le controle de la choriogénese (Pascual ef al., 1992).

Certaines études ont démontré que la présence artificielle de 1’ecdysone
inhibait 1'action gonadotropique de I’hormone juvénile (Satyanarayana et al., 1992,
1994). Toutetois, bien que les roles de 'ecdysone et de I'HJ aient été élucidés dans
certaines étapes du développement des oocytes chez les insectes, la maturation
ovarienne dans son ensemble demeure tres complexe puisque de nombreuses
interactions synergiques et inhibitrices existent entre ces deux hormones et d’autres
neurohormones (Bellés, 1995). Aussi et a fin de mieux comprendre ces interactions et
d’approfondir les résultats préliminaires obtenus sur l'impact des agonistes des
ecdystéroides chez B. germanica (Maiza ct al., 2004 ; Kilani-Morakchi et al., 2009a, b),
nous examinons dans ce chapitre les effets d'un agoniste des ecdystéroides, le
tébufénozide, sur une espece a reproduction HJ-dépendente, B. germanica.

Apres détermination de la toxicité du tébufénozide, ces effets sont évalués sur
la reproduction de l'insecte en examinant deux parametres clés, le nombre
d’ovocytes par pair d'ovaires considéré comme indicateur de la capacité
reproductrice (Maiza c¢f al, 2013), et la longueur de l'ovocyte basal, moyen
d’estimation indirect du taux de biosynthese de 1'H]J chez cet insecte (Gadot et al.,

1989; Sevala et al., 1999; Treiblmayr et al., 2006).
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2. RESULTATS

2.1. Toxicité du tébufénozide a 1'égard des adultes de B.
germanica:

Le tébufenozide a été testé par application topique sur les adultes
nouvellement exuviés de B. germanica a des doses variant de 1 a 75 pg/insecte.
D’une facon générale, les insectes traités ont présenté des symptomes d’intoxication

vig I'inhibition de I’activité locomotrice suivie par la paralysie et la mort.

Les mortalités enregistrées au cours des tests de toxicité varient de
6,66 £ 0,96 % a la dose de 1 ng/insecte a 77,6 + 1,47 % a la dose de 75 pg/insecte
(Tableau 2). Aucune mortalité n’a été enregistrée chez les séries témoins. L’analyse
de la variance a un critére de classification (Tableau 3) effectuée apres transformation
angulaire des pourcentages de mortalité révele une différence hautement
significative (p< 0,001) entre les doses utilisées. Le classement des doses par le test
HSD de Tukey révele I'existence de 4 groupes (Fig. 11): le premier groupe renferme
les doses de 1 et 10 pg, le second groupe les doses de 10 et 20 pg, le troisiéme groupe
est constitué des doses de 20 et 50 ug et enfin le dernier groupe englobe les doses de

50 et 75 pug.

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction
du logarithme de la dose appliquée (Fig. 12) a permis 1'estimation des valeurs de la

DLso et de la DL2s ainsi que leurs intervalles de confiance et le Hill Slope (Tableau 4)

27



TOXICITE MORPHOMETRIE DES OVAIRES

Tableau 2. Toxicité du tébufénozide (ng/insecte) administré par application topique
sur les adultes de B. germanica nouvellement exuviés: Mortalité enregistrée (%) au

bout de 15 jours de traitement (m + SEM, n= 3 répétitions de 20 individus chacune).

Dose
(ug/insecte)
R1 8,33 12,5 40 40 80,2
R2 6,66 25 454 66,66 751
R3 5 30,76 33,33 69,2 77,5
m * SEM 6,66 0,96 2275+£538 3957+3,49 58,62+933 77,6147

Tableau 3. Toxicité du tébufénozide (ng/insecte) administré par application topique
sur les adultes de B. germanica nouvellement exuviés: Analyse de la variance a un
critere de classification apres transformation angulaire des mortalités enegistrées (%).

Source de

variation

SCE

ddl

Fobs P

0,000%**

1137 31,33

Ages (jours) 4546 4
Erreur résiduelle 362,8 10 36,28 - -
Total 4909 14

% dijférence hautement significative (p< 0,001). SCE: somme des carrés des écarts; ddl: degré de

liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Figure 11. Toxicité du tébufénozide (ug/insecte) administré par application topique
sur les adultes de B. germanica nouvellement exuviés: Mortalité enregistrée (%) au
bout de 15 jours de traitement (m + SEM, n= 3 répétitions de 20 individus chacune).
Les lettres représentent le classement des doses selon le test HSD de Tukey.

Mortalité enregistrée (%)
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Figure 12. Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité en fonction
du logarithme de la dose du tébufénozide chez les adultes nouvellement exuviés de
B. germanica apres 15 jours de traitement. R?= 0,98. Y=100/1+1000g EC50 - X)*Hill Slope
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Tableau 4. Toxicité du tébufénozide (ug/insecte), par application topique, sur des
adultes nouvellement exuviés de B. germanica agés de 15 jours: Détermination de la
DLso et de la DL2s et leurs intervalles de confiance (95% Fiducial limits: FL).

15 30,20 (22,01-41,43) 10,96 (6,38-18,79) 1,08 (0,62-1,54)

2.2. Morphométrie de I'ovaire:

Le tébufénozide a été testé a une dose sublétale (LD2s= 10,96 ug/insecte) par
application topique sur des adultes femelles vierges nouvellement exuviées (0 jour)
de B. germanica. Les effets de cet agoniste des ecdystéroide ont été évalués sur deux
parametres morphométriques de 1'ovaire: le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires et
la longueur de I'ovocyte basal au cours de la vie adulte (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 et 16

jours).

2.2.1. Effets sur le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires:

Le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires chez les adultes femelles vierges de
B. germanica tluctue au cours de la vie adulte. L’analyse de la variance a un critere de
classification (ANOVA) révelent des différences hautement significatives (p< 0,001)
du nombre d’ovocytes par paire d’ovaires en fonction de 1'adge et ce aussi bien chez

les séries témoins que traitées (Tableaux 5 et 6).

Chez les femelles témoins, le nombre d'ovocytes par paire d’ovaires augmente
a 2 jours (p< 0,001) puis diminue (p< 0,001) entre 4 et 8 jours (Tableau 7). Cette
diminution correspond a la période de ponte. Apres le 8¢ jour, au cours de la
période de post-oviposition, le nombre d'ovocytes par paire d’ovaire

reste stable (p> 0,05). Chez les femelles traitées, le nombre d'ovocytes par paire
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d’ovaires augmente a 4 jours (p< 0,05) et reste stable jusqu’a 16 jours (p> 0,05). La
comparaison entre séries témoins et traitées montre que le tébufénozide réduit de
maniere significative le nombre d’ovocytes par pair d’ovaires a 2 jours (p< 0,001), 4
jours (p< 0,001) et 6 jours (p= 0,019). Une augmentation (p< 0,05) de ce parametre est

enregistrée entre 8 et 16 jours et ce toujours comparativement aux témoins.

Tableau 5. Nombre d’ovocytes par paires d’ovaires au cours de la vie adultes (0-16

jours) des femelles de B. germanica témoins (m + SEM; n=15): Analyse de la variance a

un critére de classification.

Source de
variation
Ages (jours) 21126 8 2641 76,13 0,000%#**
Erreur résiduelle 4371 126 34,69 - -
Total 25496 134

% dijférence hautement significative (p< 0,001). SCE: somme des carrés des écarts; ddl: degré de

liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.

Tableau 6. Nombre d’ovocytes par paires d’ovaires au cours de la vie adultes (0-16
jours) des femelles de B. germanica traitées par application topique au tébufénozide
(DL25) le jour de I'émergence (m £ SEM; n=15): Analyse de la variance a un critere de

classification.

Source de
variation
Ages (jours) 3032 8 379,1 12,21 0,000%**
Erreur résiduelle 3912 126 31,04 - -
Total 6944 134

“** dijférence hautement significative (p< 0,001). SCE: somme des carrés des écarts; ddl: degré de

liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Tableau 7. Effets du tébufénozide (DL2s) sur le nombre d’ovocytes par pair d’ovaire,
au cours de la vie adules des femelles de B. germanica, traitées par application le jour
de I'émergence (m + SEM; n = 15).

0 54,06+1,35 a -

2 74,06 £0,90 Ab 35,06 £1,33 Ba
4 51,06 £ 0,81 Ac 39,13 +1,22 Bb
6 4933+£1,04 Ac 43,60 + 2,07 Bb
8 3593+253 Ad 43,66 +1,01 Bb
10 35,86 +224 Ad 43,00+ 2,15 Bb
12 36,33 +1,56 Ad 43,53 +1,14 Bb
14 35,26 £0,77 Ad 42,20+ 0,85 Bb
16 3546 +1,36 Ad 42,73 +1,23 Bb

- Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement dijférentes (p> 0,05).

- Les lettres en minuscules comparent les valeurs d'une méme série entre les dijférents dges; les
lettres en majuscules comparent les moyennes d'un méme dage entre les dijférentes séries.
(comparaison : test t de Student, p<5 %).

2.2.2. Effets sur la longueur de I'ovocyte basal :

Chez les femelles vierges de B. germanica la longueur de I'ovocyte basal varie
au cours de l'age adulte. L’analyse de la variance a un critere de classification
(ANOVA) révele un effet age hautement significative (p< 0,001) sur la longueur de
I'ovocyte basal chez les séries témoins mais aussi chez les séries traitées (Tableaux 8

et9).

La longueur de l'ovocyte basal, chez les femelles de B. germanica des séries
témoins, augmente (p< 0,001) au cours de la maturité sexuelle; elle passe de 0,71
0,02 mm a 0 jour a 2,70 £ 0,08 mm a 10 jours pour décroitre (p< 0,001) par la suite

(Tableau 10). Chez les séries traitées au tébufénozide (DL2s), la longueur de 1'ovocyte
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basal augmente avec 1'dge pour atteindre 1,32 + 0,05 mm a 6 jours, les valeurs

enregistrent une diminution significative a partir de 8 jours (p< 0,001).

La comparaison entre série témoins et traitées montrent que l'application
topique du tébufénozide (DL2s) chez les femelles nouvellement exuviées de B.
germanica, réduit de maniere significative (p< 0,001) la longueur de I'ovocyte basal et

ce pour tout les ages testés (Tableau 10).

Tableau 8. Longueur de 'ovocyte basal au cours de la vie adultes (0-16 jours) des
femelles de B. germanica témoins (m + SEM; n=15): Analyse de la variance a un critére

de classification.

Source de
variation
Ages (jours) 48,50 8 6,063 171,2 0,000%**
Erreur résiduelle 4,392 124 0,035 - -
Total 52,89 132

% dijférence hautement significative (p< 0,001). SCE: somme des carrés des écarts; ddl: degré de

liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification

Tableau 9. Longueur de I'ovocyte basal au cours de la vie adultes (0-16 jours) des
femelles de B. germanica traitées par application topique au tébufénozide (DL2s) le

N

jour de I'émergence (m + SEM; n=15): Analyse de la variance a un critere de

classification.

Source de
variation
Ages (jours) 5,424 8 0,67 18,08 0,000%**
Erreur résiduelle 4,650 124 0,03 - -
Total 10,07 132

% dijférence hautement significative (p< 0,001). SCE: somme des carrés des écarts; ddl: degré de
liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Tableau 10. Effets du tébufénozide (DL2s) sur la longueur de l'ovocyte basal, au
cours de la vie adules des femelles de B. germanica, traitées par application le jour de
I"émergence (m + SEM; n = 15).

0 071+0,02 a —

2 084+0,02 Ab 0,72+0,01 Ba
4 1,23+ 0,06 Ac 0,90 £0,03 Bb
6 1,56 £0,04 Ad 1,32+ 0,05 Bc
8 1,99+£0,07 Ae 1,11+ 0,09 Bd
10 2,70£0,07 Af 1,20 £ 0,08 Be
12 233+0,04 Ag 1,05+ 0,04 Be
14 1,91£0,04 Ah 1,14 £ 0,05 Be
16 1,62+£0,02 Ai 1,16 £ 0,03 Be

- Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement dijférentes (p> 0,05).

- Les lettres en minuscules comparent les valeurs d'une méme série entre les dijférents dges; les
lettres en majuscules comparent les moyennes d'un méme dge entre les dijférentes séries.
(comparaison : test t de Student, p<5 %).

3. Discussion

Le tébufénozide administré par application topique aux adultes males et
femelles nouvellement exuviés de B. germanica, entraine une hyperactivité, un
manque de coordination et une inhibition de l’activité locomotrice suivie par la
paralysie et la mort de l'insecte. Ces observations sont en accord avec différents
travaux antérieurs, en effet, il a été rapporté que le tébuténozide et le RH- 5849 (1 -
tert-butyl -1 ,2 -dibenzoyl hydrazine, le prototype des agonistes des ecdystéroides),
en plus de leurs effets hormonomimétiques, pouvaient entrainer des symptomes
neurotoxiques excitateurs au niveau du systeme nerveux central chez différentes
especes d'insectes (Darvas et al.,, 1992, Smagghe & Degheele, 1994). Chez les blattes,

Smagghe et al., (1996) ont rapporté que les nymphes de Blattella orientalis ont présenté
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des effets neurotoxiques rapides se traduisant par une hyperactivité et des troubles
de l'activité locomotrice suite a un traitement par injection de tébufénozide. Ces
symptdmes d'intoxication peuvent étre expliqués par l'activité neurotoxique du
tébufénozide via le blocage des canaux neuronaux potassium voltage-dépendant au

niveau des muscles et des nerfs (Salgado, 1998).

Nos résultats révelent une faible activité insecticide du tébufénozide a 1'égard
de B. germanica avec une DLso de 30,20 png/insecte. Le tébufénozide est moins toxique
en comparaison a d’autres molécules utilisées dans les programmes de lutte intégrée
(IPM) et de gestion de la résistance telles que le spinosad et l'indoxacarbe qui
présentent, par application topique, chez les adultes de B. germanica une DLso
respective de 0,42 pg/insecte et 0,05 pg/insecte (Maiza ef al., 2013). Le fipronil
présente également par application topique une toxicité plus importante que celle du
tébufénozide a l'égard des adultes de B. germanica, avec une DLsy de
0,0022 pg/insecte (Kaakeh et al., 1997). Toutefois une résistance aux fipronil a été
rapportée chez la blatte germanique (Holbrook et al., 2003; Gondhalekar & Scharf,
2012).

Chez les insectes, le développement embryonnaire et post-embryonnaire,
I"homéostasie, ainsi que la reproduction sont basés sur une coordination précise de
'activité endocrine. Chez B. germanica, comme chez toutes les especes de blattes, la
vitellogenese ainsi que la maturation cyclique des ovocytes dépendent de la synthese

de I'HJ par les corps allates (Feyereisen, 1985; Scharrer, 1987).

En plus de controéler la maturation gonadique chez les femelles, I'H] intervient
dans la régulation de la production des phéromones sexuelles, leurs libération ainsi
que sur l'acquisition de la réceptivité sexuelle (Liang & Schal 1993; Schal et al., 1997).
En effet, le cerveau integre une multitude de stimuli extrinséques et intrinseques et
rythme l'activité des corps allattes (CA) en dictant les taux et l'amplitude de tous les
événements HJ-dépendant (Liang & Shal, 1993). De plus, il a été clairement établi que

la longueur de l'ovocyte basal représente un excellent moyen indirect dans
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'estimation des taux de biosynthese de 1'H]J chez les femelles de B. germanica (Uzsak

& Schal., 2012).

En ce qui concerne le role des ecdystéroides dans la reproduction de B.
germanica, La fonction majeure des pics d’ecdystéroides ovarien, chez cette espéce, est
représentée par l'initiation de la choriogenese dans les cellules folliculaires a la fin du
cycle de maturation (Pascual ef al., 1992).

Les résultats obtenus au cours de nos expérimentations, montrent que chez B.
germanica, le nombre d’ovocytes par paires d’ovaires, augmente a 2 jours puis
diminue entre 4 et 8 jours chez les séries témoins; cette diminution du nombre
d’ovocytes a 4 jours s’explique par le début de la ponte (Schal et al., 1997 ; Maiza et
al., 2013).

Le traitement par application topique des femelles vierges de B. germanica, le
jour de I"émergence adulte, avec une dose sublétale de tébufénozide (DL2s) perturbe
I'ovogénese en provoquant une réduction du nombre d’ovocytes par paire d’ovaires
au cours de la maturité sexuelle ainsi qu'une réduction de la longueur de I'ovocyte
basal. De plus, le tébufénozide perturbe également 1'oviposition tels qu’il est indiqué
par les valeurs stables du nombre d’ovocytes par paire d’ovaires enregistrées chez les
séries traitées durant la maturation sexuelle et ce en comparaison aux séries témoins.

Nos résultats sont en accord avec différents travaux sur les agonistes des
ecdystéroides qui ont démontraient que ces molécules affectaient de maniere
négative les événements de la reproduction tels que la croissance ovarienne, la
vitellogénese et 1'oviposition chez différents ordre d'insectes (Taibi et al., 2003; Maiza
et al., 2004; Smagghe et al., 2004; Soltani-Mazouni ¢t al., 2012).

En effet, 'halofénozide réduit de maniere significative le nombre d’ovocyte
par paire d’ovaires, le volume de I'ovocyte basal, les taux d’ecdystéroides ovariens
ainsi que le contenu en protéines ovarienne (Maiza et al., 2004; Kilani-Morakchi et al.,
2009a) chez B. germanica. L’halofénozide, le tébufénozide et le RH-5849 réduisent
également la taille et le volume de I'ovocyte basal ainsi que le poids des ovaires chez

Ephestia kuehniella (Hami et al., 2004).
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Luna ef al. (2011) ont démontré que le méthoxyfénozide réduisait de maniere
significative la fécondité et la vitellogénese chez Spodoptera exigqua. Le
méthoxyfénozide affecte également I'oviposition, la croissance ovarienne, la viabilité
des ceufs, le contenu en ecdystéroides ovarien ainsi que les métabolites ovariens chez
Ephestia Kuehniella (Soltani-Mazouni ef al., 2012).

Le tébufenozide, I'halofénozide et le méthoxyfenozide affectent la fécondité et la
fertilité de différentes espéces de Lépidopteres et de Coléopteres telles que Cydia
pomonella (Lepidoptera: Tortricidae) (Sun et al., 2000), Spodoptera exigua et spodoptera
littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) (Pineda ef al., 2009; Rodri'guez Enri'quez et al.,
2010), Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) (Farino’s ef al., 1999) et
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) (Taibi ef al., 2003).

Bien que les effets des agonistes des ecdystéroides sur les différents
parametres de la reproduction des insectes soient bien documentés, les mécanismes
par lesquels ces effets sont exercés restent peu connus. Toutefois, il est bien établie
que les ovaires sont un site de synthése d’ecdystéroides chez les insectes adultes, ce
qui en fait une cible potentielle des agonistes des ecdystéroides. Ces molécules
interférent avec différents processus associés a la reproduction, tels que la
vitellogénese et 1'ovogénese et peuvent ainsi conduire a une altération de la
croissance ovocytaire et de la formation des ceufs. Ces effets pourraient donc
contribuer a la réduction de la densité des populations en réduisant la progéniture
des adultes traités par ces composés (Sun ¢t al., 2000).

Chez B. germanica, les taux d'ecdystéroides ovariens sont faibles au début du
cycle ovarien et augmentent pour atteindre un pic a la fin du cycle de maturation en
déclenchant la choriogénese dans les cellules folliculaires (Pascual et al., 1992).
L'application du tébufénozide aux femelles nouvellement exuviées de B. germanica, a
un moment ou les taux d’ecdysteroides sont relativement faibles, pourrait interférer
avec la maturation des ovocytes par une interaction possible avec le niveau d'H]J.
Cette hypotheése est soutenue par la réduction de la longueur de l'ovocyte (critere de

mesure indirect des taux d'H]J) enregistrée au cours de notre étude apres traitement
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au tébufénozide. Cette interaction possible entre 20E et JH pourrait expliquer les

effets dépressifs du tébufénozide sur la morphométrie de I'ovaire.
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COMMUNICATION CHIMIQUE ET SUCCES REPRODUCTEUR

1. INTRODUCTION

La communication chez 'homme fait appel a un ensemble de signaux auditifs
(sons, langages, intonation) et physiques (mimiques, gestuels, posture du corps),
ainsi qu’a d’autres moyens culturels et technologiques. L’homme semble également
utiliser les odeurs corporelles pour communiquer (Wyatt, 2003). Dans les régnes
animal et végétal, le mode de communication universel, passe par l'utilisation de
molécules chimiques; on parle alors de communication chimique (Bradbury &
Vehrencamp, 1998; Wyatt, 2003). Les insectes dépendent tres fortement des signaux
chimiques par rapport aux autres formes de communication. Basés sur 1'origine de
I"émission et sur le receveur, ces signaux chimiques peuvent étre divisés en deux

grands groupes :

- Les allélochimiques: signaux qui sont émis d"un animal d’une espece vers un

membre d"une espéce différente (Whittaker & Feeny, 1970).

- Les phéromones: signaux chimiques qui transportent l'information d’un

individu a un autre membre de la méme espece (Karlson & Liischer, 1959).

La communication chimique intraspécifique joue un role essentiel dans le

comportement sexuel et la vie sociale des insectes.

Avant méme la création du terme de phéromone (Karlson & Liischer, 1959),
Roth & Willis (1952) avaient montré que des substances chimiques, émises par les
individus des deux sexes, jouaient un role dans le comportement sexuel de B.
germanica. Ce qui fait de cette espece un modele de choix dans 1l'étude du

comportement reproducteur.

Parmi les différentes molécules impliquées dans ces phénomeénes de
communication, les hydrocarbures cuticulaires jouent un réle prépondérant. Ces
molécules de nature lipidique, recouvrent la surface du corps des insectes et leurs
assure une protection contre la déshydratation, une régulation de la perméabilité
cuticulaire (Gibbs, 1998) et une protection contre les microorganismes et les

champignons entomopathogenes (Herzner & Strohm, 2007).
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Chez la majorité des insectes, les hydrocarbures constituent les principaux
composants de I'épicuticule (Jackson & Blomquist, 1976; Nelson & Blomquist, 1995;
Juarez, 2004); et ils représentent un excellent critere chimiotaxonomique (Brown ef al.,
1996; Howard & Blomquist, 2005). En effet, la spécificité des profils cuticulaires, est
fonction des especes; et constitue la seule « signature chimique » chez de nombreux
insectes de différents ordres (Blomquist et al.,, 2005; Said et al., 2005). De plus, les
hydrocarbures cuticulaires agissent comme médiateurs chimiques jouant un role
déterminant dans la biologie et le comportement des insectes (Brossut & Sreng, 1985).
En effet, ces composés sont impliqués dans la communication chimique en agissant
comme phéromones sexuelles (Blomquist ef al., 2005), phéromones d’agrégations
(Wertheim, 2005; Said et al, 2005), kairomones, aphrodisiaques, phéromones
d’alarme, sécrétions défensives (Howard & Blomquist, 1982) et comme signaux de
reconnaissances inta- et inter especes (Clément et al., 1987; Espelie et al., 1994;

Everaerts et al., 1997).

Chez B. germanica, les hydrocarbures cuticulaires servent comme précurseurs de
synthese de molécules bioactives, tel que la phéromone sexuelle de contact, la 3, 11-
diméthylnonacosanone (Juarez, 2004). Ce dérivé oxygéné provient de 'hydrocarbure
majoritaire, le 3, 11-diméthylnonacosane (Chase et al, 1992) (Fig. 13). Les
hydrocarbures cuticulaires sont synthétisés au niveau des oenocytes du tégument
abdominal (Fan ef al., 2003) grace a 1'élongation des acyl-CoAs appropriés, suivie de
la réduction des acides gras en aldéhydes et la décarboxylation des aldéhydes en
alkanes a (n-1) atomes de carbones, sous I'influence d"une enzyme a P450 nécessitant
la présence du NADPH et 'oxygene moléculaire (Reed et al., 1995; Qiu et al., 2012)
(Fig. 13).

Le comportement sexuel précédant I'accouplement chez B. germanica est régi par
une succession de séquences comportementales complexes. Le rapprochement des
sexes se fait par le biais d'une phéromone sexuelle volatile émise par les femelles, qui

présentent un comportement d'appel caractéristique (Liang & Schal 1993; Nojima et
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al., 2005). Cette phéromone volatile nommée Blattellaquinone est produite par les

glandes pygidiales situées a I’extrémité de I'abdomen (Nojima et al., 2005) .
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Figure 13. Voies métaboliques de la biosynthese de la 3,11-dimethylnonacosan-2-one
et des composés spécifiques de la phéromone sexuelle de contact de Blattella
germanica (Howard & Blomquist, 2005).
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Lorsque les partenaires sont presque au contact 1'un de l'autre, le méale caresse la
femelle de ses antennes et pergoit ainsi une phéromone sexuelle de contact femelle
qui est adsorbée dans les cires cuticulaires qui recouvrent I'ensemble du corps. Le
composant le plus abondant de la phéromone sexuelle de contact femelle est le (35,
11S)-diméthylnonacosan-2-one (Nishida et al., 1974). Immédiatement, le male adopte
le comportement de parade, effectue aussitdt une rotation de 180° loin de la femelle
et reléve ses ailes a 90°, découvrant son dos et en particulier les glandes tergales
(dorsales), situées sur les tergites 7 et 8 qui produisent des “aphrodisiaques”,
mélanges de protéines et de produits plus volatils, dont les femelles sont friandes. La
femelle monte alors sur le dos du méale pour lécher ces sécrétions tergales et se trouve
ainsi dans une position propice a I'accouplement (Roth & Willis, 1952; Nojima et al.,
1999a, b, 2002 ; Kugimiya et al., 2002). Profitant de I'immobilité de la femelle, le male
étend son abdomen sous celui de la femelle et agrippe ses genitalia; I'accouplement

ce termine dos a dos (Brossut, 1996) (Fig. 14).

Si I'impact des agonistes des ecdystéroides sur la reproduction a été largement
documenté chez les insectes de ditférents ordres (Taibi et al., 2003; Pineda et al., 2007;
Kilani-Morakchi et al., 2009a; Pineda et al., 2009; Rodri’'guez Enri’'quez et al., 2010;
Soltani-Mazouni et al., 2012; Bouzeraa & Soltani-Mazouni, 2014), trés peu de travaux
ont évalué les effets probables des agonistes des ecdystéroides sur le comportement
sexuel des insectes ou seuls les Lépidopteres ont été étudiés (Dallaires et al., 2004;
Hoelscher & Barrett 2003; Barrett 2008). Par ailleurs, a notre connaissance, les effets
d’analogues de l'ecdysone sur les activités pré-copulatoires associées a la
communication chimique des deux sexes chez B. germanica n’ont fait I'objet d’aucune

étude hormis les travaux préliminaires de notre équipe (Kilani-Morakchi ef al., 2009a,

2009b).

42



COMMUNICATION CHIMIQUE ET SUCCES REPRODUCTEUR

Phase A- Comportement d’appel de la femelle

@ Emission des phéromones volatiles attractrices a distance
Phéromone volatile : blattellaquinone

Phase B- Contacts antennaires

@ Reconnaissance du partenaire sexuel ‘ B
Phéromone de contact femelle: .
3,11diméthylnonacosanone e,

/”{/ o

Phase C- Phase copulatoire C

@ Parade du male

@ Montée de la femelle sur le dos du méale

@ Copulation en position opposée

Figure 14. Comportement sexuel de B. germanica (Nojima et al., 2005 ). Photos A: P.G.
Koehler (Gr: x 2,3), B, C, D: ].P. Farine (Gr: x 1,07), E: B. Littlehales (Gr: x 1,07).
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Le chapitre précédent nous a permis de mettre en évidence I'impact de doses
sublétales de tébufénozide sur la morphométrie des ovaires de B. germanica. En effet,
I'insecticide affecte I'ovogénése en réduisant le nombre d’ovocyte et la taille de
I'ovocyte basal et en perturbant le phénoméne de ponte. Les résultats obtenus
suggerent également une interférence de 1'agoniste des ecdystéroides avec les taux
de biosynthese de I'HJ. De plus, Kilani-Morakchi ef al. (2009a) ont permis de mettre
en évidence une perturbation de la reproduction et du comportement sexuel chez B.
germanica avec une réduction drastique des quantités d’hydrocarbures cuticulaires,
connus pour étre les précurseurs de synthese de la phéromone de contact femelle
chez cette espece (Kilani-Morakchi et al., 2009a). Aussi et afin d’approfondir les

résultats préliminaires, le présent chapitre vise a évaluer les effets sublétaux du

tébufénozide sur B. germanica et ce en analysant:

- Les étapes clés de la séquence comportementale conduisant a
"accouplement.
- Le succes reproducteur de I'insecte.

- L’impact de I'insecticide sur le profil cuticulaire.
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2. RESULTATS

2.1. Effets sublétaux du tébufénozide sur le comportement
sexuel :

Les effets du tébufénozide (DL2s), administré par application topique aux
adultes vierges nouvellement exuviés de B. germanica, ont été évalués sur le
comportement sexuel de l'insecte et ce en étudiant les différentes étapes clés
précédant I'accouplement. Les tests ont été réalisés sur 4 dyades (male témoin vs
femelle témoin, male traité vs femelle témoin, male témoin vs femelle traitée et male

traité vs femelle traitée).
2.1.1. Effets sur le temps de latence:

Les résultats du temps de latence, temps nécessaire au premier contact
entre les partenaires sexuels, different de maniere significative entre les groupes
testés (Kruskal-Wallis: p< 0,001). Le temps de latence augmente de maniére
significative dans les différents groupes traités et ce en comparaison aux témoins
(Fig. 15). Des différences tres significative ont été enregistrées (p< 0,01) entre les
groupes ol seul les males ou les femelles ont subit le traitement et ceux ou1 les deux

sexes ont été traités.

Comparativement aux témoins, ot le temps de latence enregistré est de
50,5 £ 3,90 s, les valeurs moyennes sont de 114,14 + 9,52 s pour les femelles traitées vs
male témoins (p< 0,01), 115,3 £ 19,07 s (p< 0,05) pour les femelles témoins vs males
traités et 228,4 + 19,57 s pour les femelles traitées vs male traités (p< 0,001) (Tableau
11).

Aucune différence signiticative (p> 0,05) n’a été enregistrée entre les femelles traitées
vs males témoins et femelles témoins vs males traités. Le test de Dunn’s a permis de
classer les couples testés en trois groupes différents: le premier groupe est représenté
par les femelles témoins vs les males témoins, le second par les femelles traitées vs les
males témoins et femelles témoins vs males traités, et le troisieme groupe par les

femelles traitées vs males traités.
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Tableau 11. Effets du tébufénozide (DLs), administré par application topique, sur
des adultes vierges nouvellement exuviés de B. germanica: temps de latence (s) (m +
SEM; n= 20-30 ; FT: femelle témoin; MT: male témoin; FR: femelle traitée; MR: male
traité).

M+ SEM 50,5+3,9 114,19 £9,52 115,3+19,07 228,4 +19,57
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Figure 15. Effets du tébufénozide (DL2s), administré par application topique, sur des
adultes vierges nouvellement exuviés de B. germanica: temps de latence (s) (m* SEM;
n= 20-30; FT: femelle témoin; MT: maéle témoin; FR: femelle traitée; MR: male traité;
* différence significative : * p< 0,05 ; ** p< 0,01 ; ** p< 0,001).
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2.1.2. Effets sur le nombre de contacts antennaires:

Le nombre de contacts antennaires entre les deux partenaires sexuels
differe significativement entre les différents groupe testés (Kruskal-Wallis: p< 0,001).
L’analyse statistique des données montre que le nombre de contacts antennaires est
plus élevé (p< 0,001) chez les femelles traitées vs males témoins (7,78 £ 0,61), femelles
témoins vs males traités (7,89 £ 0,76) et femelles traitées vs males traités (10,47 £ 0,56)
en comparaison aux témoins (3,16 * 0,30) (Tableau 12). Aucune différence
significative n’a été enregistrée (p< 0,05) entre les différents groupes traités. Le
tébufénozide affecte donc de la méme maniere le nombre de contacts antennaires

dans tous les groupes testés et ce comparativement aux témoins (Fig. 16).

Tableau 12. Effets du tébufénozide (DL2s), administré par application topique, sur
des adultes vierges nouvellement exuviés de B. germanica: nombre de contacts
antennaires (m £ SEM; n= 20-30 ; FT: femelle témoin; MT: male témoin; FR: femelle
traitée; MR: male traité).

M = SEM 3,16 £ 0,30 7,78 £0,61 7,89+0,76 10,47 £ 0,56
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Figure 16. Effets du tébufénozide (DL2s), administré par application topique, sur des
adultes vierges nouvellement exuviés de B. germanica: nombre de contacts
antennaires (m+ SEM; n= 20-30; FT: femelle témoin; MT: male témoin; FR: femelle
traitée; MR: male traité; * différence significative : * p< 0,05 ; ** p< 0,01 ; *** p< 0,001).

2.1.3. Effets sur le comportement de parade:

Le tébufénozide (DLzs) induit une réduction significative (Test binomial,
p< 0,001) du pourcentage de parades des males de B. germanica et ce
comparativement aux témoins (100% de parades). En effets, les pourcentages de
parades enregistrés sont de 30% chez les femelles traitées vs males témoins et de 45%
chez les femelles témoins vs males traités. Le tébufénozide affecte donc la capacité

des males a localiser les femelles vierges.

L’insecticide induit une perte totale du comportement de parade lorsque les

deux sexes sont traités (Femelle traitée vs male traité).
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De plus, le nombre de parades chez le male diminue de maniere significative (p<
0,01) chez les groupes traités en comparaison aux groupes témoins (4,62 + 0,46) (Fig.
17). Aucune différence n’est enregistrée (p<0,05) entre femelles traitées vs males

témoins (1,28 + 0,18) et femelles témoins vs males traités (1,11 £ 0,11) (Tableau 13).

Tableau 13. Effets du tébufénozide (DL2s), administré par application topique, sur
des adultes vierges nouvellement exuviés de B. germanica: nombre de parades (m +
SEM; n= 20-30 ; FT: femelle témoin; MT: male témoin; FR: femelle traitée; MR: male
traité).

M+ SEM 4,62 £ 0,46 1,28 £0,18 1,11+0,11 0
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Figure 17. Effets du tébufénozide (DL2s), administré par application topique, sur des
adultes vierges nouvellement exuviés de B. germanica: nombre de parades (m+ SEM;
n= 20-30; FT: femelle témoin; MT: male témoin; FR: femelle traitée; MR: male traité;
* différence significative : * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001). (Kruskal-Wallis: p<
0,001).

2.1.4. Effets sur le comportement de montée:

Chez les témoins, le pourcentage de montée de la femelle sur le dos du
male est de 80%. On enregistre une nette diminution (test binomial, p< 0,001). du
nombre de montées chez les femelles traitées vs males témoins (16,67%) et chez les
femelles témoins vs males traités (23,81%). Le tébufénozide n’affecte pas le nombre

de montées (Tableau 14) chez les femelles traitées vs male témoins et femelles
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témoins vs male traités et ce comparativement aux témoins (p> 0,05). Aucune montée

n’a été enregistrée chez les femelles traitées vs males traités (Fig. 18).

Tableau 14. Effets du tébufénozide (DL2s), administré par application topique, sur
des adultes vierges nouvellement exuviés de B. germanica: nombre de montées (m +
SEM; n= 20-30 ; FT: femelle témoin; MT: male témoin; FR: femelle traitée; MR: male
traité).

M+ SEM 2,15+0,24 2,33+042 2605 0
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Figure 17. Effets du tébufénozide (DL2s), administré par application topique, sur des
adultes vierges nouvellement exuviés de B. germanica: nombre de montées (m* SEM;
n= 20-30; FT: femelle témoin; MT: male témoin; FR: femelle traitée; MR: male traité;
* différence significative : * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001). (Kruskal-Wallis: p=
0,003).
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2.1.5. Effets sur les tests d’antennes:

La présence ou l'absence, de la phéromone sexuelle de contact femelle a
¢été évaluée en utilisant le test d’antenne. Nos résultats ont démontré que I'antenne
d’une femelle témoin provoquer des parades chez 100% des males témoins. La
capacité d"une antenne de femelle témoin a stimuler le comportement de parade a été
réduit de maniere significative (70% de réponse) si les males ont été préalablement
traités au tébufénozide (DL2s) (test binomial, p< 0,001). Enfin, aucune parade n’a été
enregistrée chez les males (0% de réponse) testés a 'aide d’antenne de femelle traitée

au tébufénozide (DLas).

2.2. Effets sublétaux du tébufénozide sur le succes
reproducteur:

2.2.1. Effets sur le pourcentage d’accouplement:

Chez les séries témoins, I'accouplement a été enregistré chez 90% des
couples testés. Chez les séries traitées au tébufénozide (DL2s), le pourcentage
d’accouplement diminue de maniére significative comparativement aux témoins (test
binomial, p< 0,001). En effet, seul 25% d’accouplement sont enregistrés pour les
couples femelles traitées vs males témoins, 30% chez les femelles témoins vs males
traités et 20% chez les femelles traitées vs males traités. Aucune différence
significative n’a été notée entre femelles traitées vs males témoins et femelles traitées
vs males traités (test binomial, p> 0,05). Cependant une différence significative (test
binomial, p= 0,016) a été enregistrée entre femelles témoins vs males traités et

femelles traitées vs males traités.

2.2.2. Effets sur le pourcentage de formation de I'ootheque et la viabilité
des larves:

Nos résultats montrent que chez les séries témoins, la formation de
I'oothéque a été observée chez 90% des femelles testées. Chez les séries traitées le

taux de formation de l'ootheque diminue significativement comparativement aux
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témoins (test binomial, p< 0,001). En effet, la formation de l'ootheque chez les
femelles n"a été observée que chez 20% des insectes testés pour les couples femelles
traitées vs males témoins, 30% chez les femelles témoins vs males traités et 10%
seulement chez les femelles traitées vs males traités. Des différences significatives ont
été notées entre femelles traitées vs males témoins et femelles témoins vs males traités
(p= 0,016), entre femelles traitées vs males témoins et femelles traitées vs males traités
(0,002) et enfin entre femelles témoins vs males traités et femelles traitées vs males

traités (p< 0,001).

Le nombre de larves viables produites par femelle chez les séries témoins
est de 31,28 + 1,85. L'agoniste des ecdystéroides affecte de maniére négative (p<
0,001) la fécondité des femelles de B. germanica. En effet, nos résultats enregistrent
une absence totale de larves viables chez les différents groupes traités au

tébufénozide (DL2s).

2.3. Effets sublétaux du tébufénozide sur les hydrocarbures
cuticulaires:

L’analyse en chromatographie en phase gazeuse (CPG) des extraits
cuticulaires chez les adultes males et femelles de B. germanica agés de 15 jours a
permis de mettre en évidence la présence de 25 pics cuticulaires tels qu’il a été
rapporté par Rivault ef al. (2002). En raison des faibles concentrations de certains
composés, nous avons choisie de quantifier les 15 pics majoritaires (Fig. 18, Tableau
15) représentés par des quantités d’hydrocarbures cuticulaires (HC) supérieur a 7 pg
par insecte (Fig. 18). Ces composés, identifiés par Rivault et al. (2002), regroupent
deux n-alcanes, huit monomethylalcanes et cinq dimethylalcanes (Tableau 15).
Cependant, un certain nombre de pics contiennent plusieurs composés qui ne
peuvent étre séparés dans les conditions chromatographiques utilisées (ex : pics 2 et
5; Tableau 15). De ce fait, et durant toutes nos expérimentations nous ne pouvons
affirmer si I'un ou l'autre de ces composés est responsable de la variation d’un pic

donné.
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Les résultats obtenus révelent une similitude qualitative des profils
cuticulaires des différents groupes étudiés (insectes témoins et traités). En effet, les 15
pics majoritaires sont retrouvés sur tous les chromatogrammes.

Nos résultats révelent que l'application topique du tébufénozide (DL2s) aux
adultes nouvellement exuviés de B. germanica affecte le profil cuticulaire avec une
réduction significative des quantités du 3-methylheptacosane (pic 4), du 9-, 11-, 13- et
15-methylnonacosane (pic 8) chez les deux sexes. Les quantités du n-heptacosane (pic
1), du 9-, 11- et 13-methylheptacosane (pic 2) ainsi que du 5-methylheptacosane (pic
3) sont également significativement réduites chez les males. Chez les femelles, le
tebufenozide induit une reduction significative du 3,11 et 3,9- dimethylheptacosane
(pic 6), du 5-methylnonacosane (pic 10), du 11,15- et 13,17- dimethylnonacosane (pic
11), du 3-methylnonacosane (pic 12) et du 3,7-, 3,9- et 3,11- dimethylnonacosane (pic
14) (Tableau 15). Les six composés de la phéromone de contact femelle dérivant du
3,11-dimethylnonacosane et du 3,11-dimethylheptacosane sont présents en tres faible
quantité chez les femelles (< 1 ng par femelle) et ne sont donc pas détectés dans nos

conditions chromatographiques.
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Figure 18. Profil d’hydrocarbures cuticulaires, chez les adultes males et femelles de
B. germanica, agés de 15 jours, aprés analyse en chromatographie en phase gazeuse
(1-15 : composés cuticulaires: voir tableau 15).
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3. DISCUSSION

L'impact potentiel des doses sublétales d’'insecticides sur la
communication chimique des insectes a fait I'objet de nombreuses études. En effet,
différents travaux ont permis de mettre en évidence les effets négatifs d’insecticides
neurotoxiques sur la communication sexuelle des insectes et ce via la perturbation de
la sensibilité et de la spécificité de la perception des phéromones (Wei et al., 2004;
Zhoo et al.,, 2005). Chez les Lépidopteres, la perméthrine (pyréthrinoide) et le
malathion (organophosphoré), ont affecté les males en réduisant leurs temps
d'initiation de vol (Haynes & Baker, 1985; Zhoo et al., 2005). Des effets similaires ont
également été rapportés sous l'effet des agonistes des ecdystéroides tels que le
méthoxyfénozide (Barret, 2008) et le tébufénozide (Dallaire et al., 2004). Hoelscher &
Barrett (2003) ont mis en évidence une réduction de la capacité des males a s’orienter

vers les femelles aprés leurs expositions a des surfaces traitées au méthoxyfénozide.

Les résultats obtenus au cours de notre étude, révelent que "application
d’une dose sublétale (DL2s) de tébufénozide affecte négativement le comportement
sexuel de B. germanica. En effet, le traitement des males et/ou des femelles induit une
augmentation du temps de latence nécessaire au premier contact entre les deux
partenaires sexuels et ce pour tous les couples testés; avec des effets plus marqués
lors du traitement des femelles seules ou le traitement des deux sexes. Cette
augmentation du temps de latence peut étre expliquée par l'inhibition de l'activité
locomotrice du male et/ ou une réduction des capacités du male a localiser la femelle,

probablement causée par une interférence avec le systéme chimiosensoriel.

Le tébufénozide augmente également le nombre de contacts antennaires et
réduit le comportement de parade chez les males. Le comportement de parade
disparait completement lorsque les deux sexes sont traités. L’augmentation du
nombre de contacts antennaires traduit une mauvaise perception de la phéromone de
contact femelle indispensable a la décision du male de poursuivre ou non son
comportement sexuel. L’effet observé sur le nombre de contacts antennaires se

répercute donc sur les parades des males avec une absence totale de parade ou une

56



COMMUNICATION CHIMIQUE ET SUCCES REPRODUCTEUR

réduction significative de ce parametre. Les résultats préliminaires de notre équipe
révelent, chez B. germanica, une diminution significative du nombre de contacts
antennaires chez 80% des couples agés de 6 jours et traités avec une faible dose de
tébufénozide (1 pg/insecte); aucun effet n'a été rapporté sur le nombre de parade
(Kilani-Morakchi et al., 2009b). En revanche, une absence totale de parade a été notée
chez 20% des males testés (Kilani-Morakchi el al., 2009b). Une diminution du nombre
de parade chez les males a également été rapportée sous l'effet de 1'halofénozide
mais avec des effets moins marqués que pour le tébufénozide (Kilani-Morakchi et al.,
2009a). Toutefois, l'halofénozide présente un effet drastique sur le profil
d’hydrocarbure cuticulaire avec une réduction importante des quantités de tous les

composés cuticulaires (Kilani-Morakchi ef al., 2009a).

Les différences constatées entre les deux agonistes de I'ecdysone (tébufénozide
et halofénozide) sur le comportement sexuel de B. germanica pourraient étre
expliquées par leurs affinités inégales vis-a-vis des récepteurs des ecdystéroides
(ECR) (Dhadialla et al, 2010). De plus, la stabilit¢é métabolique élevée de
I'halofénozide chez les insectes sensibles permet de compenser sa faible affinité

(Dhadialla et al., 2010).

Nos résultats, révelent également que les antennes des femelles traitées n'ont
pas réussis a déclencher le comportement de parade chez les males. Ceci appuie
I'hypothese que le tébufénozide pourrait réduire la production et/ou la libération de
la phéromone de contact femelle, affectant ainsi sa perception par les males. En effet,
Freeman et al. (1999) ont démontré que toute interférence avec la synthese des
hormones stéroidiennes conduisait a une altération de la réponse olfactive chez les

drosophiles adultes.

De plus, il a été rapporté que les effets sublétaux des insecticides pouvaient
influencer la fonction des organes sensoriels et ainsi modifier le comportement des
insectes en réduisant ou en changeant l'information sensorielle atteignant le cerveau
(Delpuech ef al.,, 2001). Par conséquent, les effets observés chez les adultes de B.

germanica apres traitement au tébufénozide pourraient étre dus a une interférence
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possible de ce composé avec les taux d'HJ, ou tout autre médiateur controlant la

reproduction, et la perception chimiosensorielle.

Nos résultats révelent également une réduction significative des pourcentages
d’accouplement et de la formation de 'ootheque ainsi qu'une absence totale de larves
viables sous l'effet du tébufénozide. De nombreux travaux ont rapporté I'effet négatif
des agonistes des ecdystéroides (tébufénozide, halofénozide ou méthoxyfénozide)
sur la reproduction de différentes especes d’insectes en affectant le développement
des ovocytes, la fécondité, la fertilité et le taux d'éclosion des ceufs (Taibi et al., 2003;
Pineda et al., 2007; Soltani-Mazouni ef al., 2012). De plus, différentes études ont
rapporté l'impact négatif des concentrations sublétales des agonistes de I'ecdysone
sur le succes de I'accouplement et la spermatogeneése (Dallaire ef al., 2004; Seth et al.,
2004). Les résultats de notre premier chapitre, ont mis en évidence une réduction
significative du nombre d'ovocytes et de la longueur des ovocytes basaux (méthode
indirect pour I'estimation des taux d'H]J), chez les femelles vierges de B. germanica
suggérant une réduction des taux d'HJ. Il a également été rapporté que
I'halofénozide réduisait le nombre d'ovocytes par paire d’ovaires, le volume des
ovocytes basaux, les taux en ecdystéroides corporels et modifiait le comportement
sexuel chez B. germanica (Kilani-Morakchi ef al., 2009a). Selon Dhadialla et al. (2010),
toute interférence avec les taux d’ecdystéroides en utilisant un agoniste
d'ecdystéroide, se traduirait par une croissance anormale de l'ovocyte, de la
formation des ceufs et de I'embryogenése, pouvant conduire a une perte totale de la

descendance.

Chez les insectes, les hydrocarbures cuticulaires, et un certain nombre de
composants de phéromones, sont formés par un processus d’élongation des acides
gras suivis d'une décarboxylation (Howard & Blomquist, 2005). Les insectes utilisent
des enzymes a P450 pour produire oxydativement les hydrocarbures a partir des
aldéhydes (Qiu et al., 2012). Les HCs de B. germanica sont constitués d'un mélange de

composés apolaires contenant des n-alcanes, monométhylalcanes et diméthylalcanes

(Rivault et al., 2002). Les n-alcanes et monomethylalcanes sont des invariants
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spécifiques de I'espece et sont responsables des phénomenes d’agrégations et de la

reconnaissance entre individus (Rivault ef al., 1998).

Différents travaux ont rapporté les effets négatifs des insecticides sur le profil
des hydrocarbures cuticulaires de B. germanica, tels que sous I'effet de 1'acide borique
(Kilani-Morakchi et al., 2005), I'acétamipride (Kilani-Morakchi ef al., 2006), ou encore
le spinosad (Habachi et al., 2009). Nos résultats révelent que le tébufénozide affecte le
profil cuticulaire des adultes de B. germanica en réduisant les quantités d’un certain
nombre d'alcanes, méthylalcanes et diméthylalcanes chez les males (pics 2, 3, 4 et 8)
et chez les femelles (pics 4, 6, 8, 10, 11, 12 et 14). De plus, chez les femelles, deux des
trois diméthylalcanes (pics 6, 14) affectés par le traitement sont connus pour étre des
précurseurs de la phéromone sexuelle de contact femelle chez cette espéece (Eliyahu et
al., 2008). Ceci pourrait expliquer l'impact négatif de cet insecticide sur le
comportement sexuel. De plus, l'action ciblée du tébufénozide sur le profil des HCs
de B. germanica pourrait expliquer ses effets plus marqués sur le comportement

sexuel en comparaison a I’halofénozide.
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CONCILUSION & PERSPECTIVES

Conclusion et perspectives:

Nos expérimentations ont été menées chez les adultes nouvellement exuviés
de Blattella germanica en vue d’évaluer les effets d’'un agoniste des ecdystéroides, le
tébufénozide, administré par application topique, sur la communication chimique et

le succes reproducteur de l'insecte.

Les bioessais révelent une faible toxicité du tébufénozide avec une DLsp de
30,20 pg/insecte aprés 15 jours de traitement. Une dose sublétale DL»s (10,96
ng/insecte) a été estimée a partir de la courbe dose-réponse et utilisée pour le reste

des expérimentations.

Le tébufénozide entraine une réduction significative du nombre d’ovocytes
par paire d’ovaires et une perturbation de la ponte. L'insecticide réduit également la
longueur de I'ovocyte basal suggérant une réduction des taux d’hormone juvénile.
Une réduction des pourcentages d’accouplement, de la formation de 1'oothéque et de

la fécondité de I'insecte sont également notés.

L’agoniste des ecdystéroides, perturbe le comportement sexuel de B. germanica
en augmentant le temps de latence et le nombre de contact antennaire. L'insecticide
réduit le nombre et le pourcentage de parade des males ainsi que le nombre de
montées chez les femelles. Les résultats du test d’antenne suggerent une réduction de

la production et/ou de la perception de la phéromone de contact femelle.

Le profil quantitatif des hydrocarbures cuticulaires est également perturbé
sous l'effet du tébufénozide, et ce chez les deux sexes, avec une réduction
significative de certains composés cuticulaires impliqués dans les phénomeénes
d’agrégations chez cet insecte mais aussi des deux précurseurs de la phéromone de

contact femelle.

Le tébufénozide modifie donc le profil cuticulaire des adultes de B. germanica
ce qui affecte de maniére négative la communication sexuelle et, par conséquent, les

événements de la reproduction.
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En se basant sur les résultats obtenus, nous estimons que le tébufénozide
pourrait donc étre utilisé dans le contrdle de B. germanica, et ce dans le cadre des

programmes de lutte intégrée.
A T'avenir il serait intéressant de compléter le présent travail par:

- Un dosage de I'hormone juvénile.

- Un dosage de la phéromone de contact.

- Des tests de comportement en utilisant un a un les différents
composés cuticulaires affectés par I'insecticide.

- Des tests sur la phéromone volatile, la blattellaquinone.
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RESUMES

Résumeé:
L’activité d'un agoniste des ecdystéroides, le tébufénozide, a été évaluée sur la
reproduction et le comportement sexuel de B. germanica. Une dose sublétale (DL2s:

10,96 pg/insecte), déterminée & partir d'une courbe dose-réponse, a été administrée

par application topique aux adultes nouvellement exuviés des deux sexes.

Les résultats révelent que l'insecticide réduit de maniere significative le
nombre d’ovocytes par paire d’ovaires et la taille de l'ovocyte basal, et ce

comparativement aux témoins.

Le tébufénozide affecte également les différentes étapes de la séquence
d’accouplement. En effet, les résultats révelent une augmentation du temps de
latence et du nombre de contacts antennaires et une réduction ou une suppression du
comportement de parade chez les males. Le nombre de montées chez les femelles est
également affecté. Le tébufénozide réduit les pourcentages d’accouplement, la

production de I'ootheque et affecte la fécondité de I'insecte.

De plus, l'analyse chromatographique des hydrocarbures cuticulaires révele
une altération d’un certains nombre de composés chez les deux sexes. Chez les
males, le tébufénozide réduit de maniere significative les quantités de certains n-
alcanes et monométhylalcanes connus pour leurs implications dans les phénomeénes
d’agrégations. Chez les femelles, en plus de la réduction des quantités de certains
monomeéthylalcanes, une réduction significative des quantités des deux précurseurs
de la phéromone de contact femelle (3, 11-dimethylnonacosane et 3,11-

dimethylheptacosane) est également enregistrée.

Les résultats obtenus semblent étre liés a une réduction de la production de la
phéromone de contact femelle et a une mauvaise perception de cette phéromone par
le male, probablement via des interférences, au niveau endocrine, avec les taux de

production et/ou de I"émission de la phéromone.

Mots clés: B. germanica, tébufénozide, comportement sexuel, accouplement,
hydrocarbures cuticulaires.
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Abstract:

The activity of the non-steroidal ecdysteroid agonist tebufenozide was
evaluated on the reproduction and sexual behavior of the cockroach Blattella
germanica. A sublethal dose of this insecticide (LD25= 10.96 ng/Insect), determined
by a dose-response curve, was topically applied to newly emerged adults of both

sexes.

Data showed that the compound caused a significant reduction in both the
number of oocytes per paired ovaries and the size of basal oocytes, as compared to

controls.

Moreover, treatment was found to affect the different steps of the mating
sequences. The latency time and the number of antennal contacts between both sexes
increase. A reduction of wing-raising posture or total lost of this courtship is noted.
The number of femelle mounting is also affected. Moreover, tebufenozide reduced
the mating success of treated couples and the percentage of ootheca production and

affected the fecundity of insect.

In addition, gas-chromatography analyses of cuticular hydrocarbons revealed
that tebufenozide altered a number of components in both sexes. In males, a
significant reduction of various n-alkanes and monomethylalkanes, which are
known to be related to aggregation behavior, was observed. In females, beside the
reduction of some monomethylalkanes, a significant decrease in the amounts of the
two known female contact sex pheromone precursors (3, 11-dimethylnonacosane
and 3,11-dimethylheptacosane) could be noted. All these results might be linked to a
reduction of the female contact sex pheromone production and to an alteration of
the female pheromone perception by the male, probably via interferences of

tebufenozide at endocrine level with production and/or emission of pheromones.

Key Words- B. germanica, tebufenozide, reproduction, sexual behavior, mating,
cuticular hydrocarbons.
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Toxicity of tebufenozide, an ecdysteroid agonist, to Blattella germanica
(Blattodea: Blattellidae)
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The toxicity of the non-steroidal ecdysteroid agonist tebufenozide was evaluated topically
on adults of the cosmopolitan cockroach Blattella germanica (Blattodea: Blattellidae). The
LDso value was estimated at 402 ug/g of insect (range, 95% fiducial limits: 293-552) at 15 days
after treatment. The effects on reproduction were observed in adult females of cockroaches
that survived exposure to a LD25 (146 ug/g of insect) of tebufenozide. Dissection of treated
females showed a clear reduction in both the number of oocytes per paired ovaries and
the size of basal oocytes, as compared to controls. In addition, tebufenozide significantly
reduced the mating success of pairs and altered the fertility as shown through the reduction
of ootheca development and total absence of viable nymphs. Tebufenozide disrupted the
German cockroach reproduction by interferring with the homeostasis of the insecthormones.

Key words: Blattella germanica, tebufenozide, toxicity, reproduction.

INTRODUCTION

The German cockroach, Blattella germanica, is a
serious pest worldwide due to its high reproduc-
tive potential (Willis ef al. 1985) and its ability to
build up large infectious populations (Nejati et al.
2012). Neurotoxic insecticides, such as organo-
phosphates (OP), carbamates and pyrethroids are
commonly used to control cockroach infestations
{Appel 1990) but these compounds have led to the
development of insect resistance (Nasirian 2010).
The relative fewer effects of ecdysone agonists on
non-target organisms and their favourable envi-
ronmental fate make them potential attractive
insecticides for integrated pest management (IPM)
programmes (Schneider et al. 2003, 2004; Dhadialla
et al. 2005; Jenkins & Isaacs 2007; Chapman et al.
2009; Smagghe et al. 2012). Recently, due to envi-
ronmental considerations, insect growth regula-
tors (IGRs) are used worldwide to control German
cockroach and other insect pests (Saltzmann et al.
2006; Fathpour et al. 2007; Soltani-Mazouni et al.
2012; Farnesi et al. 2012; Amira et al. 2013).

Tebufenozide and other ecdysteroid agonists
belong to MAC compounds (moulting accelerating
compounds). This class of chemicals mimics the
biological function of the natural insect moulting
hormone 20-hydroxyecdysone (20E) and acts via

*Author for correspondence.
E-mail: noureddine. soltani@univ-annaba.dz

interaction with ecdysteroid receptor (Dhadialla
et al. 2005; Fahrbach et al. 2012). In insects, the
steroid moulting hormone 20E, and the sesqui-
terpenoid, juvenile hormone (JH), play a central
role in the regulation of the growth and develop-
ment as well as of the reproductive processes, and
have been considered as potential specific target
sites for pest control (Lafont et al. 2005; Dhadialla
et al. 2010).

Tebufenozide, and its related compounds such
as halofenozide and methoxyfenozide, are known
to affect the reproduction of different insect orders,
mainly by reducing sexual behaviour, fecundity
and egg viability (Krupke et al. 2002; Taibi et al.
2003; Pineda et al. 2007; Barrett 2008; Kilani-
Morakchi et al. 2009; Rodriguez Enriquez et al.
2010; Soltani-Mazouni et al. 2012). Reproduction in
German cockroaches is regulated mainly by JH;
the JH biosynthetic rate increases after eclosion,
stimulating vitellogenesis and its uptake by
oocytes, declines through ovulation and remains
low during gestation (Bellés ef al. 1987). JH also
stimulates the production and release of sex
pheromones and controls the expression of sexual
receptivity in the female (Schal & Ching 1995).
Ovarian ecdysteroids include control of meiotic
reinitiation, supply of a source of ecdysteroids
to embryo and inhibition of juvenile hormone
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production (Lafont et al. 2005). In B. germanica the
ovarian and haemolymphatic ecdysteroid titre is
low in freshly ecdysed females, increase during
vitellogenesis to peak at choriogenesis, and decrease
after ovulation suggesting the implication of
ecdysteroids in the control of choriogenesis
(Pascual ef al. 1992).

The juvenoids and chitin synthesis inhibitors are
two classes of IGRs that have received the most
attention for useful chemicals to manage German
cockroaches (Tsuji & Taneike 1988; King & Bennett
1988; Fathpour et al. 2007).

In order to extend our previous findings (Kilani-
Morakchiet al. 2009), the purpose of this study was
to test an ecdysteroid agonist on reproduction of
B. germanica. We first determined the insecticidal
potency of tebufenozide applied topically on
adults of both sexes. In addition to the short-term
activity, the long-term effects of the insecticide
were investigated on reproduction. Here, the
number of oocytes per paired ovaries and the
length of basal oocytes were measured. The
number of oocytes is considered as an indicator of
reproductive capacity (Kilani-Morakchi ef al. 2009;
Maiza et al. 2013), while the length of the basal
oocyte is a reliable measure to the female’s repro-
ductive stage because its correlation with JH
biosynthesis and JH concentration (Gadot et al.
1989; Sevala et al. 1999; Treiblmayr et al. 2006).
Finally, the reproductive success of pairs was eval-
uated by the percentage of mating, percentage of
ootheca formation and the number of viable
nymphs produced by each ootheca, respectively.

MATERIAL AND METHODS

Insect rearing

Colonies of B. germanica were reared in plastic
boxes with dog food pellets and water ad libitum.
Cockroaches were kept at 27 + 1°C under a
12D:12L (h) photoperiod and 70 % relative humidity
(Habes et al. 2006). Newly emerged adults of both
sexes were separated daily from colonies.

Insecticide and treatment of adults

Tebufenozide of technical grade (supplied by
G. Smagghe, Ghent University, Belgium) was
dissolved in acetone and topically applied onto
the sternites (3 ul per insect) of newly emerged
adults as described previously by Kawada et al.
(1992) and Maiza et al. (2013). Control insects were
treated with acetone alone. Five doses (13, 133, 266,
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666 and 1000 wg/g of insect) previously selected
after a screening, were tested (three replicates of
10 insects of both sexes). The mortality of the cock-
roaches was checked daily during 15 days. In the
absence of significant differences in mortality
between males and females, based upon overlap
of 95 % confidence limits, data were pooled. The
mortality percentages were corrected in accordance
with Abbott (1925). The LDspand LD»5 (doses caus-
ing mortality in 50 % and 25 % of the treated
insects, respectively) were determined together
with the corresponding 95 % fiducial limits (95 %
FL) and the Hill slope.

Ovarian measurements

Newly emerged females (<3 h after adult
emergence) were topically treated using LD of
tebufenozide. The females were isolated from
males (Pascual ef al. 1992) in a plastic box (9.5 cm X
6.5 cm X 2 cm) containing food and water. Adult
females from control and treated series were
sampled at 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 and 16 days after
moulting, respectively, were ice-anaesthetized
and their ovaries dissected out. After removal of
circumovarian fat body, the numbers of oocytes
per paired ovaries and the length of the basal
oocyte were determined. The length of three basal
oocytes in each ovary were averaged for each female
and represented as a single replicate. Fifteen bio-
logical repeats were done for each series.

Mating and reproductive success

Each 15-day-old virgin female (control or LDos
treated) was tested in experimental boxes (19 cm X
13 cm X 4 ¢m) with untreated male of the same
age (15 days old). The percentage of mating was
recorded by direct observation at 30 min intervals,
night and day, during 24 hours until mating
occurred. This interval between observations was
chosen because mating lasts more than 45 min
(Lihoreau ef al. 2008). The percentage of ootheca
formation and the number of viable nymphs hatch-
ing from each ootheca (fertility) were recorded.
Twenty replicates were done for each experiment.

Slaltistical analyses

Results are represented as the mean = S.E.M.
Binomial tests were used to compare the obtained
percentages of mating and ootheca production.
The effect of treatment on the ovarian parameters
and fertility was assessed using Student’s f-tests
at P < 0.05. The percentages of mortality were
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Table 1. Lethal and sublethal doses of tebufenozide when the compound was topically applied on newly moulted
adults of Blattella germanica. The data are expressed as lethal LDso and sublethal LD s doses together with the corre-
sponding 95 % fiducial limits (95 % FL) determined 15 days following treatment.

Time (days) LDso (95 % FL) (pg/g insect)

LDss (95 % FL) (pg/g insect)

Hill slope (95 % FL)

15 402 (293-552)

146 (85-250) 1.08 (0.62-1.54)

analysed using non-linear sigmoid curve fitting,
The activity of each treatment was evaluated on
the basis of dose-response concentrations and the
goodness of fit to the curve model was evaluated
on the basis of R? values (Sadeghi et al. 2009). All
statistical analyses were performed using Graph-
Pad prism version 6.00 for Windows (GraphPad
Software, La Jolla California, U.S.A., www.Graph-
pad.com).

RESULTS

Insecticidal activity of tebufenozide on adults

After treatment of the newly emerged adults
using various doses of tebufenozide (13 to 1000 ng/
gof insect), treated adults typically showed symp-
toms of poisoning by inhibition of the insect loco-
motor activity followed by paralysis and death.
Our data revealed that the mortality varied
from 6.66 = 0.9 % at a dose of 13 ug/g of insect
to 77.6 = 1.47 % at a dose of 1000 ng/g of insect. No
mortality was recorded in the control series.
The LDspand LD2s values (95% fiducial limits, R =
0.98) are given in Table 1.

Ovarian measurements

In virgin control females, the length of the basal
oocytes increased (P < 0.001) during sexual matu-
ration from 0.71 + 0.02 mm at day 0 to 2.70 + 0.08
mm at day 10 and decreased (P < 0.001) thereafter
(Table 2). Topical treatment of tebufenozide
(LDzs) on newly emerged females reduced signifi-
cantly (P < 0.001) the basal oocyte length at all
tested ages.

In control females, the number of oocytes per
paired ovaries increased by day 2 (P < 0.001) and
decreased (P < 0.001) between 4 and 8 days
(Table 3). This reduction typically corresponds to
the egg-laying period. After day 8, during the
post-oviposition period, this number remained
constant (P > 0.05). In treated females, the num-
bers of oocytes per paired ovaries was significantly
reduced by day 2 (P < 0.001), day 4 (P < 0.001) and
day 6 (P = 0.019), while an increase (P < 0.05) was

Table 2. Effect of tebufenozide (LD2s), applied topically
on newly ecdysed female adults of Blattella germanica,
on the length (mm) of basal oocyte. Value are the mean =
S.E.M. (n=15). Different letters indicate a significant dif-
ference.

Ages (days following Controls Tebufenozide
adult emergence) (LD2s)
0 0.71+0.02a -
2 0.84+0.02ab 0.72+0.01ba
4 1.23+0.06 ac 0.90 +0.03 bb
6 156 +0.04ad 1.32+0.05bc
8 1.99+0.07ae 1.11+0.09 bd
10 2.70+0.07af 1.20+0.08 be
12 2.33+0.04ag 1.05+0.04be
14 1.91 +0.04 ah 1.14 £ 0.05 be
16 1.62+0.02ai 1.16+0.03 be

Table 3. Effect of tebufenozide (LDzs), applied topically
on newly ecdysed female adults of Blattella germanica,
on the numbers of oocytes per paired ovaries. Value are
the mean = S.E.M. (n = 15). Different letters indicate a
significant difference.

Ages (days following Controls Tebufenozide
adult emergence) (LDgs)
0 54.06 +1.35a -
2 74.06 +0.90 ab 35.06 + 1.33 ba
4 51.06 +0,81 ac 39.13+1.22 bb
6 49.33 +1.04 ac 43.60 +2.07 bb
8 35.93 £ 2.53 ad 43.66 = 1.01 bb
10 35.86 +2.24 ad 43.00 £2.15 bb
12 36.33+1.56 ad 43.53 +1.14 bb
14 35.26 £0.77 ad 42.20 = 0.85 bb
16 3546 +1.36 ad 42.73+1.23 bb

recorded between 8 and 16 days as compared to
the control.

Mating and reproductive success

In controls, the percentage mating success was
90 %, against 25 % in tebufenozide-treated series
(binomial test, P < 0.001). Ootheca formation was
observed in 90 % of tested insects in the controls
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series and only in 20 % in treated one (binomial
test, P < 0.001). The total number of viable nymphs
produced by females which estimate the repro-
ductive success of mates was 31.28 = 1.85 in the
controls series. Tebufenozide altered the fertility
with total absence of viable nymphs produced by
ootheca (0 viable nymphs, P < 0.001).

DISCUSSION

Cockroaches treated with tebufenozide showed
an inhibition of its locomotor activity followed by
paralysis and death. It has been reported that
tebufenozide and RH-5849 (1-tert-butyl-1,2-
dibenzoyl hydrazine, the protype of ecdysteroid
agonists), in addition to their ecdysonergic effects,
could produce excitatory neurotoxic symptoms at
the level of the central nervous system in various
insect species (Darvas et al. 1992; Smagghe &
Degheele 1994). In cockroaches, Smagghe et al.
(1996) reported that nymphs of Blatta orientalis
displayed rapid neurotoxic effects with hyperac-
tivity and locomotory disturbances after tebu-
fenozide injection. These symptoms of poisoning
can be explained by the neurotoxic activity of
tebufenozide by blockage of neuronal voltage-
dependent K™ channels in muscle and nerves
(Salgado 1998). On the insecticidal potency, the
studied compound showed a lower potency
against German cockroaches as its LDso was
402 pg/g of insect. Tebufenozide is less toxic than
other insecticides used in IPM and anti-resistance
programmes like spinosad (5 ug/g of insect) and
indoxacarb (0.6 ug/g of insect) (Maiza et al. 2013).

In B. germanica the brain integrates a multitude
of extrinsic and intrinsic stimuli and paces the
activity of corpora allata (CA), dictating the rate
and magnitude of all JH-dependent events (Liang
& Schal 1993). Moreover, the size of basal oocytes
is an indirect indicator of the female’s JH bio-
synthesis rate (Uzsak & Schal 2012). The major
function of ovarian ecdysteroid peaks, in this
species, is the initiating of the choriogenesis in
the follicle cells at the end of the maturation cycle
(Pascual et al. 1992).

In the present study, we demonstrated that
tebufenozide reduced significantly the length of
basal oocyte and the number of oocytes in virgin
adult females of B. germanica. Tebufenozide
disrupted oviposition as shown by the stable values
of number of oocytes in the treated series during
sexual maturation as compared to controls. The
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ecdysone agonists were reported to alter the
reproduction events in different insect orders by
affecting ovarian growth, vitellogenesis and
oviposition (Taibi et al. 2003; Smagghe et al. 2004;
Soltani-Mazouni ef al. 2012).

Moreover, tebufenozide reduced significantly
the mating success and caused alteration in the
fertility as demonstrated by the reduction of
ootheca production and the absence of viable
nymphs in treated series. In B. germanica females
the oocyte size could be used to pinpoint a minimal
threshold of JH production below which females
would refuse to mate (Liang & Schal 1993). Most
virgin B. germanica females accept males when
their oocytes are >1.25 mm in length (Schal et al.
1997; Uzsak & Schal 2012). Our data show that a
topical application of tebufenozide reduced signif-
icantly the oocyte length and the values recorded
were low as compared to these minima.

Previous reports using tebufenozide, halofenozide
or methoxyfenozide demonstrated a reduction of
matingsuccess, fecundity, fertility and egg hatcha-
bility of different insect species (Smagghe &
Degheele 1992; Taibi et al. 2003; Dallaire ef al. 2004;
Seth et al. 2004; Pineda et al. 2007; Soltani-Mazouni
ef al. 2012). In an earlier study, we found that
halofenozide reduced the number of oocytes per
paired ovaries, volume of basal ococytes, ecdy-
steroids titres and altered the sexual behaviour in
B. germanica (Kilani-Morakchi ef al. 2009). More-
over, Dhadjialla et al. (2005) reported that any inter-
ference in the ecdysteroid hormone response
using an ecdysteroid agonist would result in
abnormal oocyte growth, egg formation and
embryogenesis, which may lead to a loss of
progeny.

In newly emerged females, the ecdysteroid titre
is relatively low, coinciding with the beginning of
the ovarian cycle. Thus, tebufenozide applied on
newly emerged females could disrupt the balance
between 20E and JH levels modifying the rate of
both hormones. This hypothesis is supported by
the reduction in the oocyte length, an indirect
indicator of JH level, after tebufenozide treatment.
This endocrine disruption could explain the depres-
sive effects of tebufenozide on reproductive
events in B. germanica.

In conclusion, the present study showed that
tebufenozide affected the reproduction of the
German cockroach. The overall results suggested
that tebufenozide can be used as a biorational
insecticide for controlling cockroaches.
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