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1. Introduction

Le secteur agricole continue de jouer un réle crucial pour le développement (De janvry &
Sadoulet, 2010), en particulier dans les pays a faibles revenus (Tsikata, 2001) ou sa
contribution est importante en terme de revenu global (Yumkella et al., 2011) et de main-
d'ceuvre totale (Dethier & Effenberger, 2012), ceci en préservant 1I’environnement (Kratou,
2012) et la santé (Singer & Ewing, 2001) par la lutte contre les ravageurs (Boisclair &
Estevez, 2006).

Dans un contexte d’augmentation de la population humaine et donc de la demande en
nourriture (Tilman et al., 2011), la protection des cultures joue un réle clef en luttant contre
les ravageurs et les pathogenes (Oerke & Dehne, 2004). Ces derniers représentent la cause
majeure des pertes de récolte (Birch et al., 2011). En effet, la production agricole mondiale
subit une baisse de 40% (Boulanger et al., 2004) dues aux dégats des parasites et des
ravageurs des cultures (ElI Bakouri, 2002). La protection de ces dernieres permet ainsi de
régulariser les rendements (Pereira et al., 2010; Dawson et al., 2011) et d’assurer la qualité
des denrées alimentaires (Oerke & Dehne 2004). Toutes ces raisons expliquent I’utilisation
de plus en plus croissante des pesticides (Fernandez-Alba et al., 2002), contaminant ainsi
pratiquement tous les écosystemes (Yeo et al., 2003 ; Zhu et al., 2005 ; Tahara et al., 2005 ;
Zhang et al., 2005 ) et causant la mort de 20 000 personnes dans le tiers monde tandis que 25

millions d’ouvriers agricoles sont gravement atteints (EI-Bakouri, 2002).

Le contr6le des insectes est devenu de plus en plus difficile, spécialement les ravageurs
(Pei et al., 2010). La lutte contre ces derniers est passée par plusieurs étapes pour arriver a
I’utilisation de produits chimiques de synthése (Ferron & Deguine, 2005). Le potentiel de
découverte de nouvelles substances actives n’est pas infini, et les résistances aux pesticides
sont de plus en plus nombreuses (Wilcox et al., 2003; Gisi et al., 2007; Chen et al., 2007;
Gisi & Sierotzki, 2008; Baudoin et al., 2008; Furuya et al., 2010) réduisant 1’intérét des
produits existants (Roger, 2005). Parmi les aspects de I’intensification agricole (Griffon,
2010), I’usage des pesticides, particulierement des insecticides et fongicides (Roger, 2005), a
eu les effets dépressifs sur la biodiversité des especes (Boatman et al., 2007), et réduit la
possibilité de lutte biologique (Geiger et al., 2010). Les insecticides a large spectre (par
exemple, les carbamates, les organophosphorés et les pyréthrinoides) (Brengues et al., 2003)

peuvent provoquer le déclin de population d’insectes bénéfiques tels que les abeilles, les
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araignées et les coléoptéres (Feber et al., 2007), des mammiferes (Brakes & Smith, 2005),
des oiseaux (Morris et al., 2005), des amphibiens (King et al., 2008) et les poissons
(Vonesch & Klaus, 2009).

Ces consequences indésirables ont encouragé la recherche de mesures d’urgence, basées
sur I’élaboration de stratégies adéquates dans 1’utilisation des pesticides (Cui et al., 2012) et
le développement de nouvelles molécules sélectives et a faibles risques écotoxicologiques
(Dhadialla et al., 2010; Hui et al., 2013); ces molécules représentent un groupe diversifié de
produits chimiques avec une multitude de modes d'action et de cibles se traduisant par une

sensibilité variable chez les espéces visées (Villanueva & Walgenbach, 2005).

Le spiromesifen est un insecticide/acaricide dérivé des acides tétroniques, plus précisément
un kétoenol; il agit comme inhibiteur de lipogenése (Bretschneider et al., 2003) via
I’inhibition d'acetyl CoA carboxylase (Nauen et al., 2002), causant une baisse de lipides dans
les insectes traités (U.S. EPA, 2008 ; Nauen et al., 2002 ; Liu 2004 ; Elbert et al., 2005 ;
Nauen et al., 2005 ; ARLA, 2007). L'acetyl CoA carboxylase est une enzyme qui catalyse la
biosynthése des acides gras (Svensson et al., 2016). Il s'agit d'un site cible bien établi pour les
insecticides et acaricides a succes commercial (Devine, 2002, Wenger et al., 2012),
appartenant a la famille des ketoenols cycliques et représentés par les dérivés spirocycliques
de l'acide tétronique comme le spirodiclofen ou le spiromesifen et autres dérivés de l'acide
spirocyclique tétramique comme le spirotetramat (Bretschneider et al., 2012a;
Bretschneider et al., 2012b). Leur mécanisme d'action n'a pas encore bien €élucidé jusqu'a
présent (Lummen, 2014). Mais une mutation ponctuelle de l'acetyl CoA carboxylase

remplacant le résidu d'acide glutamique par de la lysine, a été obtenue en traitant la mouche

blanche de serre, Trialeurodes Vaporariorum avec le spiromesifen (Karatolos et al., 2012).

Le spiromesifen est un insecticide non volatile qui se décompose rapidement dans le sol
(23 jours) (Babczinski & Arthur, 2005) et dans l'eau (Vieira, 2009). Ce produit est
actuellement homologué en Algérie pour un usage sur les plantes ornementales, légumieres et
fruitieres cultivées sous serre et en plein champ sous le certificat n° 0644250

(www.algeria.bayercropscience.com).

Le spiromesifen a fait 1’objet de plusieurs travaux. Il a été testé sur la mouche blanche de la
pomme de terre Bemisia tabaci (Liu, 2004; Nauen et al., 2002, 2005). Il est tres efficace

contre des larves de Tetranychus urticae (Mar¢i¢ et al., 2010) et de Panonychus ulmi (Nauen

]
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et al., 2005) . Dans les essais sur terrain et en serre effectués dans des pays européens, aux
Etats-Unis, en Amérique centrale et du Sud et au Japon, le spiromesifén a obtenu une
efficacité élevée contre Aculops lycopersici sur la tomate, ainsi que Trialeurodes
vaporariorum et B. tabaci sur les Iégumes, la fraise et le coton (Nauen et al., 2002 ; Weber,
2005 ; Sharma et al., 2007). Le spiromesifen a également été testé contre le psylle Paratrioza
cockerelli, un ravageur important de légumes en Amerique du Nord et centrale. En raison de
son mode d'action, les meilleurs résultats ont été obtenus lorsque le produit est appliqué au
début de l'infestation (Elbert et al., 2005). En Algérie, cet insecticide a déja été évalué au sein
du Laboratoire de Biologie Animale Appliquée (Université badji Mokhtar, Annaba). Ainsi,
Bouabida (2014) et Bouabida et al (2017), ont examiné la toxicité du spiromesifen et son
impact sur la composition chimique, 1’activité des biomarqueurs ainsi que la morphométrie
chez deux especes de moustiques Culex pipiens et Culiseta longiareolata, tandis que Bensafi-
Gheraibia et al (2013) et Bensafi-Gheraibia (2015) ont traité les aspects toxicologique,

biochimique et comportemental chez Drosophila melanogaster.

La recherche sur des organismes animaux appropriés, congus avec soin, bien caractérisés et
controlés dépend du choix raisonné de ce modele (Cousillas, 2013) et restera pour longtemps
encore une étape essentielle pour les découvertes fondamentales (Sinoussil & Montagutelli,
2015). L’étude des insectes a permis de faire de grandes découvertes dans de nombreux
domaines des sciences du vivant (Le Glou, 2013). Drosophila melanogaster (Meigen, 1830)
est I’organisme mode¢le le plus étudié dans le monde. Il est le matériel de base des travaux de
80 000 a 100 000 chercheurs (Colombani et al., 2006); son cycle de reproduction court (10
jours a 25°C) (Ashburner, 2005) et la possibilité d’obtenir un grand nombre d’individus en
un temps restreint la rendent un veéritable matériel expérimental (Bouharmont et al., 2007).
Bien que son cerveau ne contienne que 100.00 neurones (Ito et al., 2003), la drosophile est
néanmoins capable de comportements complexes, tels que la parade nuptiale, la reproduction,
le développement ou bien encore 1’adaptation a I’environnement (Konopka & Benzer, 1971).
Son systeme nerveux est composé de cellules gliales et de neurones dont le fonctionnement
est tres proche de celui des mammiferes (Séjourné, 2011). La drosophile posseédant environ
75% d’homologie génétique avec 1’homme pour les génes responsables de maladies (Reiter
et al., 2001), elle est maintenant utilisée comme modele de maladies humaines ayant un lien
avec la génétique, comme c’est le cas par exemple pour les maladies de Parkinson
(Whitworth, 2011), de Huntington, d’ Alzheimer (Goguel et al., 2011), le cancer et les retards
mentaux (Didelot, 2006).
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La reproduction regroupent I’ensemble des fonctions assurant la pérennité de 1’espece, elle
fait intervenir de nombreux mécanismes physiologiques qui permettent la localisation, la
reconnaissance du partenaire sexuel et 1’accouplement entre deux individus de la méme
espece afin d’engendrer des descendances viables et fertiles (Weaver & Farlane, 1990). La
quantification des réserves énergétiques au sein des populations exposées a un stress est
souvent utilisée dans les études écotoxicologiques comme biomarqueur précoce d’une
perturbation environnementale (Lagadic, 2002). Chez les insectes, les dépenses énergétiques
tout en volant ou nageant ou exergant n’importe quelle fonction vitale exigent la synthése et la
mobilisation des métabolites (protéines, glucides et lipides). Ces métabolites jouent un réle
essentiel dans la physiologie des insectes. Les glucides représentent une source d’énergie
importante et servent a 1’¢laboration des produits génitaux et des structures membranaires
(Lelong ,2007), Chez de nombreux étres vivants, les lipides sont impliqués dans de
nombreuses fonctions biologiques, allant du stockage de I’énergie a la biosynthése
d’hormones en passant par la signalisation cellulaire ou la composition des membranes
cellulaires (Flaven-Pouchon, 2014). Les protéines, a leur tour, jouent un role fondamental
dans diverses réactions et peuvent assurer la catalyse biochimique, la régulation hormonale et
s’intégrent dans la cellule en tant qu’éléments structuraux en méme temps que les glucides et

les lipides (Zhou & Miesfeld, 2009).

Les insectes transmettent les informations aux moyens de signaux visuels, auditifs,
olfactifs (chimiques) et tactiles (Belmabrouk et al., 2008), les messages échangés doivent
étre précis, fiables et spécifiques car beaucoup de comportements, comme la recherche d'un
partenaire, sont sélectifs et orientés (Renou, 2007). Il existe une tres grande diversité de
signaux impliqués dans la communication chimique chez I’insecte, ces signaux peuvent étre
des hydrocarbures a longue-chaine dérivés d’acides gras, leurs roles sont désormais multiples:
ils servent de barriére a I’invasion de micro-organismes (Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2013),
agissent comme signaux de reconnaissance et interviennent dans la communication d’un tres
grand nombre d’insectes (Millar, 2000 ; Ginzel et al., 2003). Leurs roles dans la
communication chimique sont trés variés et vont conduire a la mise en place d’une importante
palette de comportements, certains hydrocarbures agissent comme des phéromones sexuelles
(Bontonou, 2014), dont celles impliquées dans la reproduction, ont été particulierement
étudiées, elles constituent un signal de reconnaissance spécifique a chaque individu qui va
permettre aux individus de son espece de I’identifier comme un partenaire sexuel potentiel, de

le choisir ou non parmi tous les partenaires disponibles, et, le cas échéant, de débuter et de
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mener a son terme une parade sexuelle (Krupp et al., 2008; Etges et al., 2009; Everaerts et
al., 2010). Les phéromones des Diptéres sont issues d’une modification du métabolisme
général des lipides cuticulaires qui débute par la production d’acides gras, ces derniers sont
ensuite modifiés par plusieurs réactions enzymatiques jusqu’aux composées finaux (Mufioz et

al., 2008).

Le présent travail est en continuité avec les travaux antérieurs (Bensafi-Gheraibia, 2013;
Bensafi-Gheraibia et al., 2015) qui ont mis en évidence que le spiromesifen réduit la teneur
des principaux constituants biochimiques corporels des pupes particulierement celle des
lipides et augmente le taux de malondialdéhyde (MDA), un biomarqueur de la péroxydation
lipidique (Michel et al., 2008). De plus, il perturbe le profil des les hydrocarbures cuticulaires
et la synthése des protéines ovariennes en diminuant de maniére significative les taux et le
nombre de fractions protéiques comparativement aux témoins. Enfin, une action différée du

produit sur le potentiel reproducteur.

L’objectif de la thése est d’évaluer I'effet sublétal du spiromesifen sur plusieurs aspects.
La premiére partie est consacrée a l'impact direct et/ou différé du spiromesifen sur différents
parametres morphomeétriques et la composition biochimique (glucides totaux et glycogene)
des ovaires. La seconde partie concerne la détermination du taux de tréhalose et du glycogéne
dans le corps des pupes ainsi que ’activité de la lactate déshydrogénase. Une troisieme partie
abordera l'impact direct et/ou différé du traitement sur la descendance de D. melanogaster
(CEufs, larves et pupes). Enfin, une quatrieme et derniére partie sera traitée, concernant 1’effet
direct et/ou différé du traitement sur ’analyse des différentes séquences du comportement

sexuel de drosophiles.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de I’espéce

Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Insecta: Diptera), ou mouche du vinaigre
(Adamski et al., 2009) est un modéle biologique trés apprécié depuis prés d’un siécle par les
scientifiques du monde entier grdce a ses nombreux avantages, notamment son génome
totalement séquencé depuis 2000 qui permet 1’utilisation de nombreux outils moléculaires
(Adams et al., 2000). Dans la nature, elle vit en abondance sur les fruits mdrs ou en
fermentation (Tavernier & Lizeaux, 2002). Au début du 20éme siécle, la Drosophile a en
effet servi de modele biologique pour développer la génétique mendélienne grace a ses
nombreux mutants. Ensuite, elle est devenue incontournable comme matériel de référence
pour les études de génétique moléculaire et du développement (Withers & Allemand, 2012).
Cependant, la drosophile est un animal de trés petite taille mesurant environ 3 ou 4 mm de
long (Méme et al., 2013).

Ces mouches sont de couleur brun jaunatre, avec des anneaux transversaux noirs au travers
de l'abdomen. Elles ont des yeux rouges vif. Les males sont un peu plus petits que les
femelles (dimorphisme sexuel). L’extrémité de 1’abdomen est foncée et arrondie chez le méle,
plus claire et pointue chez la femelle (Parvathi et al., 2009) (Fig. 1). Le male se distingue
aussi par la présence de peignes sexuels sur ses pattes avant qui est une petite touffe de soies
noires située au niveau du premier article du tarse de la patte (Fig. 1). Les drosophiles sont
des insectes holométabole, c'est a dire que développement est indirect et passe par une

métamorphose au cours du stade nymphal (Merkey, 2011).

lﬁ “ « ‘ r.,‘,- 4

Figure 1. Dimorphisme sexuel chez D. melanogaster (A: Les males ont les poils foncés (les
peignes sexuels) sur les métatarses alors que les femelles n’en n’ont pas ; B: les méles sont de

plus petite taille et ont I'extrémité abdominale plus foncée).
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La position systématique de D. melanogaster est la suivante :

Regne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous- Embranchement Hexapoda
Classe Insecta
Sous-Classe Pterygota
Ordre Diptera

Sous- Ordre Brachycera
Famille Drosophilidae
Sous- Famille Drosophilinae
Genre Drosophila
Espece Drosophila melanogaster (Meigen, 1830)

Les Drosophiles utilisées pour I’ensemble des expérimentations sont des mouches Canton-
S (CS) aimablement fournies par Dr. Jean-Francgois Ferveur (Centre des Sciences du GoUt et

de I'Alimentaion, Université de Bourgogne, Dijon, France).

2.2. Cycle de vie de la drosophile :

La Drosophile est un insecte endoptérygote (Halberg et al., 2015), La durée du cycle de
vie varie selon la température. A 25°C, elle est de 10 jours entre la ponte et le stade adulte
(Ashburner, 2005) (Fig. 6). Le développement est caractérisé par 4 stades distincts :

Stade ceuf: Aprés la fécondation de I’ovocyte, I’embryon, d’une taille de 0,5 mm de
longueur (Fig. 2) sera pondu directement sur un milieu qui servira de substrat alimentaire aux

larves qui en sortiront.

Figure 2. Drosophila melanogaster entrain de pondre.
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Stades larvaires : L’ceuf va se développer pendant 20 a 22 heures avant d’éclore et donner
une larve mobile de premier stade (Terhzaz, 2003); cette derniere commence a se nourrir des
son éclosion et grandit continuellement en exploitant la surface du substrat. Elle subira 2 mues
successives pour donner le deuxiéme stade larvaire qui dure également 24 heures, la larve du
deuxieme stade commence alors a creuser le milieu sur lequel elle se trouve. Le troisieme et
dernier stade larvaire dure quant a lui environ 48 heures, la larve creuse trés activement le
milieu. Environ 110 heures apres la ponte, la larve de troisieme stade cesse de salimenter et
se met & la recherche d'un site adéquat pour accomplir sa métamorphose (Beck, 2003).

Figure 3. Larve de D. melanogaster.

Stade pupe: La Drosophile se trouve alors dans le stade pré-pupal qui dure environ 12 heures
et va subir de trés importantes modifications morphologiques et structurales. La plupart des
tissus larvaires vont étre lysés ou tres profondément modifiés. Le stade pupe qui se poursuit
alors pendant 6 jours et est caractérisé par la formation des organes adultes de la drosophile

qui va éclore au 10°™ jours (Beck, 2003).

Figure 4. Pupes de D. melanogaster. (A: prépupe 1 ; B: prépupe 2 ; C: pupe).
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L’adulte: 4 jours apres I'empupement l'opercule de la case pupale s'ouvre pour laisser sortir
I'insecte. L'adulte nouvellement éclos va doucement déplier ses ailes et les laisser durcir a l'air
quelques minutes avant de pouvoir les utiliser (Bainbridge & Bownes, 1981). Les males ne
débutent leur activité sexuelle que 8 heures apres leur éclosion, méme chose pour les
femelles qui ont a I'éclosion un bouchon vaginal qui interdit toute fécondation avant 8 heures.

Chaque femelle adulte peut donner plus de 300 descendants (Bouharmont et al., 2007).

J A ok ADULTE CEUF »”
: 9 ) 2
\ ) 4 PUPE \,/ 1 jour \/
o \ Stade pupal de 3~ 4 jours ¥

PREMIER STADE

' LARVAIRE
/ 1 jour

‘ 1 jour \
~d

TROISIE

STADE LARVAIRE DEUXIEME STADE

LARVAIRE

Figure 6. Cycle de vie de D. melanogaster a 25°C (Hales et al., 2015).
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2.3. Elevage au laboratoire

Les Drosophiles sont élevées dans des flacons en plastique au niveau d’une étuve (Fig. 7)
maintenue a 25°C avec un cycle de 12h de jour/12h de nuit et une humidité relative de 75%. Le
milieu de culture est une pate semi-liquide, ou les larves vivent et se nourrissent en méme temps. Il est
composé de nombreux ingrédients (4,8 g d’agar-agar, 33,4g de levure de biére, 33,49 de farine de
mais et un-antifongique [25 ml de méthyl-hydroxy-4-benzoate a 10 % dans 1’éthanol 95%)]).

Pour la préparation du milieu on mélange a sec-agar, la farine et la levure ensuite on ajoute
de I'eau froide au mélange et on remue, apres on porte a ébullition et on laisse bouillir pendant
15 minutes, enfin on retire du feu et on ajoute I’antifongique et on verse le milieu de culture
dans les flacons, ainsi que le montant ne doit pas dépasser 2 cm d'épaisseur, pour achever le

tout on couvre les flacons et on laisse refroidir lentement pendant la nuit.

Le maintien des souches se fait par repiquage (Fig. 8) des adultes dans des tubes de milieu
frais a chaque génération. A 25°C, une dizaine de jours sépare deux générations, ce qui

facilite 1’étude rapide de la transmission des caracteres héréditaires.

Figure 8. Repiquage des adultes de D. melanogaster.
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2.4. Présentation de ’insecticide et traitement

Le spiromesifen (Oberon® 240 SC : solution concentréen; Bayer Crop Science, Germany)
a éte fourni par Bayer Crop Science (Algeria). C’est le nom commun du 3,3-diméthylbutyrate
de 3-mésityl-2-oxo-1-oxaspiro[4.4] non-3-en-4-yle. Sa formule brute est C23H3004 et sa
masse molaire est de 370,48 g (Fig. 9). C’est un nouvel insecticide/acaricide systémique
dérivé des acides tétroniques spirocyliques, dote d’un mode d’action unique, 1’inhibition de la

synthese des lipides en empéchant la biosynthese des acides gras (Mann et al., 2012).

LY

Figure 9. Formule de structure du spiromesifen (European Food Safety Authority, 2012).

Le spiromesifen a été testé in vivo, a deux concentrations sublétales CLyo (21,45 pg/ul
d’acetone-eau 50/50) et CLps (39,53 pg/ul) précédemment déterminées (Bensafi-Gheraibia et
al., 2013). L’insecticide a ét¢ administré par application topique sur 1’abdomen des pupes et
des adultes nouvellement exuviées a 1’aide d’une microseringue Hamilton. Les témoins ont

été traités avec le solvant seul (1 ul acétone /eau distillée; 50/50).

2.5. Etude morphométrique

Apres I'émergence des adultes, les femelles agées de 4 jours coorespondant a I'age de la
maturité sexuelle (Saleem, 2014) sont disséquées sous une loupe binoculaire, fixées sur le
ventre par une aiguille sur une boite de paraffine; les pattes et les ailes sont sectionnées et le
tégument de 1’abdomen est coupé avec des microciseaux afin de récupérer les ovaires. Ces

derniers sont ainsi prélevés afin de mesurer les différents paramétres morphométriques : le
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poids (Les ovaires prélevés des séries témoins et traitées ont été pesés a 1’aide d’une balance
de précision (Model GD-503-NTEP, Sartorius, Goettingen Germany), le nombre d’ovocytes

par paire d’ovaires, la longueur (L) et la largeur (1) de ’ovocyte basal sont déterminés. Le

volume (mm?)est obtenu selon la formule suivante de Lumbreas et al. (1991): V=4 x /3(L/2)
(1/2)2

Figure 10. Dissection, prélevement et morphométrie des ovaires (pesée des ovaires,

dénombrement des ovocytes, mesure de la longueur et largeur de I’ovocyte basal).
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2.6. Tests comportementaux

2.6.1. Préparation des tests

De nombreuses investigations portent sur 1’analyse du comportement, et en particulier
celui mis en ceuvre lors de la parade sexuelle des drosophiles. Cependant, avant de réaliser un
croisement de drosophiles il est nécessaire de suivre un protocole bien précis basé sur la

séparation et I’¢levage des différents individus destinés a 1’accouplement.

Les mouches utilisees lors des tests de comportement sont vierges et agees de 4 jours
(Savarit & Ferveur, 2002). Les males sont maintenus isolés alors que les femelles sont
groupées de 5 a 10 par tube (Rybak, 2002) (Fig. 11).

’Il!llln.n

Figure 11. Les tubes d’élevages de D. melanogaster.

L’isolement des males permet d’éviter les interactions entre eux qui lorsqu’elles ont lieu
lors de premiers jours de la vie adulte entrainent une augmentation de 1’agressivité et une
diminution de pourcentage d’accouplement (Grillet et al., 2006). Les tests de comportements
ont toujours lieu entre 9H et 13H a une période qui correspond au premier pic d’activité
comportementale des mouches (Grillet et al., 2006). Ces tests se déroulent dans une salle a
une température et une hygrométrie ambiantes, fermée couvrant un maximum de bruit venant
de I’extéricur, obscure, la seule source lumineuse est une lumiére rouge ; cette derniére
permet de réduire les signaux visuels percus par les deux partenaires (Boll & Noll, 2002).

Les couples testés sont placés dans des boites de Pétri (4 cm de diametre) munies d'un

couvercle assurant la fermeture hermétique. Sachant que cette manipulation est stressante
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pour les insectes, on introduit en premier la femelle seule a I'extrémité de la boite pendant

quelques minutes, ensuite le male dans ’autre extrémité (Fig. 12).

Figure 12. Dispositif utilisé pendant les tests de comportement dans la lumiéere blanche (A) et

rouge (B).

2.6.2. Tests de parade et d’accouplement

Apres un temps d’acclimatation de 10 minutes (Ganter et al., 2011), les principaux
comportements pré-copulatoires sont enregistrés ; on note lequel des deux partenaires se
dirige vers l'autre et on enregistre le temps du premier contact ainsi que le nombre
d'attouchement. Le nombre de vibration et de Iéchage accomplis par le male pour aboutir a la

copulation sont aussi enregistrés ainsi que la durée des parades.

Lechage

Vibration

Poursuite

Figure 13. Les differents sequences de la parade.
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L’indice de parade a été également estimé a partir des individus ayant paradé, qui
correspond a la durée totale de parades du male (en secondes) divisée par la durée du test (en
secondes) aussi la latence d’accouplement qui correspond au temps écoulé avant le début le
I’accouplement et la durée d’accouplement qui correspond au temps durant lequel les
partenaires se sont accouplés.

Les tests de comportement ont été effectués avec les croisements suivants :
Couples 1: Mt x F1: Méles téemoins X Femelles Temoins
Couples 2: MTX F CLyg : Méles Temoins X Femelles CLjg
Couples 3: M CLyo X Fr: Males CL1px Femelles Témoins
Couples 4: Mt X F CLys : Males témoins X Femelles CLys
Couples 5: M CLys X F 7: Males CL,s x Femelles Témoins
Couples 6: M CL3p X F CL1g: Méles CLyjg X Femelles CLyg

Couples 7 : M CLys X F CLys - Méles CLys X Femelles CLys

2.7. Impact sur la descendance

Les adultes males et femelles nouvellement émergés issus des séries témoins et traitées
(CL1oet CLo2s) apres traitement des pupes et adultes ont été prélevés, séparés selon leur sexe et
placés dans des tubes d’élevage d’une hauteur de 9,5 cm et d’un diamétre de 2,5 cm,
contenant un milieu nutritif. Dix couples de Drosophiles pour chaque série ont été élevés dans
les mémes conditions que 1’élevage cité précedemment. Le suivi de la génération 1 ou F1 est
ensuite réalisé dés le stade ceuf, I’effet du spiromesifen a été évalué par le dénombrement des
ceufs pondus, des larves du dernier stade (L3), pupes et adultes provenant de chaque série de
couples dans chaque tube (Fig. 14). La durée du développement embryonnaire, larvaire et
nymphal des séries témoins et traitées a été également déterminée. Les tests ont été effectués
selon les croisements suivants :

Couples 1: Mt x F1: Males téemoins X Femelles Temoins
Couples 2: MTX F CLyo: Méles Temoins X Femelles CLy
Couples 3: M CLyo X Fr: Males CL;1px Femelles Témoins
Couples 4: Mt X F CLys : Males témoins X Femelles CLys
Couples 5: M CLys X F 7: Males CL,s x Femelles Témoins
Couples 6: M CLys X F CLyg: Méles CLys X Femelles CLyg
Couples 7 : M CLyg X F CLys : Males CLjp x Femelles CLys
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Figure 14. Suivie de la descendance.

2.8. Prélevement des échantillons pour les dosages biochimiques

Les différents échantillons correspondant a des pupes des séries témoins et traitées sont
prélevés toutes les 24 heures au cours de leur développement nymphal dés le jour de
I’exuviation. Les échantillons sont conservés a 4°C par lots de 4 dans 1 ml d’acide
trichloroacétique (TCA) a 20 % jusqu’au dosage du tréhalose tandis que les pupes destinées
au dosage de la lactate déshydrogénase sont conservées au frais dans 1 ml de tampon Tris /
HCL (0,1M ; pH 7,2). Les femelles qui émergent des séries témoins et traitées sont collectées
a différents ages (0, 1, 2, 3, 4 jours) durant la vie adulte et disséquées sous une loupe
binoculaire. Les ovaires sont prélevés et stockes par lots de 4 dans 1 ml de TCA 20 % a 4°C

jusqu'au dosage des sucres totaux et du glycogeéne.
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Séries 0 jour Séries 1 jour Séries 2 jours Séries 3 jours

Figure 15. Collecte des pupes a différents ages (0, 1, 2 et 3 jours).
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Séries 0 jour  Séries 1jour  Séries 2 jours  Séries 3 jours Séries 4 jours

Figure 16. Collecte des ovaires a différents &ges durant la vie adulte (0, 1, 2, 3 et 4 jours).
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2.9. Extraction et dosage des constituants biochimiques

2.9.1. Extraction

L’extraction des principaux constituants biochimiques du corps des pupes et des
ovaires de D. melanogaster a été réalisée selon le procédé de Shibko et al. (1966). Les pupes
et les ovaires sont prélevés par lot de 4 et conservés dans 1 ml de TCA (20%) a 4°C ; quatre a
cing répétitions sont réalisées par série. Aprés un broyage aux ultrasons (Sonifier B-30) et
centrifugation (5000 tours/min pendant 10 mn), le surnageant | est récupéré et servira au
dosage des glucides totaux, du glycogene et du tréhalose. Tandis qu’au culot, on ajoute 1ml
d’un mélange chloroforme/éther (1V/1V). Une deuxieme centrifugation (5000 tours/mn, 15
mn) permet de récupérer le culot qui sera repris dans 1ml de NaOH (0,1 N) pour 1’estimation
des protéines totales.

Concernant le dosage de la lactate déshydrogénase, les pupes des séries témoins et traitées
sont homogénéisées dans 1ml de tampon Tris/ HCL (0,1M; pH 7,2). L’homogénat est
centrifugé (10 000 tours / mn pendant 5 mn), puis le surnageant est récupéeré pour étre utilisé
comme source d’enzyme. Tous les dosages ont été effectués sur des fractions aliquotes et les
teneurs des différents constituants biochimiques ont été quantifiés d'apres des courbes

d'étalonnage.

2.9.2. Dosage du tréhalose

Le dosage du tréhalose a été réalisé selon Van Handel (1985). Cette méthode utilise
I’anthrone (Sigma-Aldrich, USA) comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide
sulfurique et 25 ml d’eau distillée), et une solution mere de tréhalose (Sigma-Aldrich, USA)
(2 mg/ml). Elle consiste a ajouter au surnageant I (contenant le tréhalose) 120 ul de solution
saturée de sulfate de sodium dans I’eau et 400 pl de méthanol. Aprés une seconde
centrifugation (4000 tours/mn, 10 mn a 4°C), le surnagent est de nouveau récupéré et on lui
ajoute 50 pul de HCI (IN). Il est ensuite chauffé au bain-marie a 90°C pendant 7 mn ce qui
aboutit a I'nydrolyse du saccharose en glucose et fructose tout en laissant intact le tréhalose;
ensuite 150 pl de NaOH 1N sont ajouteés et le tout est chauffé au bain-marie a 90°C pendant 7
mn pour détruire la réactivité de l'anthrone au glucose et de fructose et non au tréhalose.

L’étape suivante consiste a rajouter 4 ml de réactif d’anthrone, I’ensemble est chauffé a 90°C

au bain-marie pendant 17 mn. Les densités optiques ont été mesurées dans un




Matériel & Méthodes

spectrophotometre a une longueur d'onde 625 nm. La quantification est faite a partir d’une

courbe de référence établie selon les indications du tableau 1.

Tableau 1. Dosage du tréhalose dans le corps des pupes de D. melanogaster: réalisation de la

gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Tréhalose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

2.9.3. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la technique de Duchateau & Florkin
(1959). Elle consiste a additionner 4 ml de reactif d'anthrone au 100 pl du surnageant I
contenu dans un tube a essai et de chauffer le mélange a 80 °C pendant 10 mn. Une coloration
verte se développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucides présente dans
'échantillon. La lecture de I'absorbance est faite a I’aide d’un spectrophotomeétre avec une
longueur d'onde de 620 nm. La quantification est effectuée a partir d'une gamme d'étalonnage
(Tableau 2), réalisée avec une solution mere de glucose (Sigma-Aldrich, USA) (1 mg/ml

d’eau distillée) comme standard.

Tableau 2: Dosage des glucides dans les ovaires de D. melanogaster: réalisation de la gamme

d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

2.9.4. Dosage du glycogene

Le dosage du glycogéne a été réalisé selon Van Handel (1965). Cette méthode utilise

I’anthrone comme réactif et une solution mére de glycogéne (0,1 mg/ml) (Sigma-Aldrich,
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USA) comme standard. Elle consiste a ajouter au surnageant | (contenant le glycogéne) 50 pl
d'une solution saturée de sulfate de Na dans 1’eau + 2 a 3 gouttes d’éthanol absolu. Apres
centrifugation (4000 tours/mn, 10 mn a 4°C), le culot est récupéré et on lui ajoute 1 ml
solution saturée de Na dans 1’éthanol a 66%, une deuxiéme centrifugation (4000 tours/mn, 10
min & 4°C) est réalisee, 2 ml de réactif d’anthrone sont ajoutés au culot, ’ensemble est
chauffé @ 100°C au bain-marie pendant 13 mn. Il se développe une coloration verte, dont
I’intensité mesurée a une longueur d’onde de 620 nm, est proportionnelle a la concentration
du glycogeéne. La gamme d’étalonnage a été effectuée a partir d’une solution meére de

glycogene a 0,1 mg/ml selon le tableau 3 ci- dessous.

Tableau 3: Dosage du glycogene dans les ovaires de D. melanogaster: réalisation de la

gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Glycogene (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

2.9.5. Dosage des protéines totales

Les protéines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le
bleu brillant de Coomassie G 250 (Fluka, UK) comme réactif et ’albumine de sérum de beeuf
(Sigma-Aldrich, USA) (1mg/ml) comme standard. .Le dosage des protéines dans le corps des
pupes a été effectué dans une fraction aliquote de 100 ul. La lecture des absorbances est

réalisée a une longueur d’onde de 595 nm contre un blanc de gamme (Tableau 4).

Tableau 4. Dosage des protéines dans le corps entier de la pupe de D.melanogaster:

réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 ) 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité de protéines (ug) 0 20 40 60 80 100
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2.9.6. Dosage de la lactate deshydrogénase

Le dosage de la lactate déshydrogénase (LDH) est mené suivant la méthode de Hill &
Lévi (1954). La LDH catalyse la conversion réversible du lactate en pyruvate ; la méthode est
basée sur la mesure continue de la vitesse d’oxydation du NAD (Sigma-Aldrich, USA)
(nicotinamide adénine dinucléotide) épuisé dans la réaction. La cinétique des absorbances a
une longueur d’onde de 340 nm est employée pour I’estimation de la quantité de substrat
convertie par unité de temps. Le dosage est réalisé comme suit : a 50 pl de surnageant sont
additionnés 675 pl de tampon substrat (0.2 M Ph 10) et 50 ul de solution coenzyme NAD. La
lecture des absorbances s’effectue toutes les 1mn pendant 5 mn a une longueur d’onde de 340
nm contre un blanc.
La concentration en protéines totales des différents échantillons biologiques (homogénat) a
été préalablement déterminée, par un dosage selon la technique de Bradford (1976)
L’activité spécifique de la LDH est déterminée selon la formule d’Audigié et al. (1982) :

6 DO / min Volume total de la cuve
LDH = X
6,22 X 10° Prise d’essai X CO

LDH : Moles de substrat hydrolyseé par minute et par mg de protéines.
6 Do : Pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat / ml / mn a 340
nm.
6.22 10° Mol : Coefficient d’extinction molaire du NADH, a 340 nm.
CO : Concentration de I’homogénat en protéines (mg / ml).
Volume totale de la cuve : 775 pl (50 ul surnageant + 675 pl de tampon substrat + 50 pl de
solution de coenzyme NAD).
Prise d’essai : 50 pl.
Les résultats relatifs a 1’activité spécifique de la LDH sont exprimés en micromoles par

minute et par milligramme de protéines (UM/min/mg de protéines).
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2.10. Analyses statistiques

Les résultats obtenus sont représentes par la moyenne suivie de I’écart type pour chaque
groupe d’expérience (M + SD). La régression linéaire, le test « t » de Student (p < 5%),
I’analyse de variance (un et deux critéres de classification) ou encore le test HSD (Honest
Significative Difference) de Tukey ont été utilisés pour mettre en évidence des différences
entre les échantillons mais aussi pour définir des groupes ou des classes selon leurs effets
(classement des doses). Les calculs ont été réalisés a 1’aide du logiciel MINITAB (Version
17) d’analyse et de traitement statistique des données, disponible au Laboratoire de Biologie

Animale Appliquée.

&
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3. RESULTATS
3.1. Effets du spiromesifen sur la morphomeétrie des ovaires

L’effet du spiromesifen sur la morphométrie des ovaires a été réalisé par application
topique respectivement aux doses CLyg (21,45ug/ul) et CLys (39,53ug/ul) chez les pupes et sur
les adultes femelles nouvellement exuviées de D. melanogaster. Le poids frais des ovaires, le
nombre d’ovocytes, la taille et le volume de I’ovocyte basal, ont été¢ déterminés a 4 jours, sur

des témoins et traitées.

La comparaison des moyennes, réalisée par le test t de Student, révéle une réduction
significative (P<0,05) entre le poids des ovaires des séries témoins et celui des traitées avec
la CLyo et CLys (Tableau 5, Fig.17). L’analyse de la variance révele 1’existence d’un effet
dose (F;, es= 383,98; p< 0,001) et stade (F, = 16,12; p< 0,001) hautement significatif,
I’interaction dose-stade est significative (F,, 6= 4,28; p<0,05) (Tableau 6).

Tableau 5 : Effets du spiromesifen, administré par application topique chez les pupes et sur
les adultes femelles nouvellement exuviées de D. melanogaster sur le poids frais des ovaires
mesuré a 4 jours (mxSD, n= 12 ; les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes a p > 0,05).

Traitement Poids des ovaires apreés traitement des Poids des ovaires apreés traitement des
pupes (mg) adultes femelles (mg)
Témoin 0,70+£0,02 a 0,70+0,02 a
ClLo 0,44+0,01b 0,34+0,01 b
CLs 0,25+0,01c 0,17+0,01c

Tableau 6 : Analyse de la variance a deux criteres de classification (traitement et stade) des
données sur le poids des ovaires de D. melanogaster.

Source de variation | DDL SCE CM Fobs P

Dose 2 2,91861 1,45931 383,98 <0,001***
Stade 1 0,06125 0,06125 16,12 <0,001***
Dose X Stade 2 0,03250 0,01625 4,28 0,018 *
Erreur 66 0,25083 0,00380

Totale 71

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé
(F2, 66 = 4,28 ; p<0,05); p: niveau de significatif ; *** : hautement significatif (p< 0,001) ;
* 1 significatif (p<0,05).
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Figure 17. Effets du spiromesifen, administré par application topique chez les pupes (A) et
les adultes femelles (B) de D. melanogaster sur le poids des ovaires (m + SD, n= 12, les
moyennes surmontées d’une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement

différentes a p > 0,05).

Le spiromesifen aux doses subléetales appliquées chez les pupes et sur les adultes femelles
nouvellement exuviées de D. melanogaster induit une réduction significative (p<0,05) du
nombre d’ovocytes chez les séries traitées comparativement aux témoins (Tableau 7,
Fi1g.18). L’analyse de la variance a deux critéres de classification révéle un effet dose (F,, =
780,72; p< 0,001), stade (F, ¢s= 61,54; p< 0,001) et une interaction dose-stade (F, ¢s= 16,46;
p< 0,001) hautement significatif (Tableau 8).

Tableau 7 : Effets du spiromesifen, administré par application topique chez les pupes et sur
les adultes femelles nouvellement exuviées de D. melanogaster sur le nombre d’ovocytes
mesuré a 4 jours (m £ SD, n= 12; les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas

significativement différentes a p > 0,05).

Traitement nombre d’ovocytes apres nombre d’ovocytes aprés traitement des
traitement des pupes adultes femelles
Témoin 32,66+0,25 a 32,58+0,36 a
ClLo 26,33+0,31 b 22,75+0,37 b
ClLs 21,83+0,24 ¢ 19,5840,29 ¢
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Tableau 8 : Analyse de la variance a deux criteres de classification (traitement et stade) des
données sur le nombre d’ovocytes de D. melanogaster.

Sources de variation | DDL SCE CM Fobs P

Dose 2 1776,33 888,17 780,72 < 0,001***
Stade 1 70,01 70,01 61,54 < 0,001***
Dose X Stade 2 18,72 18,72 16,46 < 0,001***
Erreur 66 75,08 1,14

Totale 71

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé
(F2,66= 16,46 ; p < 0,001); p: niveau de signification ; *** : hautement significatif (p< 0,001).
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Figure 18. Effets du spiromésifen, administré par application topique chez les pupes (A) et
les adultes femelles (B) de D. melanogaster sur le nombre d’ovocytes (m + SD, n= 12, les

moyennes suivies d’une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes a

p > 0,05).

Les deux doses testées réduisent également de maniere significative la longueur de
I’ovocyte basal comparativement aux témoins (p< 0,05). L’analyse de la variance a deux
critéres de classification révele un effet traitement hautement significatif (F,, 6 = 178,37 ; p <
0,001) et un effet stade significatif (F2, 6 = 4,59 ; p < 0,05) (Tableau 10, fig.19). Le traitement
entraine également une réduction significative de la largeur de I’ovocyte basal dans les séries
traitées comparativement a la série témoin (p<0,05). L’analyse de la variance révéle un effet
traitement hautement significatif (F,, 65 = 51,58 ; p < 0,001) et un effet stade tres significatif
(F2,66=10,11; p <0,005) (Tableau 11, fig.20).
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Tableau 9 : Effets du spiromesifen, administré par application topique chez les pupes et sur
les adultes femelles nouvellement exuviées de D. melanogaster sur la taille (um) de I’ovocyte
basal mesuré a 4 jours (m £ SD, n= 12 ; les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas

significativement différentes a p > 0,05).

Longueur Largeur
Traitement [ apres traitement |aprés traitement des| aprés traitement des | aprés traitement des
des pupes adultes femelles pupes adultes femelles
Témoin 528,30+18,50 a 503,30+19,70 a 245,00£8,57 a 218,30+11,10 a
CLyp 360,00+16,90 b | 323,30+14,70 b 180,80+11,00 b 128,33+5,62 b
CLys 245,00+8,57 ¢ 228,3315,75 ¢ 125,00+11,30 ¢ 110,00£7,59 ¢

Tableau 10 : Analyse de la variance a deux criteres de classification (traitement et stade) des
données sur la longueur de I’ovocyte basal de D. melanogaster.

Sources DDL SCE CM Fobs P

Dose 2 954344 477172 178,37 <0,001***
Stade 1 12272 12272 4,59 0,036 *
Dose X Stade 2 1211 606 0,23 0,798
Erreur 66 176567 2675

Totale 71

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé
(F266= 0,23 ; p>0,05); p: niveau de signification; *** : hautement significatif (p< 0,001) ;
* :significatif (p< 0,05).

Tableau 11 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (traitement et stade) des
données sur la largeur de I’ovocyte basal de D. melanogaster.

Source DDL SCE CM Fobs P

Dose 2 150336 75168 51,58 <0,001***
Stade 1 14735 14735 10,11 0,002**
Dose X Stade 2 5169 2585 1,77 0,178
Erreur 66 96192 1457

Totale 71

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé
(F266= 1,77; p>0,05); p: niveau de signification ; *** : hautement significatif (p< 0,001). ** trés
significatif (p< 0,005).
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Figure 19. Effets du spiromésifen, administré par application topique chez les pupes (A) et
les adultes femelles (B) de D. melanogaster sur la longueur de 1’ovocyte basal (m £ SD, n=
12, les moyennes suivies d’une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement

différentes a p > 0,05).
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Figure 20. Effets du spiromésifen, administré par application topique chez les pupes (A) et
les adultes femelles (B) de D. melanogaster sur la largeur de 1’ovocyte basal (m + SD, n=
12, les moyennes suivies d’une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement

différentes a p > 0,05).
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Résultats

Le spiromesifen administre par application topique respectivement aux doses CL; et CLys

chez les pupes et sur les adultes femelles nouvellement exuviées de D. melanogaster entraine

une réduction du volume de 1’ovocyte basal par rapport aux témoins (p<0,05) (Tableau 12,

Fig.21). L’analyse de la variance a deux critéres de classification indique un effet traitement

tres significatif (F2,66 = 6,22 ; p< 0,005).

Tableau 12. Effets du spiromesifen, administré par application topique chez les pupes et sur
les adultes femelles nouvellement exuviées de D. melanogaster sur le volume de I’ovocyte

basal (mm?®) mesuré & 4 jours (m + SD, n= 12 ; les moyennes suivies d’une méme lettre ne

sont pas significativement différentes a p > 0,05).

Traitement volume de I’ovocyte basal aprés volume de I’ovocyte basal aprés
traitement des pupes traitement des adultes femelles
Témoin 0,02552+0,00358 a 0,02477+0,00373 a
CLo 0,01704+ 0,00272 b 0,01342+0,00195 b
CLys 0,00672+ 0,00104 ¢ 0,00295+0,00040 c

Tableau 13 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (traitement et stade) des

données sur le volume de 1’ovocyte basal de D. melanogaster .

Sources de variation | DDL | SCE CM Fobs P

Dose 2 0,0049474 0,0024737 6,22 0,003**
Stade 1 0,0001322 0,0001322 0,33 0,566
Dose X Stade 2 0,0000349 0,0000174 0,04 0,957
Erreur 66 0,0262510 0,0003977

Totale 71

DDL.: degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé
(F2,66= 0,04 ; p>0,05); p: niveau de signification ; ** trés significatif (p< 0,005).
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Figure 21. Effets du spiromesifen, administré par application topique chez les pupes (A) et
les adultes femelles (B) de D. melanogaster sur le volume de I’ovocyte basal (mm?®) (m *+
SD, n= 12, les moyennes suivies d’une méme lettre en minuscule ne sont pas

significativement différentes a p > 0,05).

3.2. Effets du spiromesifen sur le taux de tréhalose corporel

Le spiromesifen est administré par application topique sur 1’abdomen des pupes
nouvellement exuviées aux doses CLig (21,45ug/ul) et Clys (39,53 ug/ul). Les témoins sont
traités par le solvant seul (1ul acétone-eau 50/50). L’effet de cet insecticide a été évalué sur le
taux de tréhalose corporel au cours du développement nymphal de D. melanogaster.

Les concentrations du tréhalose ont été quantifiées a partir d'une courbe de référence
(Tableau 14, Fig. 21).

Tableau 14 : Dosage du tréhalose total corporel: absorbances obtenues a 620 nm en fonction

de la quantité de tréhalose (ug).

Quantité de tréhalose (ng) 0 20 40 60 80 100

Absorbances 0 0,158 0,329 0,537 0,695 0,887

30
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Figure 22. Courbe de référence exprimant I’absorbance a 620 nm en fonction de la quantité

de tréhalose (pg) (R* coefficient de détermination).

Au cours du développement nymphal, le taux de tréhalose corporel des séries témoins
diminue d’une maniere tres significative a 1 jour (p< 0,01) et hautement significative a 2 jours
(p< 0,001). Inversement, ce taux augmente significativement au 3eme jour. Cette évolution est
similaire chez les séries traitées (CLyg et CLys). L’évolution du contenu en tréhalose montre
une réduction significative entre les séries témoins et traitées (CLyo et ClLys) a 1, 2 et 3 jours
(p<0,05) (Tableau 15, Fig. 22). L’analyse de la variance a deux critéres de classification
révéle des effets age (Fs 4= 47,47; p< 0,001) et traitement (F, 4= 91,25 ; p< 0,001)
hautement significatifs aves une interaction age/traitement significatifs (Fs 1= 2,40; p=

0,044) (Tableau 16).
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Tableau 15 : Taux de tréhalose corporel (ug/mg de tissu) au cours du développement
nymphal de D. melanogaster (m £ SD ; n= 5 répétitions chacune correspondant a un pool de
4 pupes ; pour un méme traitement, les moyennes suivies d’une méme lettre en minuscule ne
sont pas significativement différentes, tandis que pour un méme age, celles suivies d’une

méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes a p> 0,05).

Ages (jours)
Traitement
0 1 2 3
Témoin 5358+221 a |42,80+192 ab 39,25+ 1,11 ab 40,32 +3,65 b
A A A A
Clyg 50,62 +1,08 a |30,80+150 b 2741+221 b 29,44 +3,36 b
A B B B
4984+168 a |28,92+2,32 b 2596+244 b 2701+294 b
Clas A B B B

Tableau 16 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (age, traitement) des
données sur le taux de tréhalose corporel (ug/mg de tissu) au cours du développement
nymphal de D. melanogaster.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Ages 3 1139,32 1139,32 47,47 | <0,001***
Traitement 2 3284,96 3284,96 91,25 | <0,001***

Interaction Ages X traitement 6 172,54 172,54 2,40 0,044*

Erreur résiduelle 48 432,00 432,00

Totale 59 5028,82

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F
observé ; P: niveau de signification; *** : hautement significatif (p< 0,001) ; * : significatif
(p< 0,05).
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Figure 23. Evolution du taux de tréhalose corporel (pg/mg de tissu) au cours du
développement nymphal de D. melanogaster (m £ SD, n = 5 répétitions de groupes de 4
pupes chacun; pour un méme age les moyennes suivies d’une méme lettre en majuscule ne

sont pas significativement différentes a p> 0,05).

3.3. Effets du spiromesifen sur le taux de glycogene corporel

Le spiromesifen est administré par application topique sur 1’abdomen des pupes
nouvellement exuviées a eux doses sublétales (CLyo: 21,45ug/ul d’acetone-eau 50/50 et CLys :
39,53ug/ul). Un volume d'1 pl est déposé sur chaque pupe, les témoins sont traités par le
solvant seul (acétone-eau 50/50). L’effet de cet insecticide a été évalué a différents ages (0, 1,

2 et 3 jours) des pupes de D. melanogaster, sur le taux du glycogéne corporel.

Les densités optiques (D.O) sont obtenues en fonction de la quantité de glycogene apres
la réalisation de la gamme d’étalonnage. Les concentrations du glycogene ont été quantifiées

a partir de la courbe de référence (Tableau 17, Fig. 23).
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Tableau 17: Dosage du glycogéne total corporel: densités optiques obtenues a 620 nm en

fonction de la quantité de glycogéne (jg).

Quantité de glycogéne (ng) 0 100 200 300 400 500
Absorbances 0 0,209 0,41 0,622 0,812 0,995
1,2 -
8 ! y =0,002x + 0,0083 R2?=0,999
a)
S
C
©
o]
| -
o
38
<

100 120

Quantité de glycogéne (ng)

Figure 24. Courbe de référence (droite étalon) exprimant I’absorbance a 620 nm en fonction

de la quantité du glycogéne (ug) (R%: coefficient de détermination).

Au cours du développement nymphal, le taux de glycogéne des séries témoins diminue
d’une maniére significative a 1 jour (p< 0,05) et hautement significative & 2 jours (p< 0,001).
Inversement, ce taux augmente significativement au 3°™ jour. Aussi chez les séries traitées
(CLyg et CLys), le taux de glycogene diminue d’une maniére significative a 1 et 2 jours ensuite
ce taux augmente significativement au 3°™ jour. L’évolution du contenu en glycogéne
présente une diminution significative en comparaison avec les series témoins et traitées (CLo
et Clys) (p<0,05) (Tableau 18, Fig. 24). L’analyse de la variance & deux criteres de
classification révéle des effets age et traitement hautement significatifs (p< 0,001);

I’interaction age/traitement est non significative (Tableau 19).
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Tableau 18: Taux de glycogene corporel (ug/mg de tissu) au cours du développement
nymphal de D. melanogaster (m £ SD ; n= 5 répétitions chacune correspondant a un pool de
4 pupes ; pour un méme traitement, les moyennes suivies d’une méme lettre en minuscule ne
sont pas significativement différentes, tandis que pour un méme age, les moyennes suivies
d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes a p> 0,05) (Les

séries traitées au jour zéro ont été dosées 6 heures apres).

Ages (jours)
Traitement
0 1 2 3
Témoin 100,11+ 0,59 a 80,29+ 1,68 b 59,73+ 2,22 c 67,57t 257d
A A A A
Cly 92,86+ 2,13 a 76,37 £3,18 b 53,84+ 1,07 c 63,65+ 1,07 d
A AB AB AB
81,90 +4,07 a 70,49+ 2,11 b 4796+ 2,12 ¢ 57,76+ 2,12 d
Cloas B B B B

Tableau 19: Analyse de la variance a deux criteres de classification (age, traitement) des

données sur le taux de glycogene chez les pupes de D. melanogaster.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs p
Ages 3 1549,0 7745 30,17 <0,001***
Traitement 2 12093,2 4031,1 157,02 | <0,001***
Interaction Ages X Traitement 6 125,0 20,8 0,81 0,566
Erreur résiduelle 48 1232,3 25,7

Totale 59 14999,5

DDL: degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F
observé ; p: niveau de signification; *** : hautement significatif (p< 0,001)
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Figure 25. Evolution du taux de glycogene corporel (ug/mg de tissu) au cours du
développement nymphal de D. melanogaster (m £ SD, n = 5 répétitions de groupes de 4
pupes chacun; pour un méme age les moyennes suivies d’'une méme lettre en majuscule ne
sont pas significativement différentes a p>0,05) (Les séries traitées au jour zéro ont été dosées

6 heures apres).

3.4. Effets du spiromesifen sur P’activité spécifique de la lactate déshydrogénase

L’activité spécifique de la lactate déshydrogénase (LDH) a été estimée chez les séries
témoins et traitées par application de la formule d’Audigié et al., (1982), en utilisant les
pentes des droites de régression, exprimant I’absorbance en fonction du temps (Tableaux 21,
22, 23; Figs 26, 27, 28). Les protéines sont quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) a
partir d’une courbe d’étalonnage exprimant [’absorbance en fonction de la quantité du

standard 1’albumine de sérum de beeuf (Tableau 20, Fig. 25).

Les résultats relatifs a 1’activité spécifique de la LDH sont exprimés en micromoles par

minute et par milligramme de protéines (UM/min/mg de protéines).
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Tableau 20 : Effet in vivo du spiromesifen, administré par application topique sur les pupes
nouvellement exuviées de Drosophila melanogaster, sur ’activité spécifique de la lactate
déshydrogénase (UM/min/mg de protéines). Dosage des protéines : densités optiques (D.O)

obtenues a 595 nm en fonction de la quantité d’albumine (pg).

Quantité de protéines (ug) 0 20 40 60 80 100
Absorbances 0 0,213 | 0,389 | 0,599 0,765 0,951

1,2 -

1 -

y =0,0095x + 0,0132 R2=0,9989
0,8

0,6

0,4

Absorbances (D.O)

0,2

T

0 20 40 60 80 100 120

Quantité d'albumine (ug)

Figure 26. Dosage des protéines : courbe de référence (droite étalon) exprimant 1’absorbance a 595

nm en fonction de la quantité d’albumine (ug).




Résultats

Tableau 21 : Dosage de la lactate déshydrogénase chez les pupes témoins de D. melanogaster :

Absorbances en fonction du temps (m = SD ; n = 5).

Temps (min) 0 1 2 3 4 5
0 Jour 0,622 +0,061 | 0,735 +0,066 | 0,844 +0,061 | 0,927 +0,071 | 0,977 £0,076 | 1,022 + 0,083
wn
§ 1 Jour 0,715 +0,102 | 0,813 +0,106 | 0,888 +0,121 | 0,925+ 0,133 | 1,063 +£0,135 | 1,144 + 0,151
©
0
§ 2 Jours 0,733 +0,042 | 0,834 +0,033 | 0,908 +0,033 | 0,951 + 0,023 | 1,117+ 0,025 1,154+ 0,041
o]
<
3 Jours 0,671 +0,064 | 0,750 +0,063 | 0,862 +0,043 | 0,909 + 0,042 | 1,021 £0,053 | 1,125 + 0,043
L4 ¢ 0Jour
1,2 M1 Jour
2 Jours
1] X 3 Jours
¢}
a 0,8 - y = 0,089x + 0,666
- R2=0,992
S
s 0,6 - y = 0,080x + 0,653
2 R2=0,965
3
2 04 - y = 0,0865x + 0,7402
R2=0,9917
0,2 - y =0,083x + 0,715
R2 = 0,982
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Temps ( min)

Figure 27. Dosage de la lactate déshydrogénase chez les pupes témoins de D. melanogaster : courbes

de référence (droites étalon et équations des droites de régression) exprimant les absorbances en

fonction temps (m + SD; n = 5) (R?coefficient de détermination).
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Tableau 22: Dosage de la lactate déshydrogénase chez les pupes traitées (CLio) de D.

melanogaster : Absorbances en fonction du temps (m + SD; n = 5).

Temps (min)

0

2

3

4

0 Jour

0,881 +0,043

0,941+ 0,044

1,012+ 0,032

1,033+ 0,057

1,055+ 0,033

1,111+ 0,061

1 Jour

1,001+ 0,007

1,038 + 0,008

1,077+ 0,005

1,118+ 0,012

1,143+ 0,025

1,179+ 0,063

2 Jours

Absorbances

1,113+ 0,121

1,062+ 0,114

1,093+ 0,124

1,133+ 0,124

1,154+ 0,101

1,200+ 0,107

3 Jours

0,971 +0,061

0,990 + 0,065

1,044 + 0,047

1,099 + 0,042

1,105 + 0,055

1,125 + 0,042

1,4

¢ 0Jour

W 1Jour

2 Jours

X 3 Jours

y =0,0284x + 1,0574
R2=0,9942

y =0,035x + 1,003
R?=0,996

0,6 -

Absorbances (D.O)

0,4 -
y=0,032x + 0,973

R?=0,985
y =0,046x + 0,893
R*=0,978

0,2 -

Temps ( min)

Figure 28. Dosage de la lactate deéshydrogénase chez les pupes traitées (CLio) de

D.melanogaster : courbes de référence (droites étalon et équations des droites de régression)
SD ; n = 5) (R? coefficient de

exprimant les absorbances en fonction temps (m *

détermination).
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Tableau 23 :

Dosage de la lactate déshydrogénase chez les pupes traitées (CLys) de D.

melanogaster : Absorbances en fonction du temps (m+ SD ; n= 5).

Temps (min) 0 1 2 3 4 5
0 Jour 0,985 +0,055 | 1,010+0,044 | 1,132+ 0,057 | 1,197+0,061 | 1,241+ 0,031 | 1,291+ 0,065
0 1 Jour 1,101+ 0,063 | 1,138+ 0,063 | 1,177+ 0,058 | 1,208+ 0,042 | 1,243+0,044 | 1,279+ 0,043
[«5]
(&)
C
8 2 Jours 1,133+ 0,101 | 1,192+0,113 | 1,211+0,101 | 1,234+0,111 | 1,276+0,114 | 1,291+0,118
S
o]
< 3 Jours 1,000 £0,071 | 1,120 +£0,074 | 1,160 + 0,059 | 1,200 + 0,058 | 1,222 + 0,056 | 1,280 £+ 0,048
14 ¢ 0jour
M 1jour
1,2
A 2 jours
Q 1 X 3 jours
=
D 0,8 y=0,0247x + 1,171
c R2=0,9935
E 0,6 y =0,035x + 1,102
§ R?=0,999
< 0,4 y =0,041x + 1,076
R%=0,999
0,2 y =0,058x + 1,007
R?=0,991
0 T T T T 1
1 2 3 4 6

Temps ( min)

Figure 29. Dosage de la lactate déshydrogénase chez les pupes traitées (CL,s) de D.melanogaster :

courbes de référence (droites étalon et équations des droites de régression) exprimant les absorbances

en fonction temps (m + SD; n = 5) (R?coefficient de détermination).
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Chez les séries témoins, 1’activité spécifique de la LDH (Tableau 24, Fig.29) présente un
pic a 2 jours. L’activité spécifique de la LDH chez les séries traitées par le spiromesifen
montre une évolution similaire a celle des témoins avec cependant une augmentation
significative (p<0,001) (Tableau 25) a tous les ages. De plus, on observe un effet dose-

dépendant.

En effet, la comparaison des valeurs moyennes entre les séries témoins et traitées montre
que le traitement avec le spiromesifen entraine une augmentation hautement significative de

I’activité spécifique de la LDH a 1, 2 et 3 jours apres traitement (Tableau 24, Fig. 29).

Tableau 24 : Effet du spiromesifen, administré par application topique sur les pupes nouvellement
exuviées de D. melanogaster sur I’activité spécifique de la lactate déshydrogénase (uM/min/mg de
protéines) au cours du développement nymphal (m = SD; n= 5 répétitions chacune
correspondant a un pool de 4 pupes, pour un méme traitement, les moyennes suivies d’une
méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes, tandis que pour un méme
age, les moyennes suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement

différentes a p> 0,05).

Ages (jours)
Traitement
0 1 2 3
L. 22,64+ 2,10a 38,19+181b 62,22+ 2,13 ¢c 32,01+1,76 d
Temoin A A A A
Clyg 3193+ 1,14 a 59,83 +3,02b 7496+ 2,22 c 4354+ 155d
B B B B
Clys 4563 + 3,07 a 61,40+1,32 b 7747+2,01c 54,15+ 2,13 d
C C C C

Tableau 25: Analyse de la variance a deux criteres de classification (age, traitement) des
données sur I’activité spécifique de la lactate déshydrogénase (uM/min/mg de protéines) au cours du
développement nymphal.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs p
Ages 3 23107,0 | 23107,0 | 48603,57 | <0,001***
Traitement 2 5734,7 5734,7 8041,63 | <0,001***
Interaction Ages X Traitement 6 2356,9 2356,9 1652,49 <0,001***
Erreur résiduelle 48 11,4 11,4

Totale 59 31210,0

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F
observé ; P: niveau de signification; *** : hautement significatif (p< 0,001).
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Figure 30. Effet du spiromesifen, sur I’activité spécifique de la lactate déshydrogénase (uM/min/mg
de protéines) au cours du développement nymphal de D. melanogaster (m £ SD, n =
5 répetitions de groupes de 4 pupes chacun; pour un méme age les moyennes suivies d’une

méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes a p>0,05).

3.5. Effets du spiromesifen sur le taux des glucides totaux ovariens

L’effet du spiromesifen a été évalué a différents ages (0, 1, 2, 3 et 4 jours) des ovaires de

D. melanogaster, sur le taux des glucides totaux ovariens, aprés application topique sur

I’abdomen des pupes nouvellement exuviées aux doses (CLig: 21,45 pg/ul d’acétone-eau

50/50 et CLys: 39,53ug/ul). Un volume d'l pl est déposé sur chaque pupe, les témoins sont
traités par le solvant seul (acétone-eau 50/50).

Les densités optiques obtenues en fonction de la quantité de glucose aprés la réalisation

de la gamme d’étalonnage sont mentionnées dans le tableau 26 et la figure 30.
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Tableau 26 : Dosage des glucides totaux ovariens: Absorbances obtenues a 620 nm en

fonction de la quantité de glucose (ug).

Quantité de glucose (png) 0 20 40 60 80 100
Absorbances 0 0,151 0,357 0,490 0,629 0,778
0,8 -
0,7 -

y=0,007x + 0,011 R?*=0,995

Absorbances (D.O)

100 120

Quantité de glucose (ug)

Figure 31. Courbe de référence exprimant 1’absorbance a 620 nm en fonction de la quantité

de glucose (ug) (R?: coefficient de détermination).

Chez les séries témoins, le taux de glucides ovariens augmente d’une maniere
hautement significative (p< 0,001) au cours de la maturation sexuelle; les séries traitées (CLyo
et CLys) présentent une évolution similaire a celle des témoins. Le traitement provoque une
réduction significative (p< 0,05) des taux de glucides totaux des séries traitees
comparativement aux témoins a tous les ages. De plus, il n'y a pas de différence significative
(p> 0,05) entre les deux doses testeées (Tableau 27, Fig. 31). L’analyse de la variance & deux
criteres de classification révele des effets age (F4, 0= 107,70 ; p< 0,001) et traitement (F;, 0=
28,27 ; p< 0,001) hautement significatifs, I’interaction age/traitement est non significative (Fg,
s0= 1,35 ; p=0,56) (Tableau 28).

*
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Tableau 27 : Taux de glucides totaux ovariens (pg/mg de tissu) au cours du développement
nymphal de D. melanogaster (m + SD ; n= 5 répétitions chacune correspondant a un pool de
5 ovaires ; pour un méme traitement, les moyennes suivies d’'une méme lettre en minuscule ne
sont pas significativement différentes, tandis que pour un méme age, les moyennes suivies
d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes a p> 0,05) (Les

séries traitées au jour zéro ont été dosées 6 heures apres).

Ages (jours)
Traitement
0 1 2 3 4
Témoin 135,25 + 4,92 a | 151,25 + 4,77b | 166,75+ 4,21 bc | 174,21 +4,88cd | 217,46 +3,91d
A A A A A
CLyo 131,25+ 5,68 a | 141,65 + 3,16b | 144,95+520bc | 158,00 + 4,19 bc | 205,26 +2,33 C
A AB B B B
CLys 127,05+ 5,18 a | 136,25 + 3,89h | 141,55+2,88 hc 155,40 + 4,82 C | 199,25+ 5,40 C
A B B B B

Tableau 28 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (age, traitement) des

données sur le taux de glucides totaux ovariens de D. melanogaster.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Ages 4 40341,5 | 10085,4 107,70 <0,001***
Traitement 2 5295,2 2647,6 28,27 <0,001***
Interaction Ages X traitement 8 1011,3 126,4 1,35 0,566
Erreur résiduelle 60 5618,4 93,6

Totale 74 52266,4

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F
observé ; P: niveau de signification; *** : hautement significatif (p< 0,001) ; * : significatif
(p< 0,05).
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Figure 32. Evolution du taux de glucides totaux ovariens (pg/mg de tissu) de D.
melanogaster (m + SD, n = 5 répétitions de groupes de 5 ovaires chacun; pour un méme age
les moyennes suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement

différentes a p> 0,05).

3.6. Effets du spiromesifen sur le taux de glycogéne ovarien :

L’effet du spiromesifen a été évalué sur le taux du glycogéne dans les ovaires a différents
ages (0, 1, 2, 3 et 4 jours) au cours de la maturation sexuelle de D. melanogaster. Les
absorbances obtenues en fonction de la quantité de glycogéne aprés la réalisation de la
gamme d’étalonnage sont mentionnées dans le tableau 29. Les concentrations du glycogéne

ont été quantifiées a partir de la courbe de référence (Fig. 33).

Tableau 29 : Dosage du glycogéne ovarien: Absorbances obtenues a 620 nm en fonction de

la quantité de glycogene (ug).

Quantité de glycogéne (pg) 20 40 60 80 100

Absorbances 0,139 0,298 0,433 0,569 0,679

45
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0,8 -

y =0,006x + 0,008 R?=0,997

Absorbances (D.O)

100 120
Quantité de glycogéne (ug)

Figure 33. Courbe de référence exprimant 1’absorbance a 620 nm en fonction de la quantité

du glycogéne (ug) (R*: coefficient de détermination).

Chez les séries témoins, le taux de glycogéne ovariens augmente d’une manicre
hautement significative (p< 0,001) au cours de la maturation sexuelle. Chez les séries traitées
(CLyp et CLys) I'évolution est similaire a celle des témoins. Le traitement au spiromesifen aux
deux doses provoque une réduction signification (p< 0,05) du taux de glycogéne chez les
séries traitées comparativement aux témoins et ceci a tous les &ges (Tableau 30; Fig. 34).
L’analyse de la variance & deux criteres de classification révéle des effets &ge (F4 0= 308,48 ;
p< 0,001) et traitement (F;, o= 116,86 ; p< 0,001) ainsi qu’une interaction age X traitement
(Fs, 60= 1,35 ; p=10,23) hautement significatifs (p< 0,001) (Tableau 31).
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Tableau 30 : Taux de glycogéne ovariens (ug/mg de tissu) au cours du développement

nymphal de D. melanogaster (m £ SD ; n= 5 répétitions chacune correspondant a un pool de 5

ovaires ; pour un méme traitement, les moyennes suivies d’une méme lettre en minuscule ne

sont pas significativement différentes, tandis que pour un méme age, les moyennes suivies

d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes a p> 0,05) (Les

séries traitées au jour zéro ont été dosées 6 heures apres).

Ages (jours)
Traitement
0 1 2 3 4
Témoin 63,85+ 2,43a | 75,05+3,62b | 8395+455hc | 944+2,93 d | 121,46+ 3,49
A A A A A
Cly 61,65+ 4,11a | 67,45+4,02b | 75,55+ 5,03bc | 83,80 £3,36d | 104,25 +3,09 d
AB B AB B B
Cly 60,45+ 2,83a | 61,85+4,65b | 72,35+ 4,21 b | 74,60+2,78 c | 89,85 15,40 ¢
B C B C C

Tableau 31 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (age, traitement) des

données sur le taux du glycogene ovarien de D. melanogaster.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Ages 4 16861,6 | 42154 ( 308,48 | <0,001***
Traitement 2 3193,7 1596,9 | 116,86 [ <0,001***
Interaction Ages X Traitement 8 1118,6 139,8 10,23 | <0,001***
Erreur résiduelle 60 819,9 13,7

Totale 74 21993,7

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F
observé ; P: niveau de signification; *** : hautement significatif (p< 0,001).
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Figure 34. Evolution du taux de glycogéne ovariens (ug/mg de tissu) de D. melanogaster (m
+ SD, n = 5 répétitions de groupes de 5 ovaires chacun; pour un méme age les moyennes

suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes a p> 0,05).

3.7. Effet du spiromesifen sur le développement et la descendance

Dans nos conditions expérimentales (température 25°C, humidité relative a 75%
photopériode 12h lumiere/12h obscurité), les adultes nouvellement émergés issus des séries
témoins et traitées (CLyo et CLys) ont été préleves, séparés selon leur sexe et placés dans des

tubes d’¢levage suivant les combinaisons suivantes :

Couples 1: Mt x F1: Males témoins X Femelles Temoins
Couples 2: MT X F CLyo : Males Temoins X Femelles CLyg
Couples 3: M CLyo X F1: Males CL1px Femelles Témoins
Couples 4: Mt X F CLys : Males Témoins X Femelles CLys
Couples 5: M CLys X F 1: Males CLjs x Femelles Témoins
Couples 6: M CLys X F CLyg: Méles CLys X Femelles CLyg
Couples 7 : M CLyg X F CLys : Males CLjp x Femelles CLys
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Les résultats obtenus sur les 7 couples étudiés, ont permis non seulement de déterminer
I’impact du spiromesifen sur la durée de vie des différents stades de développement de D.
melanogaster mais aussi d’évaluer son effet sur la descendance de chaque couple étudié.

Le parametre étudié dans la premiére partie correspond a la durée moyenne d’heures et
jours pendant laquelle le stade embryonnaire, larvaire avec ses trois phases (L1, L2 et L3) et
le stade nymphal se développent.

Les durées du développement embryonnaire, larvaire et nymphal des séries traitées et
témoins sont indiquées dans les tableaux 32, 34 et 36.

La comparaison des moyennes de la durée du développement embryonnaire indique
I’existence d’un effet croisement hautement significative (p< 0,001) (Tableau 33) entre la
série témoin et les séries traitées, apres 1’éclosion des ceufs déposés par les femelles sur les
milieux de culture, on observe 3 stades larvaires (L1, L2 et L3) qui mettent en moyenne 4,70
+ 0,04 jours pour se développer (Tableau 34), I’analyse de la variance du développement des
différents stades larvaires révéle un effet croisement, stade et une interaction croisement-
stade hautement significative (p< 0,001) (Tableau 35), Le troisi¢éme stade larvaire s’achéve
par une phase au bout de laquelle la larve arréte de se nourrir et de se déplacer, elle va
s’immobiliser et marque ainsi le début de la phase prépupal auquel succede le stade pupal qui
dure en moyenne 4,08 £ 0,05 jours, ’analyse de la variance révele un effet croisement
hautement significatif (p< 0,001) (Tableau 37).

La comparaison des moyennes, réalisée par le test { de Student, révele une différence
significative (P<0,05), qui se traduit par le prolongement de la durée de développement des

traités comparativement aux témoins.

Quelque soit le stade de développement (embryonnaire, larvaire ou nymphale), on constate
toujours que 1’effet est plus marquant quand les deux sexes sont traités a la fois et la forte

dose est attribuée a la femelle (M CL1o X F CLys) ce qui montre sa sensibilité,
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Tableau 32: Effet du spiromesifen (ug/pupe) administré par application topique a

I’exuviation nymphale ou adultes de D. melanogaster sur la durée du developpement

embryonnaire (m + SD, n = 10 couples; Comparaison des moyennes des différents couples

pour un méme stade traité. Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas

significativement différentes (p > 0,05).

Duree du Croisement
developpement
embryonnaire
(heures) AT xQT 3cox QT | 3CR5xQT | 9C0x 3T | 9C25x 3T | Q€0 x 4CI25 | 9C125 x Cl10
Aprés
traitement des
pupes 23,64+0,04 24,58+0,06 | 25,84 +0,10 | 27,02+ 0,06 | 32,70 £ 0,09 40,68 +0,09 47,54 £0,10
a b c de de e e
Apres
traitement des | 23,78+ 0,06 | 24,80 +0,10 | 25,86 £0,09 | 27,24 +0,06 | 33,04+0,10 | 40,94+0,07 47,84 +0,08
adultes a b c de de e e

Tableau 33 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (croisement et stade) des

données sur la durée du développement embryonnaire de D. melanogaster .

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 5080,25 846,71 365,39 <0,001***
stade 1 0,80 0,80 0,35 0,558
Croisement x Stade 6 0,17 0,03 0,01 1,000
Erreur 56 129,77 2,32

total 69 5211,00

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F
observé ; P: niveau de signification ; *** : hautement significatif (p< 0,001) ;

&
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Tableau 34 : Effet du spiromesifen (ug/pupe) administré par application topique a

I’exuviation nymphale et adultes de D. melanogaster sur la durée du développement

larvaire (L1, L2 et L3) (m £ SD, n = 10 couples; Comparaison des moyennes des différents

couples pour un méme stade du développement. Les moyennes suivies d’une méme lettre ne

sont pas significativement différentes (p > 0,05).

Croisement
Durée du

développement | o1 T dCM0xQT | SCIR5xQT | QCNO0x 3T | QCR5x 3T | QCN0xICR5 | 2CI25 x 3CI10
larvaire (jours)

Apres 4,70 +0,04 | 5,23 0,06 | 5,24 +0,05 | 5,55+0,05 | 5,69+ 0,08 | 5,77+0,07 5,61+ 0,09
traitement des a b C d e e f

pupes

Apres 4,65 +0,03 | 555+0,05 | 557+0,07 | 5,64+0,04 | 5,70+ 0,06 | 5,79+ 0,06 5,67+ 0,08
traitement des a b C c d e f

adultes

Tableau 35: Analyse de la variance a deux criteres de classification (Croisement et stade) des

données sur la durée du développement des stades larvaires de D. melanogaster.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 8,29383 1,38231 14772,73 | <0,001***
stade 1 0,20846 0,20846 2227,85 <0,001***
Croisement X stade 6 0,36046 0,06008 642,04 <0,001***
Erreur 56 0,00524 0,00009

Total 69 8,86799

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

)
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Tableau 36: Effet du spiromesifen (ug/pupe) administré par application topique a

I’exuviation nymphale de D. melanogaster sur la durée du développement du stade

nymphal (m = SD, n = 10 couples; pour un méme stade les moyennes suivies d’une méme

lettre ne sont pas significativement différentes a p> 0,05).

Durée du Croisement
développement
nymphale AT xQT 3CNOxQT | 3CR5xQT | QCNOx3T | QCI25x 3T | QCI0x3CI25 | QC125x3CI10
(jours)
Apres 4,08 + 0,05 4,24 +0,07 | 4,35+0,10 | 4,52 +0,07 469+0,06 | 478+0,09 | 509+0,11
traitement des a b c d e f g
pupes
Apres 4,10 £ 0,04 4,27 +0,08 | 4,40 +0,10 | 4,55+0,05 | 4,71+0,07 | 480+0,06 | 5,14 +£0,09
traitement des a b c d e f g
adultes

Tableau 37: Analyse de la variance a deux critéres de classification (Croisement et stade) des

données sur la durée du développement des stades nymphal de D. melanogaster.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 7,29791 1,21632 12520,92 | <0,001***
Stade 1 0,01792 0,01792 184,47 <0,001***
Croisement X stade 6 0,00304 0,00051 5,22 <0,001***
Erreur 56 0,00544 0,00010

Total 69 7,32431

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

)
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Le traitement avec le spiromesifen en application topique sur les pupes ainsi que les
adultes nouvellement éxuviées affecte la descendance des couples issus des traitements aux

doses sublétales (CL,g et CLys). Les résultats sont mentionnés dans les tableaux 38 et 39.

Chez les séries témoins le nombre d’ceufs pondus est de 85,58+4,99 ceufs/femelle. Ce
nombre diminue significativement (p< 0,001) par le spiromesifen et atteint des valeurs
respectives de 74,00+1,76; 75,22+1,86; 73,02+2,09; 65,50+2,02; 50,94+2,56; 52,00+2,49
(apres traitement des pupes) (Tableau 38) et 74,48+3,41; 71,76+1,88; 71,40+2,06;
63,52+1,42 ; 51,72+2,31; 49,50+2,48 (apres traitement des adultes) (Tableau 39) pour les
couples & C110 x @ Témoin; & CI25 x @ Témoin; QCI10 x & Témoin; QCI25 x & Témoin; PCI10 x
JCI25; QCI25 x 4Cl10. L’analyse de la variance révele un effet croisement hautement
significatif (Fg, 56= 42,84; p< 0,001), I’interaction croisement X stade est non significative (Fg,
s6= 0,04 ; p >0,05).

Le nombre de larves (L3) et de pupes, chez les séries témoins, est de 1’ordre de
84,24+4,71 et 83,60+5,23 respectivement. L’effet du traitement sur le nombre moyen des
larves de troisieme stade (L3) et des pupes issues de la derniére mue larvaire montre une
évolution similaire apres traitement des pupes et des adultes d’ou on observe une réduction
significative (p < 0,05) par rapport a la série témoin. Les valeurs, chez le couple ou le male et
la femelle sont issues d’un traitement aux deux doses sublétales (2CI25 x J'CI110), diminuent
significativement, pour atteindre 49,40+2,51 (apres traitement des pupes), 47,40+2,31 (apres
traitement des adultes) pour larves (L3) et 46,46+2,48 (aprés traitement des pupes),
46,86+2,64 (apres traitement des adultes) pour les pupes. L’analyse de la variance révéle un
effet croisement hautement significatif (Fs s¢= 40,14 ; p< 0,001) et (Fs s6= 43,31 ; p< 0,001)
pour le nombre de larves (L3) et de pupes respectivement, 1’interaction croisement X stade est

non significative (p >0,05).

Le nombre total des femelles émergées est significativement élevé comparativement aux
males (p< 0,5), le nombre des males et femelles émergés présente une réduction significative
(Males: F (s s6= 40,63, p<0,001; Femelles: F (, s6= 40,98, p<0,001) chez le reste des
combinaisons comparativement aux témoins d’ou le couple PCI25 x 4 C110 est toujours le plus

affecté.




Résultats

Tableau 38 : Effet du spiromesifen (ug/pupe) administré par application topique a I’exuviation
nymphale de D. melanogaster sur la descendance (m + SD, n = 10 couples; pour un méme stade de
développement les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>

0,05).
Eufs Larves (L3) Pupes Males Femelles Sex-ratio

85,58+4,99 a | 84,24+4,71a | 83,60x5,23a | 38,94t2,76 a | 43,02+2,45a | 0,90+0,019a
&Témoinx Q Témoin

74,00+1,76ab | 73,44+2,94ab | 71,46%3,04ab | 32,56%1,69ab | 36,82+1,45ab | 0,88+0,013a
& C110 x @ Témoin

75,22+1,86ab | 72,30+1,82ab | 70,48+1,78 b | 32,48+0,86ab | 36,14+0,89 b | 0,90+0,013a
4 CI25 x @ Témoin

73,02+2,09 b | 69,22+1,97 b | 67,66+1,86 b | 30,60+0,85 b | 35,18+0,85 b | 0,87+0,018a
QCI10 x & Témoin

65,50+2,02 b | 61,52+2,25 bc | 59,42+2,25 bc | 26,78+1,08 bc | 30,46+1,16 bc | 0,88+0,018a
QCI25 x 4 Témoin

50,94+2,56 ¢ | 47,70+2,30 cd | 47,44+2,13 ¢ | 20,06+0,69 cd | 25,12 +1,27 ¢ | 0,85+0,019a
QCI10 x 4CI25

52,00+2,49 ¢ | 49,40+2,51 d | 46,46+2,48 ¢ | 20,74 +1,38d | 24,28+1,42 c
OC125 x SCI10 0,83+0,021a

Tableau 39 : Effet du spiromesifen (ug/pupe) administré par application topique a 1’exuviation adulte
de D. melanogaster sur la descendance (m + SD, n = 10 couples; pour un méme stade de
développement les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>

0,05).
Eufs Larves (Ls) Pupes Males Femelles Sex-ratio

84,96+4,96 a | 84,24+451a | 82,5245,11 a | 37,92+2,80 a | 42,34+2,71a | 0,89+0,019 a
4'Témoinx @ Témoin

74,48+3,41 ab | 71,44+2,84 ab | 70,78+3,01 ab | 32,16+1,63 ab | 36,60+1,50ab | 0,87+ 0,011 a
& C10 x Q Témoin

71,76x1,88 ab | 70,30+1,82 ab | 69,80+1,77 ab | 31,88+0,84 ab | 35,76+1,00 ab | 0,89 +0,018 a
J CI25 x @ Témoin

71,40%2,06 b | 67,22+1,97 b | 67,06£1,90 b | 30,14+0,95 b | 34,86x1,05 b | 0,86 +0,020 a
QCI10 x & Témoin

63,52+1,42bc | 64,52+2,15 bc | 59,08+2,20 bc | 26,72+1,15 bc | 30,16 £1,22bc | 0.88 +0.018 a
QCI125 x & Témoin ) )

51,7242,31cd | 49,70+2,30 c | 46,98+1,99 cd | 20,56+ 0,44cd | 23,96 1,16 c | 0,83 +0,022 a
QCno x 4Crs

4950+2,48d | 47,40+2,31 c | 46,86+2,64 d | 19,16+1,52 d | 24,50+1,72 c | 0,81+0,023 a
QC1R5 x 4CI110
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3.8. Effets sur le comportement sexuel

Les résultats des expériences effectuées sur des femelles vierges et des males isolés depuis
leur émergence jusqu’au jour du test, ont permis d’observer une succession d’étapes bien
déterminées et invariables que le male accomplit afin de s’accoupler. On a aussi remarqué que
les séquences de la parade sont absolument indispensables pour que les drosophiles

s’accouplent.
3.8.1. Description des différentes étapes du comportement sexuel

Le déroulement de la parade sexuelle se fait en 5 phases bien distinctes depuis le moment
de [lintroduction des deux partenaires dans la boite d’accouplement jusqu’a
I’accomplissement. Dans la boite de test, le male s’oriente (Fig. 35A) vers la femelle, ensuite
il établi le premier contact avec ses pattes antérieures (Fig. 358). Aprés le premier contact, le
male suit la femelle en faisant vibrer une de ses ailes produisant un chant de parade (Fig.
35C), ensuite, le male tourne en cercle autour d’elle et lui léche son génitalia avec sa trompe
(Fig. 35D). Finalement, le male copule en tendant son abdomen et son génitalia vers celui de
la femelle (Fig. 35E).

-

Figure 35. Les différentes étapes de la parade sexuelle (A : Orientation ; B : Premier contact ;

C : Vibration ; D : Léchage ; E : accouplement).

E
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3.8.2. Durée Séquences du comportement sexuel en lumiere blanche et rouge

Sur les 30 accouplements effectués par les adultes survivants au traitement des pupes et
des adultes pour chaque traitement, nos observations indiquent que c’est toujours le male qui

se dirige vers la femelle quelque soit le type de lumiere.

En lumiére blanche, le méale témoin peut mettre quelques secondes seulement (JTxQT:
21,50+1,26 secondes) pour réaliser le premier contact avec la femelle. Alors que, chez les
séries traitees, ce temps augmente significativement (p<0,001) selon le type de croisement
(BTxQCL10: 145+3,85 sec ; ITxQCL25: 180+2,81 sec ; JCL10x2T: 311,3+5,23 sec ; SCL25x
QT: 352,5+2,03 sec; SCL10xQCL10: 763+3,39 sec; JCL25xQCL25: 800+7,58 sec), la méme
chose est observée aprés traitement des adultes d’ou ce temps augmente significativement en
allant des témoins au traités (JTXQT: 25,86+2,11 sec; JTXPCL10: 154,80+3,68 sec ;
JTXQCL25: 198,57+2,79 sec ; JCL10XQT: 324,90+4,78sec ; SCL25XQT: 358,43+2,19 sec ;
JCL10XQDL10: 777,46+3,46 sec ; JCL25XQCL25: 818,50+5,58 sec). En lumiére rouge, les
résultats montrent également une augmentation significative entre les témoins (Action différée :
AT xQT: 35,22+3,73 sec) ; (Action directe : STXQT: 42,50£3,90 sec) et les séries traités avec
une valeur maximale enregistrée en traitant les deux sexes avec la dose la plus élevée (Action
différée: JCL25xQCL25: 832+2,71 sec) (Action directe : JCL25XQCL25: 861,10+3,07 sec)
(Tableaux 40, 45). L’analyse de la variance révele des effets croisement (Fg, 406= 253666,41 ;
p<0,001) et type de lumiére (Fy 406= 1350,55 ; p< 0,001) ainsi qu’une interaction
croisement/lumiere (Fs, 406 =325,41 ; p< 0,001) hautement significatifs (p< 0,001) (Tableau
41). Idem pour I’ANOVA aprés traitement des adultes d’ou on observe un effet croisement
(Fe, 206= 61179,09 ; p < 0,001) et lumiére (F1, 406 = 1929,92 ; p < 0,001) ainsi qu’une
interaction croisement/lumiére (Fs 406 = 4319,16 ; p < 0,001) hautement significatifs (p<
0,001) (Tableau 46).

L’enchainement des étapes du comportement sexuel avec le nombre de tapotement révéle
seulement 1’existence d’un effet lumiére hautement significatif (p<0,001) aprés une action
différée (Tableau 42) par contre ’analyse de la variance aprés une action directe révéle
I’existence d’un effet croisement et lumiére ainsi qu’une interaction croisement- lumiére
hautement significatif (Tableau 47). L’analyse de la variance sur le nombre de vibration et de
Iéchage indique I’existence d’un effet croisement et lumiére hautement significatif (p<0,001)

aprés une action directe et différée (Tableaux 43, 44, 48, 49). Quelque soit le stade traité
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(Pupe ou adulte) ou le type de séquence de parade, les effets sont toujours plus marquants en

lumiere rouge (p<0,001).

Tableau 40 : Séquences du comportement sexuel en lumiére blanche et rouge de D.
melanogaster apres traitement des pupes (m + SD; n= 30 couples accouplés pour chaque
série ; pour un méme croisement, pour une méme lumiere, les moyennes d'un paramétre
donné suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes a p>

0,05).

Type de lumiere | Type de croisement 1*" contact Nombre de Nombre Nombre
(s) tapotement de Vibrations de léchage
3T X QT 21,50£1,26 10,1+0,22 5,13+0,29 1,4+0,49
a a a a
3T X QCL10 145 + 3,85 10,33+ 0,42 5,91+ 0,38 3,5+0,79
b a a a
AT X 2CL25 155+2,81 10,98+ 0,60 6,51+ 0,49 3,910,47
c a b b
Blanche 4CL10 X QT 311,3+3,73 11,02+ 0,33 8,27+ 0,13 2,2+0,87
d a c bc
4CL25 X QCL25 | 352,5+2,03 11,45+ 0,90 9,5+ 0,31 2,8 +0,83
e a d bc
&CL10 X 2CL10 763 £ 5,39 11,96 £0,44 11,15+0,56 7£0,71
f a de cd
4 CL25 X QCL25 800 +7,58 12,14+0,59 11,42+0,27 7,5+ 0,69
g a e d
JT X QT 35,22+2,10 14,27+ 0,70 4,81+ 0,20 2,9+0,49
a a a a
4T X QCL10 161,76x 4,83 15,19+ 0,40 6,88+ 0,19 3,91£0,70
b a ab a
AT X QCL25 171,43+2,71 15,87+ 0,35 9,23+ 0,60 4,3+0,89
c a ab b
Rouge JCL10 X QT 333,3+£2,32 16,03+ 0,31 10,52+ 0,92 3,4+0,42
d a bc bc
4CL25 X QCL25 390,50+2,85 16,52+ 0,94 11,65+ 0,24 3,7 £0,57
e a c b
4CL10 X QCL10 798+5,23 16,73+0,36 12,01 £ 0,91 7,910,62
f a d bc
dCL25 X 2CL25 832+7,71 16,98+0,97 12,96 £ 0,74 8,1+ 0,78
g a e C
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Tableau 41: Analyse de la variance a deux critéres de classification aprés traitement des

pupes (type de lumiére, croisement) des données sur le temps du 1°" contact.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 34612171 5768695 253666,41 | <0,001***
Type de lumiére 1 30713 30713 1350,55 <0,001***
Croisement X Lumiére 6 44402 7400 325,41 <0,001***
Erreur résiduelle 406 9233 23

Totale 419 34696519

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

Tableau 42: Analyse de la variance a deux criteres de classification apres traitement des

pupes (type de lumiere, croisement) des données sur le nombre de tapotement.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 236,75 39,46 1,41 0,209
Type de lumiére 1 2376,34 2376,34 85,00 <0,001***
Croisement X Lumiére 6 15,00 2,50 0,09 0,997
Erreur résiduelle 406 11350,38 27,96

Totale 419 13978,47

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

Tableau 43: Analyse de la variance a deux criteres de classification apres traitement des

pupes (type de lumiere, croisement) des données sur le nombre de vibrations.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 2626,84 438,04 142,74 <0,001***
Type de lumiére 1 222,29 222,21 72,41 <0,001***
Croisement X Lumiére 6 96,26 16,04 5,23 <0,001***
Erreur résiduelle 406 1245,96 3,07

Totale 419 4191,36

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F
observé ; P: niveau de signification ; *** : hautement significatif (p< 0,001).
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Tableau 44: Analyse de la variance a deux critéres de classification apres traitement des
pupes (type de lumiere, croisement) des données sur le nombre de léchage.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 1774,42 295,74 91,65 <0,001***
Type de lumiere 1 67,92 67,92 21,05 <0,001***
Croisement X Lumiére 6 15,70 2,62 0,81 0,562
Erreur résiduelle 406 1310,12 3,23

Totale 419 3168,1

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

Tableau 45: Séquences du comportement sexuel en lumiére blanche et rouge de D.
melanogaster apres traitement des adultes (m + SD ; n= 30 couples accouplés pour chaque
série ; pour une méme lumiére, les moyennes suivies d’'une méme lettre en miniscule ne sont

pas significativement différentes a p> 0,05).

Type de Type de 1 contact Nombre de Nombre Nombre

lumiére croisement (s) tapotement de Vibrations de léchage
3T X QT 25,86 + 2,11 12,06 +0,98 a|523+0,43 a|l1,40+0,49
3T X 2CL10 154,80+ 3,68 12,50+ 0,86 ab|6,06£0,25 b |4,06+ 0,25
3T X 2CL25 198,57 £ 2,79 12,93 +0,64 b|6,96+0,18 ¢ |4,90+0,30
4CL10 X QT 324,90 +4,78 13,53+ 0,50 ¢|8,93+0,25 d|3,33+£0,47
4CL25 X QT 358,43 +2,19 13,83+ 0,37 cd| 10,10+ 0,30 e]3,13+0,34

Blanche
JCL10 X QCL10 | 777,46+ 3,46 14,26+ 0,64 de| 12,43+0,50 f|7,23£0,43
JCL25 X 2CL25 | 818,50 +5,58 14,63 £ 0,49 e[12,93+0,25 g 8,21+0,55
3T X QT 42,50+ 3,90 14,33+ 0,47 a|4,20+ 0,40 a| 2,660,447
3T X 2CL10 169+ 2,50 15,53+ 0,50 b|7,50£050 b| 4,50+ 0,50

Rouge 3T X 2CL25 180 + 3,63 15,83 £ 0,37 bc|9,76 £0,43 ¢ |4,76+0,43
JCL10X QT 340,13+ 2,47 16,10+ 0,48 «c| 11,23+0,43 d |3,63+0,49
JCL25 X QT 410,17 £ 4,77 16,56+ 0,50 d[12,60+0,49 e |4,53£0,50
JCL10 X QCL10 | 829,12 +5,23 16,96+ 0,55 e|13,16 +0,37 f |7,86x 0,34
JCL25 X QCL25 | 861,10+ 3,07 17,83+ 0,37 1|13,40+0,49 f |8,50+ 0,50
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Tableau 46: Analyse de la variance a deux critéres de classification aprés traitement des

adultes (type de lumiére, croisement) des données sur le temps du 1°" contact.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 27821178 4636863 61179,09 < 0,001***
Type de lumiére 1 146272 146272 1929,92 <0,001***
Croisement X lumiere 6 1964136 327356 4319,16 <0,001***
Erreur résiduelle 406 30771 76

Totale 419 29962357

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

Tableau 47: Analyse de la variance a deux critéres de classification apres traitement des

adultes (type de lumiére, croisement) des données sur le nombre de tapotement.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 373,581 62,263 184,25 <0,001***
Type de lumiére 1 806,486 806,486 2386,54 <0,001***
Croisement X lumiéere 6 8,581 1,430 4,23 <0,001***
Erreur résiduelle 406 137,200 0,338

Totale 419 1325,848

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F

observé ; P: niveau de signification ; *** : hautement significatif (p< 0,001).

Tableau 48: Analyse de la variance a deux critéres de classification apres traitement des

adultes (type de lumiére, croisement) des données sur le nombre de vibrations.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 3573,50 595,58 3801,99 <0,001***
Type de lumiére 1 181,37 181,37 1157,81 <0,001***
Croisement X lumiere 6 167,50 27,92 178,21 <0,001***
Erreur résiduelle 406 63,60 0,16

Totale 419 3985,96

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F

observé ; P: niveau de signification ; *** : hautement significatif (p< 0,001).
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Tableau 49 : Analyse de la variance a deux criteres de classification aprés traitement des
adultes (type de lumiére, croisement) des données sur le nombre de léchage.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 1801,66 300,28 1706,66 <0,001***
Type de lumiére 1 42,12 42,12 239,38 <0,001***
Croisement X lumiere 6 26,97 4,49 25,54 <0,001***
Erreur résiduelle 406 71,43 0,18

Totale 419 1942,18

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

3.8.3. Indice de parade en lumiéere blanche et rouge de D. melanogaster

Les couples témoins et traités en lumiére blanche montrent des indices de parades qui
diminuent en fonction du croisement de maniére significative (action differée: JTXQT:
6,11+0,22min ; STXQCL10: 6,00+0,19 min ; TXQCL25: 5,85+0,24min ; JCL10XQT: 5,05+0,26
min ; ACL25XQT: 4,96+0,18min ; SCL10X{QCL10: 4,01+0,22 min ; SCL25XQCL25: 3,70+0,24
min) ; (action directe : 3TXQT: 6,56+0,44min; JITXPCL10: 6,26+0,50min; 3TXQCL25:
6,20+0,40min ; J&CL10X{T: 5,60+0,49min; JCL25XQT: 5,16+0,37min; JCL10X{CL10:
4,63+0,49min ; JCL25XQCL25: 4,26+0,44min) et sont inférieurs significativement a ceux

obtenus en lumiere rouge (Tableau 50).

L’analyse de la variance apres traitement des pupes révele des effets croisement (Fs 406=
8,78 ; p < 0,001) et lumiere (Fy, 406= 24,24 ; p < 0,001) hautement significatifs, I’interaction
croisement/lumiere est non significative (Fs 406= 0,24 ; p > 0,001) (Tableau 51), tandis
qu’aprés traitement des adultes ’ANOVA révele des effets croisement (Fs 406= 307,12 ; p <
0,001), lumiere (Fy, 406= 870,05 ; p < 0,001) ainsi qu’une interaction croisement/lumiere (Fg
a06= 23,42 ; p < 0,001) hautement significatifs (p< 0,001) (Tableau 52).
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Tableau 50: Indice de parade en lumiére blanche et rouge aprés traitement des pupes (action
différée) et des adultes (action directe) (n= 30 couples accouplés pour chaque série ; pour une
méme lumiere, les moyennes suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas
significativement différentes a p> 0,05).

Type de Type de croisement Indice de parade Indice de parade
lumiére (action différée) (action directe)
3T X QT 6,11+0,22 6,56+0,44
a a
3T X QCL10 6,00+0,19 6,26+0,50
a b
3T X QCL25 5,85+0,24 6,20+0,40
a C
Blanche 4CL10 X QT 5,05+0,26 5,60+0,49
ab d
4CL25 X QT 4,96+0,18 5,16+0,37
ab e
4CL10 X 9CL10 4,01+0,22 4,63+0,49
ab ef
4CL25 X 9CL25 3,7040,24 4,26+0,44
b f
3T X QT 8,24 +0,16 8,63+0,49
a a
3T X QCL10 7,02+ 0,17 7,66x 0,47
ab a
3T X QCL25 6,89+0,20 6,90+ 0,30
ab b
Rouge JCL10 X QT 6,35+0,22 7,03+ 0,18
ab Cc
4CL25 X 9T 5,98+0,23 6,10+0,30
ab Cc
4CL10 X 2CL10 5,44+ 0,25 5,66+0,47
b d
4CL25 X 9CL25 4,81+ 0,23 5,43+ 0,50
b e

Tableau 51: Analyse de la variance a deux critéres de classification aprés traitement des

pupes (type de lumiere, croisement) des données sur ’indice de parade.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 364,870 60,812 8,78 <0,001***
Type de lumiére 1 167,834 167,834 24,24 <0,001***
Croisement X lumiere 6 9,981 1,663 0,24 0,963
Erreur résiduelle 406 2811,569 6,925

Totale 419 3354,254

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

5]
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Tableau 52: Analyse de la variance a deux critéres de classification apres traitement des

adultes (type de lumiére, croisement) des donnees sur I’indice de parade.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 346,148 57,691 307,12 <0,001***
Type de lumiére 1 163,438 163,438 870,05 <0,001***
Croisement X lumiere 6 26,395 4,399 23,42 <0,001***
Erreur résiduelle 406 76,267 0,188

Totale 419 612,248

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

3.8.4. Latence d’accouplement en lumiére blanche et rouge de D. melanogaster

En lumiére blanche, les latences augmentent significativement selon la le type de
croisement et la dose appliquée (action différée: JTXQT: 8,32+0,52 min; JTXQCLI10:
8,57+£0,41 min ; JTXQCL25: 8,92+0,54 min ; SCL10XQT: 9,05+0,32 min ; SCL25X%T: 9,98
+0,45min ; JCL10XPCL10: 10,22+0,42min ; JCL25XCL25: 11,12+0,34 min) ; (action directe :
JTXQT: 8,63+0,49min ; ITXQCL10: 9,16+0,37min ; JTXQCL25: 9,56+0,50min ; JCL10X2T:
9,83+0,37min ; SCL25XQT: 10,23+0,43min ; CL10XYCL10: 10,96+0,18min; JCL25XCL25:
11,36+0,49min). En lumiere rouge, les latences montrent également une augmentation
significative entre les témoins (action différée: JTXQT: 13,6+0,41min); (action directe :
JATXQT: 13,50+0,50min) et les traités avec la dose la plus élevée (action différée :
JCL25XQCL25: 17,83+0,39min) ; (action directe: JCL25XQCL25: 18,63+0,49min) (Tableau
53). L’analyse de la variance indique un effet croisement significatif apres traitement des
pupes (Fs, 406= 2,67; p < 0,05) (Tableau 54) et hautement significatif apres traitement des
adultes (Fs, 406= 153,58 ; p < 0,001) (Tableau 55). Cependant, les latences sont
significativement plus courtes en lumicre blanche qu’en lumiére rouge. Ceci est confirmé par
I’analyse de la variance qui indique un effet lumiére hautement significatif (action différée :

F1. 406= 88,31 ; p < 0,001) ; (action directe : F; 406= 5080,39 ; p < 0,001) (Tableaux 54, 55).
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Tableau 53: Latence d’accouplement (min) des drosophiles en lumiére blanche et rouge apres
traitement des pupes et des adultes (m £ SD ; n= 30 couples accouplés pour chaque série; pour
une méme lumiére, les moyennes suivies d’'une méme lettre en majuscule ne sont pas
significativement différentes a p> 0,05).

Type de lumiere Type de Latence d accouplement Latence d accouplement
croisement (action différée) (action directe)
3T X QT 8,32+0,52 8,63+ 0,49
a a
3T X QCL10 8,57+0,41 9,16+ 0,37
a b
4T X QCL25 8,92+0,54 9,56+0,50
a c
Blanche JCL10 X QT 9,05+0,32 9,8310,37
a c
4CL25 X QT 9,98 +0,45 10,23+0,43
a d
4CL10 XQCL10 10,22+0,42 10,96+ 0,18
a e
4 CL25 XQCL25 11,12+0,34 11,36%0,49
a f
3T X QT 13,6+0,41 13,50+0,50
a a
3T X QCL10 13,77+0,31 14,73+0,44
a b
3T X QCL25 13,92+0,51 15,43+0,60
a b
JCL10X QT 15,15+0,50 16,23+0,50
Rouge a b
4CL25 X QT 15,99+0,33 16,83+ 0,37
a c
4CL10 X2CL10 17,24+0,37 17,70+ 0,46
a c
JCL25 XQCL25 17,83+0,39 18,63+0,49
a d

Tableau 54 : Analyse de la variance a deux critéres de classification aprés traitement des
pupes (type de lumiére, croisement) des données sur la latence d’accouplement de D.
melanogaster.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 88,427 14,738 2,67 0,05*
Type de lumiére 1 487,812 487,812 88,31 < 0,001***
Croisement X lumiere 6 7,294 1,216 0,22 0,968
Erreur résiduelle 406 232,000 5,524

Totale 419 815,534

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F
observé ; P: niveau de signification ; *** : hautement significatif (p< 0,001) ;* significatif (p<
0,05).

.
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Tableau 55 : Analyse de la variance a deux criteres de classification apres traitement des

adultes (type de lumiére, croisement) des données sur la latence d’accouplement de D.

melanogaster.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 6 690,00 115,00 153,58 <0,000%**
Type de lumiére 1 3804,04 3804,04 5080,39 <0,000***
Traitement X lumiere 6 65,73 10,95 14,63 <0,000***
Erreur résiduelle 406 304,00 0,75

Totale 419 4863,76

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

3.8.5. Durée d’accouplement en lumiére blanche et rouge

En lumicre blanche, la durée d’accouplement des couples témoins et traités augmente
significativement selon la concentration appliquée (action différée : JTXQT: 13,90+0,28min ;
3TXQCLI10: 17,92+0,34min ; SCL10XQT: 19,95+0,33min ;
JCL25XQT: 21,21+0,39 min; JCL10X{?CL10: 24,89+0,4 min ; JCL25X9CL25: 33,52+0,46
min) ; (action directe : TXQT: 13,86+ 0,34 min ; STXQCL10: 15,20 + 0,40 min ; STXQCL25:
18,23+0,43min ; JCL10X{T:20,30+0,53min ; JCL25XQT: 21,63+ 0,49min; SCL10XQCL10:
25,30+0,46min; JCL25XQCL25: 34,10+0,30min). De plus, les résultats indiquent une

14,174£0,25min ; JTXQCL25:

augmentation significative de la durée d’accouplement des couples témoins (action différée :
ATXQT: 21,81+0,31 min) ; (action directe : STXPT : 21,96+0,18 min) et traités avec la dose
la plus elevée (action differée: JCL25XQCL25: 34,65+0,57min); (action directe :
JCL25XQCL25: 35,93+0,44 min) en lumiére rouge qui est plus marquée qu’en lumiére blanche
(Tableau 56). L’analyse de la variance aprés traitement des pupes indique un effet traitement
(Fs, 406= 23,13 ; p < 0,001) et lumiére (Fy, 406 = 46,11 ; p < 0,001) hautement significatifs,
I’interaction traitement/lumiére est non significative (Fs 406 = 0,99 ; p > 0,001) (Tableau 57)
pour I’action directe, I’analyse de la variance révéle un effet traitement (Fg 40s= 11828,01; p <
0,001), lumiere (Fy 406 = 24497,39; p < 0,001) et interaction traitement/lumiére (Fg 406 = 384,15

; p < 0,001) hautement significatifs (Tableau 58) .
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Tableau 56 : Durée d’accouplement (min) des drosophiles en lumiére blanche et rouge apres

traitement des pupes et adultes (m + SD ; n= 30 couples accouplés pour chaque série; pour

une méme lumiere, les moyennes suivies d’'une méme lettre en majuscule ne sont pas

significativement différentes a p> 0,05).

Type de lumiere Type de Durée d’accouplement Durée d’accouplement

croisement (action différée) (action directe)

3T X QT 13,90+0,28 13,86+ 0,34

3T X QCL10 14,176-1_*-0,25 15,2% +0,40

3T X QCL25 17,92110,34 18,2bBi 0,43

Blanche 4CL10 X QT 19,92(;0,33 20,3COi 0,53
4CL25 X QT 21,2?(:10,39 21,6%1 0,49

4CL10 X QCL10 24,88(:10,42 25,3%1 0,46

4 CL25 X QCL25 33,52(:10,46 34,1fOi 0,30

3T X QT 21,81(;0,31 21,99610,18

3T X CL10 22,21(10,42 23,0aOi 0,45

3T X QCL25 24,?210,48 24,8b6i 0,34

Rouge JCL10X 9T 26,36%)?0,45 26,5:610,50
4CL25 X QT 28,99+0,39 29,16+ 0,37

4CL10 X QCL10 30,68b4_rCO,40 32,5e3i 0,50

4CL25 X QCL25 34,65010,57 35,9f34_rO,44

c g

Tableau 57 : Analyse de la variance a deux criteres de classification apres traitement des
pupes (type de lumiére, croisement) des données sur la durée d’accouplement de D.

melanogaster

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 1588,81 264,80 23,13 <0,001***
Type de lumiére 1 527,79 527,79 46,11 <0,001***
Croisement X lumiere 6 67,92 11,32 0,99 0,445
Erreur résiduelle 42 480,75 11,45

Totale 55 2665,27

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




Résultats

Tableau 58 : Analyse de la variance a deux criteres de classification apres traitement des
adultes (type de lumiére, croisement) des données sur la durée d’accouplement de D.

melanogaster.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Croisement 6 12795,2 2132,5 11828,01 <0,001***
Type de lumiere 1 4416,8 4416,8 24497,39 <0,001***
Croisement X lumiéere 6 415,6 69,3 384,15 <0,001***
Erreur résiduelle 406 73,2 0,2

Totale 419 17700,8

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F
observé ; P: niveau de signification ; *** : hautement significatif (p< 0,001) .
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4. DISCUSSION
4.1. Effets du spiromesifen sur la morphomeétrie des ovaires de D. melanogaster

Chez les insectes, 1’ovaire est composé d’ovarioles d’un nombre qui varie selon les espéces
(Markow & O'Grady, 2007; Sarikaya et al., 2012) et chaque ovariole comporte deux
régions: le germarium et le vitellarium (Cassier et al., 1997). Le germarium donne des
ovocytes suites a la multiplication des ovogonies; le vitellarium permet aux ovocytes
d’accumuler des réserves (vitellus) (Swevers et al., 2005). Chez D. melanogaster, 1’ovariole
est de type méroistique polytrophique (Belles & Piulachs, 2015). L’ovogenése est un
processus qui nécessite une énergie considérable et qui doit s’adapter en permanence a des
parametres nutritionnels fluctuants (Jouandin et al., 2014).

D’aprés les résultats obtenus pendant notre expérimentation menée in vivo sur les femelles
adultes de D. melanogaster, nous avons déduit que le spiromesifen, administré par
application topique aux deux doses sublétales (Clyo et Clys) sur les pupes et les adultes
nouvellement exuviés, diminue le poids frais des ovaires et le nombre d’ovocytes ainsi que la
taille et le volume de I’ovocyte basal des séries traitées comparativement aux témoins. L’effet
est plus marqué aprés traitement des adultes, ceci peut étre di a une différence dans la
diffusion de la molécule a travers la cuticule en rapport avec des caractéristiques des cuticules
nymphale et adulte. La cuticule étant plus épaisse et plus sclérifiée chez la pupe. Les effets
dépressifs observés sur la morphométrie de 1'ovaire peuvent s’expliquer par la perturbation de
I’ovogéneése et la vitellogénése (Seth et al., 2002), via la diminution de la synthése des
métabolites (lipides, protéines, glucides) par les ovaires in situ ou de leur libération dans
I'hnemolymphe par le corps gras. Ces matériaux sont tous requis pour le développement de
I'appareil génital (Kunkel & Nordin, 1985). Ceci suggére une action directe du spiromesifen
sur le métabolisme lipidique perturbant ainsi la vitellogénese de la drosophile. Nos résultats
concordent avec les données obtenues apreés application topique du spiromesifen sur les pupes
nouvellement exuviées de D. melanogaster (Bensafi Gheraibia, 2015). Le caractére
inhibiteur de la lipogenése du spiromesifen, confirme les résultats obtenus chez Culex pipiens
et Culex longiareolata aprés traitement par le méme insecticide; il cause une perturbation de

I’ovogéneése et de la spermatogenése (Bouabida, 2014).

Des effets similaires ont été enregistrés avec de nombreux insecticides appliqués sur

différentes especes. En effet, 1’application topique du captopril, un inhibiteur de 1’enzyme de
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conversion de 1’angiotensine, diminue la croissance ovarienne chez Tenebrio molitor
(Soltani-Mazouni et al., 2007) et Ephestia kuehniella (Yezli-Touiker et al., 2016). Des effets
contraires sont notés aprés application topique du methoxyfenozide, un mimétique de
I’hormone de mue, chez E. kuehniella, puisqu' une augmentation de la taille des ovaires est
observée (Bakli et al., 2016). L’imidaclopride (insecticide néonicotinoide) et 1'acide borique,
(insecticide inorganique) provoquent la réduction du nombre d'ovocytes par paire d’ovaires et
le volume des ovocytes basaux chez Blattella germanica (Kilani-Morakchi et al., 2009b ;
Habes et al., 2013 ; Messiad et al., 2015 ). Les mémes effets ont été signalés apres traitement
par des insecticides neurotoxiques comme le benfuracarb et indoxacarbe (Maiza et al., 2004,
2013). Des effets identiques ont été rapportés apres le traitement de la méme espéce avec
I’azadirachtin (Tine et al., 2011) et le spinosad (Maiza et al., 2013). Des perturbations de la
morphométrie des ovaires sont constatées apres traitement avec le RH-5849 (agoniste des
ecdystréroides), le RH-5992 (tebufenozide) et RH0345 (halofenozide) et le KK-42, un dérivé
de I’imidazole (inhibiteur de la biosynthése de I’hormone de mue), chez E. kuehniella
(Khebbab et al., 2008), Plodia interpunctella (Auzoux-Bordenave, 2005), Spodoptera
littoralis (Smagghe & Degheele, 1992), Spodoptera exempta (Smagghe & Degheele, 1994),
Mamestra brassicae et Pieris brassicae (Darvas et al., 1992) et Tenebrio molitor (Soltani et

al., 2002 ; Amrani et al., 2004), respectivement.

4.2. Effets du spiromesifen sur le taux de tréhalose et du glycogéne corporel chez les

pupes de D. melanogaster.

Les insectes holométaboles subissent une transition remarquable de la larve a I'adulte actif,
(Boggs, 2009). Pendant la métamorphose, la plupart des tissus larvaires sont lysés et recyclés
pour soutenir la réarchitecture de l'animal dans sa forme adulte. Parce que les pupes ne se
nourrissent pas, toute I'énergie requise pour achever la métamorphose doit étre acquise
pendant les stades larvaires (Boggs & Freeman, 2005). Ainsi, la métamorphose représente
une période critique dans laquelle les réserves d'énergie établies a partir de I'alimentation des
larves sont réparties entre le développement des pupes et le soutien des besoins de I'adulte
pour la reproduction et la survie; elle semble étre un processus a forte intensité énergétique, et
donc les taux métaboliques devraient augmenter pour soutenir la restructuration compléte de

I'organisme (Merkey et al., 2011).
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Plusieurs études ont démontré que les taux métaboliques diminuent effectivement apres la
pupaison et restent faibles a la veille de I'éclosion jusqu'au stade adulte. Ceci a été confirmé
chez les diptéres (Bodine & Orr, 1925; Wolsky, 1938), les Lépidopteres (Crescitelli, 1935,
Odell, 1998, Schmolz et al., 1999, Garedew et al., 2004, Hetz, 2007), Coleoptera (Odell,
1998, Kaiser et al., 2010) et Hymenoptera (Schmolz et al., 2005).

Dans notre étude, les résultats obtenus indiquent qu'au cours du développement nymphal,
de D. melanogaster les taux de glycogéne et de tréhalose corporels présentent une réduction
formant une courbe en U (Kissoum & Soltani, 2016). La métamorphose chez les insectes
holométaboles se caractérise par une courbe métabolique en forme de U (Garedew et al.,
2004 ; Schmolz et al., 2005 ; Hetz, 2007 ; Kaiser et al., 2010). La cause de la courbe
métabolique en forme de U n'est pas claire. Plusieurs chercheurs ont proposé que les
changements du taux métabolique sont dus a la destruction des tissus larvaires et I'assemblage
des organes adultes (Odell, 1998); presque tous les lipides et glucides devraient étre
consommeés pour supporter ce niveau de métabolisme (Wolsky, 1938; Sacktor, 1951). La
diminution de ces réserves énergétiques, qui servent aux activités courantes telles que la
locomotion, la ventilation, les processus d’osmorégulation, de croissance ou de reproduction
peut étre liée a une augmentation de 1’utilisation du glucose comme substrat énergétique
(Rosa & Nunes, 2003 ; Oliveira et al., 2004) .

Le spiromesifen, en application topique sur les pupes nouvellement exuviées, affecte les
taux de glycogéne et du tréhalose corporels, avec une réduction significative chez les
individus traités comparativement aux témoins. La diminution du glycogéne pourrait
s’expliquer par une mobilisation du glucose suite au stress chimique induit par le traitement
(Le Gal et al., 1997), tandis que la réduction des teneurs en tréhalose suggére que la
production d'énergie par la glycolyse a été stimulée pour faire face au stress chimique induit
par l'insecticide (Kandor et al., 2004). De plus, le tréhalose peut directement fonctionner
comme un chaperon pour aider a minimiser I'agrégation des protéines ou comme osmolite
pour minimiser la perte d’eau, il peut servir a la fois comme une réserve d'énergie critique

(Higashiyama, 2002).

Ces résultats sont a priori en accord avec la littérature qui met en évidence une diminution
du glycogene chez Chironomus riparius apres traitement avec le fenitrothion (Diptera,

Chironomidae) (Choi et al., 2001). Rivero et al. (2007) ont observé une diminution des taux
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de lipides et glycogene chez la larve du moustique Aedes aegypti aprés traitement avec le
diflubenzuron. Des résultats inverses ont été signalés chez un diptere exposé a un nouvel
insecticide a base de spinetoram, une matiére active qui appartient & la méme famille que le
spinosad, ce qui a aboutit a ’augmentation des réserves en glycogeéne qui pourrait étre liée a
I’altération du catabolisme du glycogéne (Berni et al., 2009). Ge et al. (2011) ont noté une
diminution de la teneur en tréhalose chez Nilaparvata lugens (cicadelle brune) traitée avec le
triazophos, un insecticide inhibiteur de l'acétylcholinestérase. Des effets similaires sont
observés chez Bombyx mori, traité avec le fenvalérate (insecticide acaricide) (Silva et al.,
2004). En outre, les larves du ver a soie (Bombyx mori) ont présenté une baisse des taux de
tréhalose et une augmentation de l'activité de la trehalase lorsqu'ils sont exposées a une
température élevée (36 °C) (Malik & Reddy, 2008 ; Vyjayanthi & Subramanyam, 2002).

4.3. Effets du spiromesifen sur ’activité de la lactate déshydrogénase chez la pupe

La lactate déshydrogénase (LDH), est une enzyme cytosolique soluble présente dans la
plupart des cellules vivantes, elle catalyse I'oxydation réversible du lactate en pyruvate et du
NAD (nicotinamide adénine dinucléotide) en NADH, (Singh & Sharma, 1998 ; Nathan et
al., 2006). La LDH est un biomarqueur largement utilisé en toxicologie et en chimie clinique
pour diagnostiquer les lésions cellulaires, tissulaires et organiques (Kaplan & Pesce, 1996) et
dans I’induction de I’exposition a un stress chimique (Diamantino et al., 2001). Toute
altération au niveau de ’activité de la LDH refléte les changements métaboliques dans les
tissus affectés (El-Demerdash, 2011; Fetoui et al., 2009). Des travaux antérieurs suggerent
que la LDH peut étre utilisée a la fois comme un critére d’effet dans les tests toxicologiques
(Saleem & Schakoori, 1987; Nathhan et al., 2006) et comme biomarqueurs de pollution
(Wu & Lam, 1997; Chen et al., 2001 ; Diamantino et al., 2001). Une activité plus élevée de
la LDH chez les insectes est probablement due a la production d’une quantité considérable
d'énergie supplémentaire et nécessaire immédiatement. (Diamantino et al., 2001, Nathan et
al., 2006).

L’activité spécifique de la LDH chez les séries traitées par le spiromesifen montre une
évolution similaire a celle des témoins avec cependant une augmentation significative a tous
les ages chez la pupe. De plus, on observe un effet dose-dépendant. Ceci pourrait s’expliquer
par une réaction de ’organisme face au stress toxique. En effet, la stimulation de la LDH

suggere que le produit final de la glycolyse, le pyruvate, est préférentiellement utilisé pour la
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production du lactate dans le but de subvenir a I’importante et rapide demande d’énergie

causeée par le stress chimique (Begum & Vijayaraghavan, 1999).

Des résultats similaires sont rapportés chez B. germanica traité par plusieurs insecticides
conventionnels (Maiza, 2004 ; Kilani-Morakchi, 2007 ; Messiad et al., 2015) ou chez
Tribolium castaneum traité par le Dimilin, un insecticide inhibiteur de la synthése de la
chitine (ISC) (Saleem & Shakoori, 1987). Une activité élevée de la LDH a été observée chez
les larves de Chilo suppressalisées traitées avec I’hexaflumuron, un autre ISC
(Mirhaghparast et al., 2015).

Comme l'indique la littérature, l'activité de la LDH a été perturbée par des extraits
végétaux et des insecticides (Nath, 2000; Ghoneim et al., 2014, Mahmoud, 2014). L'activité
de la LDH a été stimulée dans I'némolymphe des nymphes et des adultes de Schistocerca
gregaria par l'action des extraits du Neemazal (Hamadah, 2009). Les extraits de Fagonia
cretica ont amélioré l'activité enzymatique chez des nymphes et des adultes de la méme
espece (Hamadah et al., 2010). De plus, divers insecticides ont favorisé l'activité de la LDH
chez plusieurs organismes nuisibles, tels que Tribolium castaneum par le pyréthrinoide
(Saleem & Shakoori, 1987), Culex fatigans par le malathion, la cyfluthrine et le DDT (Azmi
et al., 2002), Spodoptera littoralis par le chlorantraniliprole et le spinetoram (Rashwan,
2013), Ephestia kuehniella par le pyriproxyféne (Sharifi et al., 2013) et le méme Iépidoptere
par I'nexaflumuron (Delkash-Roudsari et al., 2014).

4.4, Effets du spiromesifen sur le taux de glucides et de glycogene ovariens

La maturation des ovocytes dépend des métabolites prélevés a partir de I'némolymphe
(protéines, carbohydrates et lipides) et des matériaux synthétisés in situ par I'ovaire (Raikhel
& Dhadialla, 1992), Les glucides sont mobilisés principalement a partir des réserves de
glycogéne dans le corps gras, sous l'induction des neuropeptides, ce qui entraine une
augmentation du taux d'hydrates de carbone solubles dans I'némolymphe (Gade, 2004), ces
molécules qui représentent une source d'énergie indispensable pour les organismes vivants
sont utilisés de maniére immédiate sous forme de glucose ou sous forme de réserve en tant
que glycogéne, les taux de glucides tissulaires sont strictement liés aux événements

physiologiques tels que la mue et la reproduction (Kaufmann & Brown, 2008).
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Le contenu des ovaires en glucides et en glycogéne présente une réduction chez les
individus traités, cet insecticide affecte le métabolisme glucidique de cet insecte, la réduction
du contenu ovarien en glucides pourrait étre expliquée par la diminution du métabolisme de
base des ovocytes ce qui implique une réduction de 1’accumulation du vitellus indispensable a

I’accroissement et a la maturation des ovocytes.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés chez Blattella germanica traité par
I’'Indoxacarb (Djemaoun et al., 2015); en outre, l'inhibition de la vitellogénese chez B.
germanica a également été rapportée apres traitement avec d'autres types d'insecticides tels
que l'acide borique (Habes et al., 2013), le benfuracarb, I'azadiractine et I'imidaclopride
(Maiza et al., 2004 ; Tine et al., 2011 ; Messiad & Habes, 2015). Maiza et al., (2010) ont
également observé que l'application de indoxacarbe affectait la reproduction de B. germanica.
Les analyses biochimiques ont révélé que le traitement par le captopril (inhibiteur de I'enzyme
de conversion de I'angiotensine) réduisait les quantités de protéines, lipides et des glucides des
ovaires chez Ephestia kuehniella (Lepidoptera) (Yezli-Touiker et al., 2016). L'application
d'un analogue de I'normone de mue, RH 0345 (halofenozide), affecte également la teneur
ovarienne en protéines et en glucides chez T. molitor (Taibi et al., 2003). Une réduction du
taux des métabolites ovariens chez T. molitor et Oxya japonica a lieu respectivement apres
traitement avec le diflubenzuron (Lim & Lee, 1981 ; Soltani-Mazouni & Soltani, 1992 ). Le
jedn inhibe le dépdt du vitellus chez Shcistocerca gregaria (Highnam & Mordue, 1966),
tandis que le RH-0345 affecte les concentrations des métabolites ovariens au cours de la

maturité sexuelle de B. germanica avec un effet dose - réponse (Rouibi, 2002).

4.5. Impact du spiromesifen sur le développement et la descendance

La structure et la physiologie des insectes varient au cours de la croissance et du
développement, dont certains stades de développement seront plus sensibles aux insecticides
que d'autres (Hassan, 2009). Chez la drosophile, aprés 1’éclosion des ceufs déposés par les
femelles dans les milieux de cultures, on observe 3 stades larvaires (L1, L2 et L3) (Terhzaz,
2003). Le 3¢me stade larvaire se termine par une phase d’errance durant laquelle la larve
cesse de se nourrir, s’immobilise et forme le puparium marquant ainsi le début du stade
nymphal (Beck, 2003). On constate a la lumiere des résultats obtenus, une augmentation de la
durée de développement des stades embryonnaires, larvaires et nymphals, lors du traitement
avec le spiromesifen. Cet inhibiteur de la synthese des lipides a prolongé significativement la

durée de développement des différents stades embryonnaire, larvaire et nymphale de D.
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melanogaster, des séries traitées, comparativement aux témoins, dont les valeurs normales
sont de 24 heures pour le stade embryonnaire (Terhzaz, 2003), 96 heures pour le stade
larvaire et nymphale (Beck, 2003). Le traitement agit différemment sur le développement,
selon le type de croisement et le sexe traité. L’augmentation de la durée des stades de
développement peut étre expliquée par la réduction constatée des réserves indispensable a la

croissance et au développement (Reim et al., 2006).

La méme conclusion a été enregistrée chez D. melanogaster traitée avec un analogue de
I’hormone juvénile, le pyriproxyfen (Bensebaa et al., 2015), chez E. kuehniella aprés
traitement avec le RH-2485 et RH-5992 (Hami et al., 2005 ; Bouzeraa, 2013) et chez
d’autres 1épidoptéres (Dhadialla et al., 2005 ; Hami et al., 2005; Dhadialla & Ross, 2007).
Des effets similaires sont observés chez plusieurs especes, aprés I’application de certains
inhibiteurs de la synthése de la chitine comme le chlorfluazuron, I’hexaflumuron, le
lufenuron, le flucycloxuron, ainsi que le triflumuron (Mervat et al., 2010 ; Salokhe et al.,
2010 ; Behroozi et al., 2011 ; Khan & Qamar, 2011 ; Zhu et al., 2012 ; Arora et al., 2012).
Alizadeh et al., (2012) ont précédemment signalé une augmentation de la durée de
développement des larves et des pupes de Plutella xylostella traitées avec le pyriproxyfen.
Des effets similaires sont signalés par Singh & Kumar (2011), chez Papilio demoleus traité
avec le méme produit. Hamaidia & Soltani (2014) rapportent également une augmentation
de la durée des stades larvaires et pupale de Culex pipiens traités avec du kinopréne, un autre
analogue de I’hormone juvénile. Abdelaoui et al. (2006) ont étudi¢ I’effet de 1’acide
gibbérellique sur les larves de Locusta mirgatoria; ces auteurs signalent que ce produit
provoque un prolongement de la durée des stades larvaires. Rehimi & Soltani (2006)
signalent également un allongement de la durée des stades larvaires de C. pipiens traité avec
le teflubenzuron un ISC.

Le succes reproducteur d’un individu représente sa capacité a produire une descendance
viable elle-méme capable de se reproduire (Robert, 1972). La probabilité qu’une femelle
s’accouple dépendra des contraintes imposées sur la reproduction des deux sexes (Miller &
Inouye, 2011). Certains insecticides peuvent avoir un effet sur la fécondité ou la fertilité chez
les femelles exposées, provoquant une diminution du nombre de descendants pour la
génération suivante; ainsi, de nombreuses études histochimiques et ultrastructurales ont traité
ces parametres (Louat, 2013 ; Soltani, 1987 ; Soltani et al., 1996 ; Soltani et al., 1998 ;
Khebbeb et al., 2008 ; Bensalem & Soltani-Mazouni, 2013).
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Nos résultats montrent une diminution de la fertilitt en réduisant le nombre des
descendants (ceufs, larves, pupes et adultes) de la génération F1 provenant de parents qui ont
survécus au traitement des pupes et des adultes nouvellement exuviés ; cette baisse dans la
descendance présente une relation dose-dépendante et un effet sexe (femelle plus sensible que
le male). Le traitement agit différemment sur la descendance, selon le type de croisement et le
sexe traité. Ces effets du spiromesifen seraient dus a la perturbation de la vitellogenese et la
spermatogénése entrainant une diminution de la fertilité et la fécondité des insectes (Swevers
et al., 2005).

Nos résultats concordent avec les données obtenues par Bensafi-Gheraibia (2015) aprés
application topique du spiromesifen sur les pupes nouvellement exuviées de D. melanogaster,
ce composé agit sur le potentiel reproducteur de la drosphile en inhibant la fécondité des
adultes qui survivent au traitement. Les mémes effets sont enregistrés chez la méme espece
apres traitement avec le triazophos (Velazquez et al., 1990), cybil (Razdan et al., 2003), avec
la béta-cyfluthrine (Nadda et al.,, 2005) ou avec le Neem Azal (Boulahbel, 2015).

Une baisse de la fécondité des femelles exposées a 1’imidaclopride a des doses sublétales
est retrouvée chez Bemisia tabaci (He et al., 2013) et Bombus terrestris (Whitehorn et al.,
2012). L’exposition des femelles au spinosad ou a 1’azadirachtine induit une réduction du
nombre de descendants par femelle chez Macrolophus pygmaeus et Nesidiocoris tenuis (Arno
& Gabarra, 2011). Des résultats similaires ont été signalés suite a I'exposition de Culex
quinguefasciatus, Anopheles stephensi et Aedes Aegypti aux extraits végétaux tels que les
extraits de Calophyllum inophyllum, Solanum suratense, Samadera indica et Rhinocanthus
nasutus entrainant une réduction significative de la fécondité (Muthukrishnan &
Pushpalatha, 2001). L'extrait méthanolique de graines et de feuilles de Melia azedarach,
Dysoxyllum malabaricum et Azadirachta indica (Nathan et al., 2006) a diverses
concentrations ont considérablement diminué la fécondité chez Anopheles stephensi. La
pyréthrine dérivée de Tanacetum cinerariaefolium qui est connue pour étre un insecticide tres
efficace contre les Aedes aegypti et Aedes albopictus peut entrainer une réduction de la
production d'ceufs chez les adultes aprés l'exposition (Sulaiman et al., 2007). En outre, le
spinosad a provoqué une diminution de la fécondité chez les femelles d’Aedes Aegypti
(Antonio et al., 2009). De méme, plusieurs etudes disponibles ont signalé une réduction de la

fécondité et du potentiel reproducteur chez les espéces de moustiques aprés exposition a une
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dose sublétale d’insecticides chimiques tels que le temephos et le propoxur qui ont induit une
réduction marginale de la fécondité chez Anopheles Stephensi (Sanil & Shetty, 2012),
I'exposition d'Aedes aegypti a des concentrations plus élevées de temephos, de malathion et
d'alpamenthtin a diminué la production d'ceufs (Minn & Shetty, 2008). En outre, une
diminution de la fécondité lors de l'exposition a des champignons entomopathogenes,
Leptolegnia chapmanii et des agents bactériens, Bacillus thuringiensis H-1451 a été observée
chez Aedes Aegypti (Pelizza et al., 2013).

4.6. Effets du spiromesifen sur le comportement sexuel

La communication et le comportement sexuels sont fondamentaux pour la recherche d'un
partenaire (Mendelson & Shaw, 2012), comprendre le comportement sexuel exige la
connaissance des signaux sous-jacents et comment les facteurs, tels que les conditions
environnementales et la physiologie des insectes modulent la communication entre les

partenaires (Anderson et al., 2007 ; Kromann, 2015).

Chez les insectes, la forme de communication la plus ancienne et la plus répandue est la
communication chimique, qui dérive de la perception de signaux chimiques sous forme de
molécules appelées « phéromones » (Wyatt, 2003). Les phéromones de plus de 7000 espéces
d’insectes ont été décrites (El-Sayed et al., 2013). Les phéromones sexuelles, impliquées dans
la reproduction, ont été particulierement étudiées. Elles constituent un signal de
reconnaissance spécifique a chaque individu qui va permettre aux individus de son espece de
I’identifier comme un partenaire sexuel, de le choisir ou non parmi tous les partenaires
disponibles (Krupp et al., 2008; Etges et al., 2009; Everaerts et al., 2010).

Le genre Drosophila est composé d’un grand nombre d’espéces et leur comportement
reproducteur présente une grande diversité (Markow & O’Grady, 2005). Le comportement
de cour des drosophiles a été décrit en 1915 par Sturtevant chez D. melanogaster avant
d’étre observé chez les autres especes du genre Drosophila. La parade sexuelle est constituée
d’étapes qui forment un véritable dialogue entre les partenaires (Greenspan & Ferveur,
2000). La chorégraphie classique de la cour se décrit ainsi (Figure 36) : lorsqu’un maéle
rencontre une partenaire potentielle, il s’oriente face a elle et touche son abdomen avec ’une
de ses pattes avant pour percevoir son identité phéromonale. Si la femelle lui convient, il la
suit pendant qu’elle se déplace tout en faisant vibrer ses ailes, produisant ainsi un signal

acoustique appelé chant d’amour "love song" (Bennet-Clark & Ewing, 1970; Von

&



Discussion

Schilcher, 1976). Il va également faire trembler son abdomen, créant des vibrations qui vont
étre transmises a la femelle via le substrat (Fabre et al., 2012). Si la femelle est réceptive, le
male leche ses genitalia avec son probocis et tente une copulation en recourbant son abdomen
pour accoler son appareil génital a celui de la femelle. En fonction de la réceptivité de la
femelle, ce comportement peut étre répété plusieurs fois avant d’aboutir a une copulation
effective. La femelle transmet au male des signaux d’acceptation ou de rejet (Connolly &
Cook, 1973) tout au long de la parade. Une femelle réceptive ralentit ses déplacements,
augmente la fréquence de nettoyage de son abdomen et extrude partiellement son ovipositeur

tout en émettant une gouttelette qui va exciter le male (Lasbleiz et al., 2006).

A D’inverse, une femelle non réceptive donne des coups de pattes au male, léve et descend
son abdomen, fuit ou extrude totalement son ovipositeur et n’écarte pas ses ailes, empéchant
le méle de se positionner correctement pour I’accouplement (Spieth, 1952; Lasbleiz et al.,
2006) .
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Figure 36. La parade sexuelle des drosophiles (Modifiée d’aprés Sokolowski, 2001).

Dans notre étude, nous avons testé I'nypothese selon laquelle de faibles doses d'un
insecticide, comme le spiromesifen, pourraient affecter la performance reproductive des
adultes, ce qui aboutit & l'avortement de l'accouplement. De toute évidence, une longue
latence de couplage indique la non-réactivité de la femelle malgré le dynamisme du male.
Cette inaptitude sexuelle est liée aux phéromones épicuticulaires féminin et masculin. Une
femelle non réceptive va fuir le male, soulevant et abaissant son abdomen, extrude
complétement son ovipositeur. Si elle est réceptive, les femelles sont fécondées pour
seulement 20 minutes (Goudey & Perriére, 1974), durant lesquelles, les spermatozoides du
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male sont transférés dans le tractus génital féminin (Vasudev et al., 2013), Nos résultats
montrent que les adultes traités prennent un long temps pour s’accoupler, également les
durées des différentes sequences de la parade, tels que l'orientation, le tapotement, les
vibrations alaires et le léchage sont considérablement augmentées de maniére dose-
dépendante, le traitement agit différemment sur les séquences comportementales de la parade,

selon le type de croisement.

Des résultats similaires ont été notés avec les extraits de Peganum harmala
(Zygophyllaceae), plante herbacée, riche en alcaloides indoliques qui lui conférent une
activité insecticide sur les différentes séquences du comportement sexuel de D. melanogaster
(Elbah et al., 2016). Cependant, les mémes effets ont été observés dans des expériences avec
d'autres insecticides. L'exposition a I'imidaclopride aux doses sublethales induit des effets sur
I'accouplement et la fertilité de D. melanogaster (Louat, 2013), dithiocarbamate, Dithane
(Vasudev et al., 2013), spinosad et azadirachtine (Bensafi Gheraibia, 2010), Bacillus
thuringiensis (Bourbia, 2012). D'autres résultats indiquent également que le spiromesifen
affecte le métabolisme des lipides chez la drosophile confirmant son principal mécanisme
d'action sur hydrocarbures cuticulaires, avec comme conséquence un effet sur la synthése des

phéromones sexuelles et la parade nuptiale de la drosophile (Bensafi Gheraibia, 2015).

L’¢étude de I'importance des signaux chimiques a été d’abord menée sous lumiere blanche,
puis sous lumiére rouge. En effet, il semblerait que le premier sens utilisé chronologiquement
au cours de la parade par la femelle pour la reconnaissance du male soit la vision, puis
viendraient ensuite 1’olfaction, la gustation et I’audition. Nos expériences révelent qu’en
bloquant la vision de la femelle, les signaux olfactifs, gustatifs et auditifs pourraient avoir des
roles relativement plus importants. On peut donc s’attendre a une discrimination plus aigiie
des signaux chimiques par la femelle sous lumiére rouge. Ceci apparait clairement en
comparant les indices de parade en lumiéere blanche et en lumiere rouge. Dans ce dernier cas,
les indices de parade sont trés faibles, certainement parce que les males semblent avoir des
difficultés & initier puis a suivre la femelle lors de ses changements de direction dans la cellule
de comportement. Il est possible qu’un petit nombre de male initient une parade qui ne dure
pas a cause d’un probleme de poursuite de la femelle. Cette anomalie évoque les effets
comportementaux induits par la mutation optomotor-blind, découverte il y a 25 ans chez la
drosophile et qui empéche une mouche de pouvoir suivre les changements de direction d’un

partenaire (Fischbach & Heisenberg, 1984).
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Nos résultats montrent que les adultes prennent plus de temps pour s’accoupler en lumiere
rouge comparativement a la lumiere blanche, il semble que la lumiere rouge réduit la
perception des influx visuels émis par les partenaires mais malgré cela, les drosophiles
peuvent s’accoupler méme si I’intensité lumineuse est minime. Krstic et al., (2009) proposent
deux explications a cette situation. 1/ Des photorécepteurs peuvent étre activés dans les
ocelles, ou par la lumiére pénétrant au travers de la cuticule céphalique (Mizunami, 1995),
mais malgré les recherches sur ces organes (Mizunami, 1995; Goldsmith, 1958), leur réle
précis n’a pas encore été découvert. 2/ Il existe peut-étre des photorécepteurs non rétiniens, ou

d’autres structures photoréceptrices ("light-gated channel”) (Sakai et al., 2002).

Plusieurs études ont montré 1I’implication des signaux visuels dans le choix de la femelle.
Par exemple, il a été montré que les femelles Drosophila gibberosa n’acceptent pas de
s’accoupler dans le noir (Grossfield, 1971). En effet, les méles Drosophila suzukii présentent
une tache pigmentée au niveau des ailes. Alors que les fréquences d’accouplement des males
tachés et des males non tachés sont identiques dans 1’obscurité, celles des males non tachés
est plus faible a la lumiere blanche, la tache de pigment noir présente au bout des ailes est
associée a un comportement de parade sexuelle, lorsque le male déploie ses ailes devant la
femelle qu’il courtise. Les males ne présentant pas de tache n’ont pas ce comportement.
(Fuyama, 1979). La lumiére rouge permet de réduire les signaux visuels percus par les deux
partenaires (Boll & Noll, 2002 ; Fleischer & Arredondo, 2011 ; Sehresh et al., 2014).
Cependant, contrairement a 1’obscurité ou les parades et les accouplements sont quasi-absents
(Ripfel & Becker, 1982 ; Isono, 1993), les drosophiles montrent une activité sexuelle en
lumiére rouge en fonction de la dépendance a la lumiére de 1’espéce envisagée. En travaillant
sur 6 des 9 especes du sous-groupe D. melanogaster, Sakai et al., (2002) ont démontré que D.
melanogaster, D. simulans et D. mauritiana sont des espéces indépendantes de la lumiere
pour leur accouplement, capables de s'accoupler méme lorsque l'intensité lumineuse est
minimale, alors que D. yakuba et D. erecta ne s'accouplent que sous une forte intensité
lumineuse. L'utilisation de la lumiére rouge est la solution de déprivation visuelle la plus
simple a mettre en place, mais elle a le désavantage de bloquer simultanément la vue des deux
partenaires. Récemment, Krstic et al., (2009) ont utilisé la méme technique pour bloquer la
vision de drosophiles et étudier l'intégration des modalités sensorielles controlant la parade du

male.
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La Drosophile est I'organisme le plus étudié dans le monde. Prés d'un siécle de recherches
a permis d'accumuler sur la biologie de cet insecte une somme d'informations sans aucun
équivalent parmi les eucaryotes supérieurs. Notre étude a permis d’évaluer I’impact du
spiromesifen, un insecticide inhibiteur de la biosynthése des lipides sur Drosophila
melanogaster a I’échelle biochimique et comportementale, ainsi que d'examiner ses effets sur
la reproduction et le développement. Les doses sublétales déterminées précédemment (CLuo:
21,45ug et CL2s: 39,53ug) ont été évaluées en application topique a I’exuviation nymphal et
adulte de D. melanogaster sur plusieurs parametres physiologiques et biochimiques.

Dans une premiére partie abordant I'aspect morphométrique, les données acquises
indiquent une diminution du poids frais des ovaires, le nombre d’ovocytes par paire d’ovaire,
la longueur, la largeur et le volume de I’ovocyte basal, ceci avec une relation dose réponse

significative.

Dans une seconde série d’essais, les analyses biochimiques révelent que ce produit réduit
de maniére significative la teneur en glycogene et tréhalose corporels chez les pupes traitées a
tous les ages au cours du développement nymphal et ceci avec une relation dose-réponse
significative. L’effet est rapide puisqu’une réduction significative est obtenue chez les séries
traitées 6 heures aprés application topique a I’exuviation nymphale, il provoque également
une réduction des teneurs en glucides et en glycogene ovariens, en effet, il réduit
significativement les taux de ces métabolites a différents ages (de 0 a 4 jours) au cours de la
maturation sexuelle, en fonction de la dose appliquée aux pupes nouvellement exuviées de D.
melanogaster. L’évaluation de D’activité spécifique de la lactate dehydrogénase a été
envisagée. Le traitement provogue une induction relativement rapide (6 h apres le traitement),
il exerce un stress chimique qui se traduit chez les individus traités par une augmentation
hautement significative de 1’activité spécifique de la LDH comparativement aux témoins, ce

qui démontre une réponse de 1’organisme afin de lutter contre cet insecticide.

Ce composé prolonge la durée des différents stades de développement embryonnaire,
larvaire et nymphale et diminue le nombre d’individus (ceufs, larves, pupes, adultes) issus de

couples adultes qui ont survecu au traitement en inhibant ainsi leur fécondité et fertilité.
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Les résultats de I’étude du comportement sexuel de D. melanogaster exposée au
spiromesifen a permis d’observer des comportements copulatoires anormaux ou inhabituels,
De plus, I’étude comparée des différentes séquences de la parades entre les différents
croisements effectués démontre que ’effet du spiromesifen sur le hombre de contact, de
vibration ou de léchage, I’indice de parade indique, latences d’accouplement et la durée
d’accouplement révele I’existence d’une différence significative entre les séries témoins et
traitées en lumiere blanche et rouge. L'ensemble des résultats acquis confirme ’effet différé
du spiromesifen sur la drosophile en perturbant le comportement sexuel. Quelle que soit
I'expérience que nous utilisons, on remarque que l'effet est toujours plus marqué apres le

traitement des adultes avec le spiromesifen.

A Tavenir, il serait intéressant, d’évaluer chez D. melanogaster, L’importance des
changements métaboliques due au spiromesifen sur 3 des familles enzymatiques de
détoxification, les plus connues pour leurs roles dans la résistance aux insecticides,
notamment les monooxygénases, les estérases et les réductases et sur d’autres aspects
physiologiques comme le profil des écdystéroides et la structure fine des ovaires en rapport

avec la reproduction.
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Résumé

Cette étude vise a évaluer les effets sublétaux du spiromesifen (Oberon® 240 SC), un
nouvel insecticide/acaricide systémique considéré comme un inhibiteur de la biosynthése des
lipides chez Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Diptera, Drosophilidae), sur plusieurs
parametres physiologiques et biochimiques. Le spiromesifen a été administré in vivo par
application topique sur les pupes et les adultes nouvellement exuviés de D. melanogaster, les
effets de ce composé ont été évalués, a deux doses sublétales (CLjo: 21,45ug et Clos:
39,53g).

Dans une premicre série d’essais, 1’étude morphométrique des ovaires a mis en évidence
I’effet toxique du spiromesifen; ce dernier a provoqué une diminution du poids frais des
ovaires, du nombre d’ovocytes par paire d’ovaire, de la taille et du volume de I’ovocyte basal,
comparativement aux témoins, ceci avec une relation dose-réponse significative. Dans une
seconde série d’expérimentations, les doses sublétales déterminées précédemment (CLuo :
21,45 et CL2s:39,53 ug/pupe) ont été évaluées sur le taux du tréhalose et du glycogéne total
corporel, il a aussi été testé sur le contenu ovarien en glucides totaux et en glycogene au cours
de la maturition sexuelle. L’étude biochimique montre que le spiromesifen perturbe le
métabolisme énergétique en entrainant une diminution rapide de la teneur en tréhalose et en
glycogene des séries traitées comparativement aux témoins a tous les ages et ceci avec une
relation dose-réponse chez les pupes de D. melanogaster. Il provoque également une
réduction des taux ovarien en glucides totaux et en glycogéne au cours de la maturité sexuelle
des femelles survivant au traitement des pupes, comparativement aux témoins. Le
spiromesifen induit un stress chimique qui se traduit par une augmentation hautement
significative de l'activité spécifique de la lactate déshydrogénase des individus traités avec le
spiromesifen par rapport aux témoins. En outre, on enregistre un impact négatif sur le
développement, avec un allongement de la durée des différents stades embryonnaire, larvaire
et nymphal et sur la descendance au cours de la premiére génération en réduisant le nombre
d’individus dans tous les stades de développement (ceufs, larves et pupes). La réduction de la
fécondité et de la fertilite est observée pour les différents couples constitués, selon la dose

appliquée et le sexe traité.

Enfin, le spiromesifen perturbe le comportement sexuel des séries traitées

comparativement aux témoins avec un effet dose-réponse significatif. Deux lumiéres
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différentes ont fait I’objet de nos tests, la lumiére blanche et lumiére rouge; cette derniere en
plus du traitement perturbe les différentes séquences de la parade sexuelle et par conséquent
I’accouplement. On observe toujours que le spiromesifen exerce une action plus intense apres

un traitement des adultes comparativement au traitement des pupes.

Mots clés: Drosophila melanogaster, Spiromesifen, métabolisme énergétique,

développement, descendance, ovaires, comportement sexuel, biomarqueurs.

Abstract

This study aims to evaluate the sublethal effects of spiromesifen (Oberon®240 SC), a new
systemic insecticide / acaricide considered as an inhibitor of lipid biosynthesis in Drosophila
melanogaster Meigen, 1830 (Diptera, Drosophilidae), on several physiological and
biochemical parameters. Spiromesifen was administered in vivo by topical application to
pupae and newly exuviated adults of D. melanogaster, the effects of this compound were

evaluated at two sublethal doses corresponding to (LCyo: 21,45ug and LCys: 39,53u0).

In a first series of trials, the morphometric study of the ovaries revealed the toxic effect of
spiromesifen, which resulted in a decrease in the fresh weight of the ovaries, the number of
oocytes per pair of ovaries, the width and volume of the basal oocyte, compared with controls,
with a significant dose response relationship. In a second series of experiments, the sublethal
doses determined previously (LCjo: 21,45ug and LCys: 39,53ug) were evaluated on the level
of trehalose and total glycogen’s body, it was also tested on the content of ovarian
carbohydrate and glycogen during sexual maturity. The biochemical study shows that
spiromesifen disturbs energentic metabolism by causing a rapid decrease in the trehalose and
glycogen content of the treated series compared with controls at all ages and this with a dose-
response relationship in D. melanogaster’s pupae . It also causes a reduction in ovarian total
carbohydrate and glycogen levels during sexual maturity of females compared to controls.
The biomarker assay revealed that spiromesifen induced chemical stress which resulted in a
highly significant increase in the lactate dehydrogenase specific activity of the treated series
compared with controls. In addition, there is a negative impact on development by extending
the duration of embryonic, larval and pupal stages and on the progeny during the first
generation by reducing the number of individuals in all stages of development (eggs, larvae
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and pupae), this reduction in fertility is observed for the different paired couples, depending
on the dose applied and the sex being treated. Finally, spiromesifen disrupts the sexual
behavior of the treated series compared to the controls with a significant dose-response effect.
Two different lights were tested, white light and red light; the latter in addition to the
treatment disrupts the different sequences of the sexual parade and consequently the coupling.

We always observe that spiromesifen exerts an intense action after treatment of adults.

Key words: Drosophila melanogaster, Spiromesifen, energy metabolism, development,

progeny, ovaries, sexual behavior, biomarkers.
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