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Chapitre 1 : Introduction

Les insectes jouent un réle considérable dans I’équilibre biologique de la nature .En
effet, malgré un réle écologique incontestable, les insectes peuvent avoir une incidence
économique néfaste sur les productions agricoles et étre responsables de la transmission
d’agents pathogenes a I’hnomme ou a I’animal. Les méthodes de lutte contre ces espéces
nuisibles sont basees, généralement, sur I’utilisation de molécules chimiques ou pesticides de
synthese (Ouédraogo, 2005). Le terme pesticide est un terme qui inclut tous les produits
chimiques qui sont utilisés pour tuer tous types de « pestes » ou contrdler des fléaux ; atitre
d’exemple, il convient de citer les, herbicides (mauvaises herbes), fongicides (champignons),
insecticides (insectes), acaricides (acariens) etc. (Bouguerra, 1986).

Les pesticides sont un facteur majeur d’incidence sur la diversité biologique ; en effet, ils
peuvent avoir des effets toxiques a court ou long terme sur les organismes qui y sont
directement exposés. Selon Metcalf (1994), les avantages des pesticides se résument par les
qualités suivantes : facilité de mise en ceuvre, simplicité d’emploi, efficacité, flexibilité
d’utilisation et co(t économique raisonnable. Les pesticides hautement toxiques pour les
insectes bénéfiques tels que les abeilles, les araignées et les coléoptéres, sont : les carbamates
(ex. : aldicarbe, benomyl, carbofurane, methiocarbe), les organophosphorés (chlorpyrifos,
diazinon, dimethoate, fenitrothion), les pyréthroides (ex. : cyfluthrine, cyhaothrine)
Récemment, le clothianidine utilisé dans les traitements de semences a cause un
empoisonnement important d’abeilles (Spiegel, 2008). En outre, les résidus d’imidaclopride
dans les plantes peuvent altérer de fagon néfaste le comportement des insectes (Bonmatin et
al, 2005).

Parmi les « biopesticides » ou produits dérivés de sources naturelles (Miller et al, 1983), se
trouve les néonicotinoides, I’azadirachtine ou encore le spinosad (Copping et Menn, 2002).
Les néonicotinoides, insecticides d’origine végétale, sont efficaces et agissent via les
récepteurs de I’acétylcholine nicotinyl sur le systéme nerveux central et périphérique des
insectes (Kiriyama et al, 2003). L azadirachtine, extrait du Neem (arbre asiatique) semble agir
comme un régulateur de croissance (Mordue et al, 2005) avec une action antagoniste des deux
principales hormones de reproduction et du développement des insectes (I’hormone juvénile
les ecdystéroides). Le spinosad, composé de deux spinosynes (A et D) (Kollman, 2003), est

obtenu a partir de la fermentation d’une bactérie « Actinomycéte » Saccharopolyspora
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spinosa, découverte dans un échantillon de sol des Caraibes en 1982 (Larson et al, 1999). I
agit par contact ou ingestion sur le systéme nerveux non seulement au niveau des récepteurs
nicotiniques de I’acétylcholine mais aussi des récepteurs Gabaergiques (Salgado, 1998).
Cette dualité d’action pourrait augmenter son efficacite, (Rochefort et al, 2006) ; par ailleurs,
I’effet potentiel du spinosad sur les récepteurs muscariniques de I’acétylcholine est encore a
rechercher. Cette molécule neurotoxique, méne a un arrét de I’alimentation, une contraction
musculaire involontaire puis aune paralysie ; il semble que I’ingestion s’avére étre 5 a 10 fois
plus efficace que le simple contact (Thompson, 1999) et le spinosad ne requiert aucune
manipulation spéeciale ou limitation d’emploi (Cuddeford, 2007) ; par ailleurs, du fait de sa
faible toxicité pour les mammiféres, les oiseaux et les poissons (Jaquet, 2002), le spinosad,
considéré comme produit arisque réduit (Cineros et al., 2002) est hautement compatible avec
les programmes de lutte intégrée. Le spinosad se dégrade dans I’environnement via différents
procédés dont I’hydrolyse, la phototransformation, la photolyse et la biotransformation
aérobiques (Hale et al, 1996).

La biodégrabilité du spinosad et sa grande efficacité dans le contr6le d’une large majorité
d’insectes (Lépidoptéres, Diptéres, Thysanopteres, Orthoptéres, Coléoptéres) (Larson et al,
1999), sont des criteres essentiels dans le choix pesticide mais cela ne peut éviter, a long
terme, I’installation de la résistance aux insecticides. Ce phénomeéne se développe de fagon
inquiétante mais les connaissances acquises, trés récemment, par la biologie moléculaire
laissent entrevoir des possibilités de gestion de la résistance (Haubruge et al, 1998).
Cependant, ceci ne peut senvisager qu'apres la détection des différents types de résistance sur
des bases moléculaires avec la mise en évidence des genes de résistance (Nicholson, 1980).
Les trois mécanismes principaux de résistance sont comportementales physiologiques et
biochimiques ; chez I’insecte, on distingue deux catégories de mécanismes comportementaux
de résistance, qui permettent aux individus d’éviter le contact avec le produit toxique ou qui
limitent la durée de ce contact (Lockwood et al., 1984), la résistance physiologique s’exprime
au niveau des tissus et organes ; elle est caractérisée par une diminution de la pénétration ou
par une augmentation de I’excrétion des insecticides (Tanaka,1981). La résistance
biochimique se situe au niveau cellulaire; elle consiste d’une part, en une augmentation de
I’activité enzymatique des systemes de détoxication, et d’autre part, en une diminution de

I’affinité des sites d’action vis-avis des insecticides (Oppenoorth, 1985).
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Le spinosad est utilisé en Algérie, depuis 2010, en agriculture, aussi il est important de savoir
quand et comment s’installe le processus de résistance a I’égard de ce pesticide naturel chez
les organismes visés. Cependant, il est tout d’abord nécessaire d’appréhender les effets
toxiques de cette molécule dans les différents compartiments de I’insecte. En effet, I’étude de
résistance aux insecticides s’appuie fortement sur des études de physiotoxicité avec des
anal yses biochimiques et moléculaires (Trent et al, 2011).

Aussi, nous nous proposons de tester le spinosad et d’évaluer sa physiotoxicité sur un
Diptere de référence en biologie qui est Drosophila melanogaster ; cette espece constitue un
modele biologique de choix pour toute étude de toxicité en laboratoire de par son élevage
facile et son cycle biologique trés court. Par ailleurs, le séquencage complet de son génome
permet d’aborder des expérimentations, au niveau moléculaire, liées alarésistance (Alberts et
al, 1999) Cependant, il parait nécessaire, dans un premier temps, de mettre en évidence les
impacts physiologiques et biochimiques du pesticide. L’objectif de ce travail est donc
d’évaluer les effets du spinosad sur les métabolites (protéines, glucides et lipides corporels),
principaux marqueurs biochimiques de «fitness». La physiotoxicité du spinosad a été
déterminée au cours de deux générations successives de D. melanogaster, la génération
parent (GO) et la premiére genération ou G1 afin de préciser la rémanence potentielle du

spinosad.
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Chapitre 1 : Données Bibilographique
1. Lesinsecticides

Les insecticides sont des substances qui permettent I’élimination des arthropodes. Ils peuvent étre
utilisés contre les larves et/ou les ceufs (larvicides) ou encore contre les adultes. Ils doivent étre
nocifsvis a vis des insectes ravageurs mais auss relativement inoffensifs pour les organismes non

cibles.
2. Historique

La lutte contre ces organismes existe depuis des millénaires. L’usage du soufre est apparu chez les
Sumériens vers 2000 ans avant Jésus-Christ et I’arsenic était recommandé par Pline (naturaliste
romain) en tant qu’insecticide.

En 1690, Jean de la Quintinie a décrit les propriétés insecticides du tabac (nicotine). Cependant, ce
n’est qu’au XIXe siécle que I'utilisation des pesticides a connu un développement important.
Différents éléments ont favorisé ce développement: I’accroissement démographique de la
population humaine (obligation d’augmenter la productivité agricole), I’affaiblissement des terres
agricoles (épidémies dans les cultures), I’apparition du machinisme agricole ainsi que les progres
considérables dans le domaine de la chimie organique de synthése. Les traitements des cultures
par les insecticides apparaissent alors avec I’utilisation de I’arsenic pour lutter contre les insectes
ravageurs (ex: arséniate de plomb contre I’Eudémis de la vigne). Néanmoins, le véritable essor des
pesticides de synthése débute au XXe siecle. On assiste a un développement considérable des
insecticides organiques qui sont majoritairement des composés organochlorés. Le DDT
(dichlorodiphényltri chloroéthane) a été synthétiseé en 1874 par Othman et Zeidler et ses propriétés
insecticides furent découvertes en 1939 par Mller et Weissman. Il fut tres efficace dans la lutte
contre les insectes ravageurs comme les moustiques vecteurs du paludisme. D’autres
organochlorés furent utilisés comme le HCH

(hexachlorocyclohexane), I’endosulfan, I’aldrine oula dieldrine. Au cours de la seconde moitié du
XXe siécle, de nombreuses découvertes ont permis d’enrichir la famille des pesticides dans le
domaine agricole notamment par les recherches menées sur les gaz de combat durant la seconde
guerre mondiale. Des insecticides tres efficaces apparaissent alors. Tout d’abord, la famille des
organophosphorés dont les propriétés ont été mises en évidence en 1936 et qui se développent a
partir de 1944 avec le malathion, le dichlorvos ou encore le parathion. En1957, le premier
insecticide appartenant a une nouvelle famille, les carbamates, est décrit: le carbaryl qui sera suivi

par le carbosulfan ou encore I’aldicarbe. Dans les années 1970-1980, une autre famille
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d’insecticides est découverte: les pyréthrinoides, analogues de synthése des pyréthrines,
substances présentes dans les fleurs de chrysanthéme. Certaines molécules sont encore utilisées
actuellement comme la perméthrine, la cyperméthrine et la deltaméthrine. Les benzoylurées
apparaissent en 1972 avec le diflubenzuron puis les phénylpyrazolesen 1993 avec le fipronil. Dans
les années 1970s puis 1980s, des recherches basées sur la structure de la nicotine ont permis le
développement d’une nouvelle famille d’insecticides, les néonicotinoides (Jeschke et Nauen,
2008). La commercialisation de I’imidaclopride débute en 1994 et il sera suivi par d’autres
substances comme le thiaclopride, le nitenpyrame ou encore le clothianidine. Les néonicotinoides

dominent actuellement |e marché des insecticides.
3. Les différentes familles d’insecticides et leurs modes d’action

Au cours de ces dernieres années de nombreuses familles d’insecticides sont apparues. Elles
peuvent étre classées par groupe selon leurs modes d’action et la cible visée (Insecticide mode of
action classification, IRAC 2012). Ces cibles sont variées et correspondent a des enzymes, des
protéines, des canaux, des récepteurs...Certaines familles agissent sur la croissance en perturbant
la mue des insectes (famille des diacylhydrazines), d’autres comme les benzoylurées perturbent
leurs dével oppements.

Les insecticides interviennent également dans la respiration cellulaire ou encore au niveau des
muscles pour une toute petite partie d’entre eux. Certaines bactéries comme Bacillus thuringiensis
peuvent étre aussi utilisées car elles produisent des endotoxines, déléteres pour I’insecte.
Cependant une classe reste largement majoritaire de part son efficacité élevee, elle correspond aux
neurotoxiques. Ils agissent au niveau du systeme nerveux et renferment plusieurs familles
d’insecticides comme les organochlorés ou les néonicotinoides.

D’autres insecticides sont également utilisés mais la cible et le mode d’action restent incertains ou
méconnus comme le bifénazate (Casida, 2009). Toutes ces familles d’insecticides agissent donc au

niveau de cibles bien distinctes que je vais détailler par la suite.

3.1. Les perturbateurs des processus de croissance et de

développement chez I’insecte

Ces insecticides ayant un ro6le sur la croissance et le développement de I’insecte sont souvent
utilisés en cas d’échec d’autres familles d’insecticides. Chez le moustique en particulier, apres
I’apparition de résistance aux pyrethrinoides et aux organophosphates, des insecticides de ce
type ont été utilisés (Belinato et al., 2013). |Ils agissent en tant que régulateurs de croissance

desinsectes (IGR, Insect Growth Regulators). Les IGRs ont été classés en 2 groupes, le
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premier correspond aux inhibiteurs de la synthese de la chitine qui intervient dans la formation de
la cuticule et le deuxieme correspond a des substances qui perturbent I’action

des hormones spécifiques des insectes (hormones juvéniles et ecdysone) (Tunaz et Uygun,2004).

3.2. Lesinhibiteursdela synthése dela chitine:

La chitine est un biopolymére trés répandu dans la nature qui est produit par les insectes et
particulier. Elle est le composant majeur de la cuticule qui constitue I’exosquelette chez les
insectes. La chitine est également présente dans la matrice péritrophique, couche protectrice de
I’intestin moyen des insectes contre |’attaque de pathogénes ou de toxines (Merzendorfer et
Zimoch, 2003).

La synthése de la chitine est un processus crucial pour la croissance et le développement de
I’insecte. En effet, elle est le constituant majoritaire de la cuticule que I’insecte remplace
régulierement a travers le phénomene de mue. L’inhibition de la synthése de la chitine induit des
perturbations dans la formation de la cuticule et la mue avorte. C’est pourquoi des inhibiteurs de la
synthese de la chitine ont été développés en tant qu’insecticides comme les benzoylurées .

Ces insecticides ont une faible persistance dans I’environnement et ils sont presque sans danger
pour les organismes non cibles. Ces insecticides restent utilisés dans le domaine de I’arboriculture,
la sylviculture et la santé publique pour I’élimination des moustiques vecteurs de maladies

humaines. Les benzoylurées représentent 3% du marché mondial (Sparks, 2013).

3.3. Les perturbateurs hormonaux:

Chez lesinsectes, |e développement est rythmé par des processus de mues. Les mues de croissance
permettent & la larve d’augmenter sa taille alors que les mues de métamorphose induisent de
nombreux changements morphologiques aboutissant a I’imago. Ces différentes étapes sont
régulées par deux hormones principales: I’ecdysone, hormone stéroidienne de mue (active sous
forme de 20-hydroxyecdysone, 20E) et |es hormones juvéniles (JH) (Dhadialaet al., 1998).

Au niveau moléculaire, la cible de la 20E est un récepteur nucléaire, un hétérodimere composé de
EcR (ecdysteroid receptor) et de USP (ultraspiracle). Ces deux proténes font partie de la famille
des récepteurs aux hormones stéroidiennes et présentent un domaine de liaison a I’ADN. Le
complexe 20E-récepteur va ensuite se lier a I’ADN au niveau de sites spécifiques et jouer le rble
de facteur de transcription pour des genes cibles impliqués dans les processus de mues

(Dubrovsky, 2005). Ce processus démarre avec I’augmentation de la quantité de la 20E. Chez la
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drosophile, cette hormone est sécrétée par les glandes prothoraciques au niveau du cerveau de la
larve. Suite a I’augmentation de la 20E, la larve arréte de se nourrir. L’ancienne cuticule se
détache des cellules de I’épiderme (I’apolyse) et crée un espace qui se remplit de liquide exuvial
contenant des enzymes chitinolytiques inactives. Sous I’influence de la 20E, les cellules de
I’épiderme s’organisent pour produire massivement les constituants de la nouvelle cuticule. Une
fois que la quantité de 20E diminue, les enzymes chitinolytiques sont activées pour digérer une
partie de I’ancienne cuticule. Le liquide exuvial est ensuite réabsorbé suivi d’une libération de
I’hormone d’éclosion,permettant I’exuviation. Le declenchement des mues est donc dd a une
augmentation de 20E. Si cette hormone agit en synergie avec les hormones juvéniles, une mue
larvaire sera déclenchée Durant le dernier stade larvaire, une action de la 20E en absence
d’hormones juveniles va permettre I’induction non plus de mues larvaires mais de mue de
métamorphose. Ces processus de croissance et de développement sont trés bien coordonnés
principalement par la 20E et les hormones juveniles. Une perturbation dans I’homéostasie d’une
de ces hormones peut avoir des conséquences dramatiques pour I’insecte.

Ainsi des analogues d’hormones specifiques des insectes ont été utilisés comme insecticides pour
le contrdle des nuisibles en agriculture. La famille la plus importante correspond
auxdiacylhydrazines, agonistes d’ecdystéroides Découverts par Rohm et Haas dans les années
1980s, ces composants provoguent une mue prématurée chez les insectes cibles, qui conduit a la
mort de la larve. Ces produits sont donc désignés comme accél érateurs de mues (Fahrbach et al,
2012). L’avantage de ces insecticides réside dans leur spécificité d’action. Par exemple, le
tebufénozide est toxique pour les |épidopteres mais trés faiblement toxique pour les autres espéces
comme les coléoptéres, les dipteres, les pollinisateurs comme I’abeille ainsi que les mammiféres
(Dhadialaet al., 1998).

Ils ont également une faible rémanence dans I’environnement. D’autres études ont permis le
développement de nouveaux insecticides comme le tétrahydroquinoline pour lutter

spécifiguement contre les moustiques (Fahrbach et al, 2012). Ces insecticides sont principalement
utilises dans I’arboriculture et la viticulture. Cependant ces insecticides ont une action plus lente
gue les neurotoxiques, ce qui provoque des pertes plus importantes dans les cultures utilisant ces
insecticides. Les diacylhydrazines représentent 1% du marché mondia des insecticides (Sparks,
2013).
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4. Utilisation de certaines bactéries comme insecticides:;

Certaines bactéries, en particulier Bacillus thuringiensis (Bt), sont pathogenes pour certaines
catégories d’insectes (coleopteres, dipteres, lépidopteres principalement) surtout durant les stades
larvaires (Bravo et al., 2011). Bt a la capacité de synthétiser des inclusions cristallines associées
aux spores ayant des propriétés insecticides. Elles sont formées de protéines variées appelées
toxines Cry (Bravo et al., 2011).

Une fois ingérées (inclusions cristallines-spores) par les larves des insectes, les protoxines
contenues dans les inclusions sont solubilisées par les protéases de I’intestin moyen, libérant ainsi
les [1-endotoxines. Ces protéines toxiques vont ensuite se lier aux récepteurs cadherin-like situés a
la surface des microvillosités des cellules épithéliales et subir une protéolyse. Cette étape va
permettre I’oligomérisation des protéines toxiques puis la liaison avec d’autres types de récepteurs
(GPI anchored receptor) et enfin I’insertion dans la membrane des cellules épithéliales pour
former des pores (Figure 9). Cette éape va induire un choc osmotique au niveau de I’intestin
moyen et favoriser la germination des spores. Bt va aors se multiplier et se répandre dans
I’organisme provoquant la mort de I’insecte par septicémie (Nielsen-LeRoux et a., 2012).

Gréce a ses propriétés insecticides, Bt est utilisée pour lutter contre les insectes nuisibles dans
certaines cultures (vignes, arbres fruitiers), dans le domaine de la sylviculture, le stockage de
graines et contre les moustiques, vecteurs de maladies humaines. Les insecticides contenant Bt
représentent environ 2% du marché mondial actuel (Bravo et a., 2011). Ces insecticides sont
principalement commercialisés sous forme de suspension de spores mais I’'usage commercial est

limite.

4.1. Le systeme nerveux desinsectes, cible majeur e desinsecticides:

Les neurotoxiques restent la classe la plus importante qui correspond a plus de 75% du marché
mondial des insecticides (Casida, 2009). IIs agissent au niveau du systéme nerveux des insectes en
perturbant la transmission synaptique. Les neurotoxiques ont I’avantage d’agir rapidement et
efficacement pour stopper les dégéts engendrés dans les cultures. 1ls agissent également sur les
insectes vecteurs de maladies humaines comme le moustique (Casida et Durkin, 2013). Ces
neurotoxiques ont pour cibles majeures: (1) les récepteurs canaux de I’acide y-aminobutyrique
(GABA), cibles des phénylpyrazoles et de certains organochlorés, (2) les canaux sodium voltage-

dépendant, cibles des pyréthrinoides et de certains organochlorés, (3) I’acétylcholinestérase, cible
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des organophosphorés et des carbamates et (4) le récepteur nicotinique a I’acétylcholine (nAChR),

cible des spinosynes et des néonicotinoides.

4.2. L’acétylcholinestérase:

L’ acétylcholinestérase est la cible des organophosphorés et des carbamates. Cette enzyme
hydrolyse I’acétylcholine pour stopper la transmission synaptique et réguler la concentration

de ce neurotransmetteur dans la synapse cholinergique.L’acétylcholine réagit avec les sites actifs
de I’acétylcholinestérase (site anionique et la triade cataytique: Ser-His-Glu) et subit une
hydrolyse. La choline est ains libérée et un intermédiaire "“acétyl-enzyme™” est formé (Soreq et
Seidman, 2001). Une deuxiéme étape d’hydrolyse permet la libération d’acétate et régénére
I’acétylcholinestérase.

Ce mécanisme est perturbé par les organophosphorés et les carbamates. Les carbamates et les
organophosphorés sont toujours utilisés a ce jour contre les moustiques vecteurs de maladies
humaines, en agriculture et horticulture (Figure 19). Des études sont en cours pour améliorer la
sdlectivité insectessmammiferes. Actuellement, les organophosphorés représentent 13% et les
carbamates 6% du marché mondial (Sparks, 2013).

5.Definition des biopesticides:

les biopesticides contraction de <<pesticide biologiques >> aussi sont définis comme<<une forme

de pesticides bassée sur des micro-organismes ou des produits naturels>> ces produits sont
typiquement produits par la concentration d’organismes naturels ou de leur métabolites dont des
bactéries et autres microbes des champigions des nématodes comprennent plusieurs types de
methode de lutte contre les ravageurs et maladies les biopesticides les plus connus sont ceux
fabriquée a partir de la bactérie Bacillus thuringiensis (BT) un insecticide communément utilisé en
agriculture biologique mais de nombreux autres ingrédients actifs sont également disponibles
(abbott,1925)
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Chapitre 2:matériel et méethodes

1. Présentation du matériel biologique

D. melanogaster, organisme modéle, est aussi appelée mouche du vinaigre (Fig.1). C'est
un insecte hygrophile, et holométabole a métamorphose compléte (Colombani et al., 2006).
Ces mouches, aux yeux rouge vif, sont de couleur brun jaunéire, avec des anneaux
transversaux noirs au travers de I'abdomen (Wolfgang & Werner, 1992). Les adultes de D.
melanogaster ont un poids moyen de 0.54 mg et une longévité de 30 jours a une température
de 29° C. Un dimorphisme sexuel est présent ; en effet, les femelles mesurent environ 3 a 4
millimétres de long mais les males, un peu plus petits (3 millimétres) ont la partie arriere de
leur corps plus foncée (Fig. 2). D. melanogaster présente un potentiel reproducteur important
(Griffiths et al. 2002) (lesfemelles peuvent pondre jusqu'a 500 ceufs en dix jours) .

Figurel: D. melanogaster Figure 2 : D.melanogaster
(Sturtevant, 1921) (x 8) A méeB femelle (Sturtevant, 1921) (x 8)

Regne : Animala

Embranchement :Arthropoda

Sous embranchement : Hexapoda

Classe . Insecta

Sous-classe : Pterygota

Infra-classe : Neoptera

Ordre : Diptera

Sous-ordre : Brachycera

Infra-ordre : Muscomorpha

Famille : Drosophilidae

Sous-famille : Drosophilinae

Genre : Drosophila

Espece :melanogaster  (Miegen, 1830).
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Le cycle biologique de D. melanogaster (Fig. 3) s’effectue en moyenne en 11 jours a 25° C.

La vitesse de développement est fonction de la température car cette espéce y trés sensible. D.

melanogaster, présentant des larves (larves de type « asticot ») bien différenciées

morphologiquement de I’adulte, passe successivement par |es stades suivants :

CEuf : petit, blanc, nanti de deux filaments respiratoires.

Larve (le seul stade pendant lequel I'animal grandit) : vermiforme, blanche, se
nourrissant continuellement. Elle n'arréte pas de creuser des galeries dans le milieu
nutritif. Au cours de sa croissance, lalarve passe par trois stades successifs séparés par

des mues.

Pupe (stade de transformation intense, dans une sorte de cocon) : alafin du dernier

stade larvaire, la larve sort du milieu nutritif, gagne un endroit sec, sy fixe et se
métamorphose. Elle apparait alors comme une sorte de graine brunétre sur la paroi
interne du flacon d'élevage. Ce stade est appelé pupaison et dure environ 4 jours a
25°C.

Adulte (la mouche a acquis sa forme définitive ailée) : au cours de sa vie en
apparence immobile a l'intérieur de la pupe, |'anima sest transformé tres
profondément pour acquérir des pattes, des ailes, etc. Lors de la mue imaginale,
I'adulte apparait d'abord difforme et blanchétre, mais il se pigmente et Sactive
rapidement. En I'espace de quelques heures, il a acquis sa taille, son aspect définitif
mais aussi la maturité sexuelle; c'est seulement a ce dernier stade (Adulte) que la
drosophile est capable de se reproduire (maturité sexuelle). L’adulte femelle devient

fécondabl e aprés 8-10 heures et commence a pondre deux jours plus tard.

11
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Figure 3. Le cycle devie de D.melanogaster (Howard, 1900) (x12)

2. Elevage au laboratoire

L'édlevage se fait sur milieu artificiel, en conditions contrélées (température: 25°C;
hygrométrie : 70% ; scotophase : 12 h.) dans des tubes avec des bouchons en mousse (Fig. 4)
ou dans des bouteilles de stockages (élevages de masse). Le milieu nutritif constitue le milieu
dans lequel se développeront les larves ; aussi et afin d'éviter |'engluement, il doit étre solide,
sans cependant étre trop compact pour permettre |'évolution des larves.
Cemilieu gélose est composée de 33,3 g semoule de mais, 33,3 g levure de biére,4,8 g d’agar-
agar et de I'eau digtillée selon nécessité, Le mélange est porté a ébullition pendant 1 a 2
minutes en agitant sans arrét pour ne pas accrocher au fond de la casserole. Aprés
refroidissement on ajoute 20 ml d’antifongique (une solution d'acide benzoique 95% dans de
I'éthanol a 70 %). Le substrat est déverse dans des flacons de plastique qui seront bouchés par

un tampon de mousse laissant passer |'air.

12
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Figure4: Elevage de D. melanogaster (Royaume, 2008).

3. Présentation du pesticide et traitement

Le spinosad, pesticide naturel, est issue de la fermentation naturelle (processus découvert en
1982) d'une bactérie Actinomycete (Thompson et al., 2000), présente naturellement dans le
sol appelée saccharopolyspora spinosa. Le spinosad, suspension concentrée (SC) blanche
cristalline, correspond a un mélange de deux molécules responsables de son activité et qui
sont appelées spinosyns A et D (Sparks et al., 1995). (Fig.5 et 6).

13
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Figure 5: surface épineuse de la bactérie Figure 6: Coupe longitudinale de la bactérie

Lafigure 7 présente la structure chimique du spinosad avec un radical R correspond soit
a un hydrogene pour la spinosyne A, soit & un méthyle pour la spinosyne D. La spinosyne-A
de formule chimique Ca1HesNOio et la spinosyne-D Ca2He7NO1o (EPA, 1997). Le poids
moléculaire est de 731,95 g/mol pour la spinosyne A et 745,98 g/mol pour la spinosyne D
(Deardorff et Stark, 2009).

Ha

L ANy
CH4 A/D

0 CHz

HyCH, ¢ ™0 /(U)\

Spinosyn &, B=H
Spimosyn D, B=CH+

O CH, 0 CH;
= 0 CH3

Figure 7. Structure du spinosad (Horowitz & Ishaaya, 2003)
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Le spinosad a été testé, in vivo, a une concentration de 288,50 ppm préal ablement
déterminée, (Chaabane, et al, données non publiées) correspondant a la concentration
d’inhibition de 50% de la mue nymphale ou CI 50 chez D. melanogaster. L’insecticide a été
administré, par application topique (1 ul par insecte) sur la face ventrale des larves de dernier
stade de D. melanogaster (L3), a I’aide d’une micro-seringue. Les individus de la série
témoin recoivent uniquement le solvant qui est I’acétone (1 pul). Le traitement est effectué sur

leslarves de la GO seulement.

4. Echantillonnage

Les différents échantillons correspondent a des pupes et des adultes agées de 0O jours,
des séries témoins et traitées avec le spinosad appartenant a deux générations successives, la
génération parents (GO) et a la génération 1 (G1). Les échantillons prélevés sont conservés

dans 1 ml d’acide trichloroacétique (TCA a 20 %) jusqu’au dosage.

5. Extraction et dosage des métabolites
5.1. Extraction des métabolites
L’extraction des différents métabolites (protéines, glucides et lipides) a été réalisée
selon le procédé de Shibko et al. (1966) (Fig.8). Apres homogénéisation, aux ultrasons, des
corps entier des différentes stades de développement de D. melanogaster, conservées dans du
TCA, une centrifugation (5000 tours/min pendant 10 min), permet d'obtenir un premier
surnagent qui servira pour le dosage des glucides. Ce premier culot est récupéré dans 1 ml
d’un mélange éther/ chloroforme (V/V) et une deuxiéme centrifugation (5000 tours/min
pendant 20 min) permettra de récupérer le surnageant Il qui servira au dosage des lipides. Le
culot Il serviraensuite pour le dosage des protéines apres addition de 1 ml d’eau distillée.
Tous les dosages ont été effectués sur des fractions aliquotes (100 pl) et les teneurs
dans les différents métabolites ont été quantifiés par des droites de régression déterminées a
partir des courbes de références.
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D. melanogaster

1 ml (TCA 20 %)

Broyage
(Mécanique + ultrasons)

Centrifugation
(5000 tours/min, 10 min)

Surnageant | Culot | + 1 ml
Ether/Chloroforme (1V/1V)

Centrifugation
(5000 tours/min, 20min)

’ Surnageant || Culot+1mld’eau
Dosage selon Duchateau & Dosage selon Dosage selon
Florkin (1959) Goldsworthy et al (1972) Bradford (1976)

16



Chapitre 2 : matériel et méthodes

Figure 8. Extraction (Shibko et al, 1966) et dosage des métabolites dans le corps entier de
différents stades de dével oppement chez D.melanogaster.

5.2. Dosages des métabolites
a/ Dosage des protéines

Les protéines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le bleu
brillant de coomassie’ G 250 comme réactif et I’albumine de sérum de beeuf (1 mg/ml)
comme standard. Le dosage des protéines dans le corps des mouches a été effectué dans une
fraction aliquote de 100 pl. la lecture des absorbances est réalisée a une longueur d’onde de

595 nm contre un blanc de gamme (Tab.1; Fig. 9).

1- 100 mg de BBC+50 ml d’éthanol+Agitation pendant 2 heurs, 100 ml d’acide ortho phosphorique a 80% sont

alors rajoutés et le tout est complété a 1000 ml avec I’eau distillée.

Tableau 1. Dosage des protéines pour les différents stades de développement de D.
melanogaster : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA 0 20 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité de protéines (uQ) 0 20 40 60 80 100
Absorbances 0O | 0179 | 0416 | 0593 | 0,741 | 0,908
=
0.9 - y=0,0081x +0,0155

R*=09946

0 20 40 G0 &0 100 120
Quintite de I'albumine (pg)
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Figure 9. Dosage des protéines dans les différents stades de développement de
D.melanogaster : droite de régression exprimant I’absorbance a 595 nm en fonction de la
quantité d’albumine (ug).

b/ Dosage des glucides

Le dosage des glucides a été réalisé selon Duchateau et Florkin (1959) qui utilise
I’anthrone? comme réactif et une solution mére de glucose (1g/l) comme standard. Le dosage
des glucides dans le corps des mouches a été effectué dans une fraction aliquote de 100 pl. la
lecture des absorbances est réalisée a 620 nm contre un blanc de gamme (Tab. 2 ; Fig. 10).

2- 250 mg d’anthrone+ 75 ml d’acide sulfurique et 25 ml d’eau distillée.

Tableau 2. Dosage des glucides dans les différents stades de développement 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 distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité de glucose (l1Q) 0 20 40 60 80 100
Absorbances 0 0,180 0,325 0,483 | 0,666 | 0,818
0,9 1
0,8 y = 0,0082x + 0,0044
0.7 - R® = 0,9991
g 0.6 -
g 0,5 1
2 041
Q
< 0,3 -
0,2
0,1
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Quantité de glucose (ug)
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Figure 10. Dosage des glucides dans les différents stades de développement de D.
melanogaster : droite de régression exprimant I’absorbance a 620 nm en fonction de la
quantité de glucose (LQ).

c/ Dosage des lipides

Les lipides ont été déterminés selon la méthode de Goldworthy et al. (1972) utilisant la
vaniline® comme réactif et une solution mére de lipides (2,5mg/ml) comme standard. Le
dosage des lipides dans le corps des mouches a été effectué dans une fraction aliquote de
100pl. Les absorbances sont lues, aprés 30 minutes d’obscurité, a une longueur d’onde de 530
nm (Tab. 3; Fig. 11).

3- 0,38g de vanilline+55ml d’eau distillée+195ml d’acide ortho-phosphorique a 85% -25mg d’huile de

table+10ml de solvant éther/chloroforme (v/v).

Tableau 3. Dosage des lipides dans les différents stades de développement de D.
melanogaster : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant Ether-chloroforme (ul) | 100 80 60 40 20 0
Vanilline (ml) 25 25 25 25 25 25
Quantité de lipides (ug) 0 50 100 150 200 250
Absorbances 0 0,082 0,193 0,278 0,393 | 0,510
0,6 -
y = 0,0051x - 0,0122
0.5 1 R? = 0,9966
0,4
[}
8
S 03
2
2 0,2
o]
<
0,1 -
0 T T T T 1
D 20 40 60 80 100 120
-0,1 -

Quantité de lipide (ug)
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Figure 11. Dosage des lipides dans les différents stades de développement de D.
melanogaster : droite de regression exprimant I’absorbance a 530 nm en fonction de la
quantité de I’huile de table (ug).

6. Analyse statistique
Les résultats obtenus sont représentés par la moyenne suivie de I’écart type, La régression
linéaire, le test de Student ainsi que I’analyse de la variance a un critére de classification. Pour
toutes les series de données, I’égalité des variances a tout d’abord été confirmée grace aux
tests de Bartlett et de Levéne avant I’utilisation des tests paramétriques.
Tous les calculs ont été effectués a I’aide du logiciel MINITAB d’analyse et de

traitement statistique des données, version Frangaise 13 pour Windows (X, 2000).
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Chapitre 3: résultats et discussion

L’etude biochimique a permis de determiner les quantités des différents métabolites
(protéines, glucides, lipides) dans le corps entier des différents &ges de Drosophila
melanogaster chez les séries témoins et traitées par le spinosad (Cl 50 : 288,50 ppm).

1. L’effet de spinosad sur les quantités des protéines dans le corps entier

chez la génération O des pupes et adultes &gées de O jours, les résultats obtenus par la
comparaison des moyennes (test t de student) révelent une diminution significative , par
contre les pupes dgées de O jours, aucune différence n’est observee entre les traitées de la
génération 1 par rapport aux témoins (p> 0,05), une diminution significative (p=0.046) chez
les adultes &gées de O jours, enfin chez les pupes et les adultes &gée de 0 jours aucune
difféerence n’est observée entre traitée de la génération O par rapport aux traitées de la
génération 1 (p>0,05). L analyse de la variance a un critere de classification confirme ces
résultats et montre aucune effet, (p> 0,05) .pour les pupes &gées de 0 jours, un effet tres
significatif (p=0,009) chez les adules &gées de O jours.

Tableau 4. Effets, in vivo, du spinosad testé par application topique (Cl 50 ; 288,50ppm) sur
les quantités en protéines dans le corps entier (ug/mg) des pupes de D.melanogaster agées de
0 jours. (m £ s; n=4). Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes
séries

Génération O Génération 1 ANOVA
Pupe Témoin Traitée Témoin Traitée
0jour 15,31+1,37 | 10,59+0,93 | 15,20+1,18 | 13,61+1,29 p = 0,037*
a b a Ab

Seuil de significativité de p<0,05
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Tableau 5. Effets, in vivo, du spinosad testé par application topique (CI 50 ; 288,50ppm) sur
les quantités en protéines dans le corps entier (ug/mg) des adultes de D. melanogaster agées
de 0 jour. Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes séries(m+ s ;

n=4).
Génération O Génération 1 ANOVA
Adultes0 Témoin Traitée Témoin Traitée
jours 15.91+0.53 | 12.78+0.81 | 15.98+0.71 | 13.73+t047 | P=0,009**
a b a B

Seuil de significativité de p<0,05

18 o

16 1

14 A

12 4

10 o

Quantité de proteines (ug/mg)

O Témoins

| Traités

0O Témoir

Génération O

Age (O jours)

Génération 1

B Traités

Figure 12. Effet, in vivo, du spinosad testé par application topique (CI ; 288,50 ppm) sur les
guantités en protéines dans le corps entier (ug/mg) des pupes de D.melanogaster agées de 0
jour. Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes séries (m £ s ; n=4).

(*) Différences significatives.
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Figure 13. Effet, in vivo, du spinosad testé par application topique (Cl ; 288,50 ppm) sur les
guantités en protéines dans le corps entier (ug/mg) des adultes de D.melanogaster agées de O
jours. Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes séries (m = s ; n=4).
Comparaison entre séries témoins et traitées.

(*) Différences significatives.

2. Effetsdu spinosad sur les quantités des glucides dans le cor ps entier

Les résultats obtenus par la comparaison des moyennes (test t de student) révelent une
diminution hautement significative entre les témoins et les traitées de la génération O
(p<0.001) pour les pupes et les adultes agées de O jours, cependant une diminution tres
significative pour les pupes agées de 0 jours, hautement significative pour les adultes agées
de O jours. Une augmentation trés significative des quantités en glucides a é&é également
montré apres comparaison entre les traitées de la génération 0 et la génération 1 (p<0,01) pour
les pupes agées de O jours, chez les adultes &gée de 0 jours aucune différence n’a été
observée.

L analyse de la variance a un critére de classification confirme ces résultats et montre

un effet hautement significatif (p<0,001) pour les pupes et les adultes agées de 0 jours.
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Tableau 6. Effets in vivo, du spinosad testé par application topique (Cl 50 ; 288,50ppm) sur
les quantités en glucides dans le corps entier (ug/mg) des pupes de D.melanogaster agées de 0
jours. Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes séries (m x s ; n=4).

Génération O Génération 1 ANOVA
Pupes Témoins Traitées Témoins Traitées
Ojours | 54,15+1,1 27,76+2,3 53,84+1,3 39,92+1,5 p<0,001***
A b a bc

Seuil de significativité de p<0,05

Tableau 7. Effets in vivo, du spinosad testé par application topique (Cl 50 ; 288,50ppm) sur
les quantités en glucides dans le corps entier (ug/mg) des adultes de D.melanogaster agées de

0 jours. Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes séries (m £ s;
n=4).

Génération 0

Génération 1 ANOVA
Adultes0 Témoins | Traitées Témoins | Traitées
jours | 4340+1,3 |2494+090 | 43.40+0,90 | 27,94+12 | P<0,001***
A b a b

Seuil de significativité de p<0,05

24



Chapitre 3 : résultat et discussion

O Témoins W Traitées O Témoins MW Traitées

D
o
1

a
o
1

* k%

N
o
1

* k%

N
o
1

Quantité de glucide (ug/mg)
w
o

=
O
I

o

Génération 0 Génération 1

pupes (0 jours)

Figure 14. Effet in vivo, du spinosad testé par application topique (Cl ; 288,50 ppm) sur les
guantités en glucides dans le corps entier (ug/mg) des pupes de D.melanogaster agées de O
jours. Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes séries (m £ s; n=4).
Comparaison entre séries témoins et traitées :

(**) Différences tres significatives

(***) Différences hautement significative.
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Figure 15. Effet in vivo, du spinosad testé par application topique (Cl ; 288.50 ppm) sur les
guantités en glucides dans le corps entier (ug/mg) des adultes de D.melanogaster agées de 0
jours. Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes séries (m £ s; n=4).
Comparaison entre séries témoins et traitées :

(***) Différences hautement significative.
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3. Effetsdu spinosad sur les quantités des lipides dans le corps entier

Les résultats obtenus par la comparaison des moyennes (test t de student) ne révélent
aucune différence entre les témoins et les traitées de la génération 0 (p>0,05) pour les pupes
et les adultes &gées de O jours., tres significative (p=0,044) pour les pupes &gées de 0 jours, et
n’indique aucune différence chez les adultes agées de 0 jours (p>0.05). La comparaison des
moyennes entre la génération O et la génération 1 révelent une diminution significative des
guantités en lipides (p=0,013) chez les pupes agées de 0 jours, mais aucune différence n’a été
observée pour les adultes &gées de O jours.

L’ analyse de la variance a un critére de classification confirme ces résultats et montre un
effet trés significatif (p<0,01) chez les pupes agées de 0 jours, aucune effet significatif
(p=0,379) pour les adultes &gées de O jours.

Tableau 8. Effets in vivo, du spinosad testé par application topique (Cl 50 ; 288,50ppm) sur
les quantités en lipides dans le corps entier (ug/mg) des pupes de D.melanogaster agées de 0

jours. Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes séries (m = s ; n=4).

Génération 0 Générationl ANOVA
Pupe Témoins Traitées Témoins Traitées
Ojours 80,79+1,5 81,89+1,2 80,20+1,7 73,21+2,2 p<0,01**
a a a b

Seuil de significativité de p<0,05

Tableau 9. Effets in vivo, du spinosad testé par application topique (CI 50 ; 288,50ppm) sur
les quantités en lipides dans le corps entier (ug/mg) des adultes de D.melanogaster agées de

0 jours. Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes séries (ms ; n=4).

Génération 0 Génération 1 ANOVA
Adultes Témoins Traitées Témoins Traitées
Ojours | 170,84+1,6 | 170,21+2,4 | 170,61+0,79 | 174,93+2,9 P=0,379
a a a a

Seuil de significativité de p<0,05
D.melanogaster. Comparai son de moyennes pour un méme age entre les différentes séries (m
+ s; n=4). Comparaison entre séries témoins et traitées :

(*) Différence significatives.
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Figurel6. Effet in vivo, du spinosad testé par application topique (CI ; 288,50 ppm) sur les
guantités en lipides dans le corps entier (ug/mg) des pupes de D.melanogaster agées de 0
jours. Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes séries (m + s ; n=4).
Comparaison entre séries témoins et traitées :

(*) Différence significatives.
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Figure 17. Effet in vivo, du spinosad testé par application topique (CI ; 288,50 ppm) sur les
guantités en lipides dans le corps entier (ug/mg) des adultes de D.melanogaster agées de 0
jours. Comparaison de moyennes pour un méme age entre les différentes séries (m + s ; n=4).

Comparaison entre séries témoins et traitées.
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CHAPITRE 3: DISCUSSION
4. Discussion

Le contenu des métabolites principaux (protéines, glucides, lipides) sont des
biomarqueurs essentiels de “ Fitness de I’insecte, par ailleurs, ces événements jouent un réle
essentiel  particulierement dans la reproduction et le développement (Gade et Hoffman,
2005).

Les protéines jouent un réle fondamental dans I'organisme de toutes les espéces
biologiques vivantes connues (Malher et al, 1968). Ces dernieres entrent dans divers
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
(Jacobe et al, 1961). Nos résultats montrent que le spinosad, administré par application
topique, chez les larves L3 de D,mélanogaster affecte, en effet différé, le contenu en
protéines chez, les pupes et les adultes a I’exuviation de la génération 1 et la génération 0.
Ceci et en accord avec la littérature ou les pesticides peuvent affectée les métabolites dans

différents compartiment de I’organisme.

Le spinosad entraine également la diminution en proténes dans les ovaires chez Blattella
germanica (Maiza et al, 2011). Ces résultats sont en accord avec ceux Tine et al, (2011) sur
Blatta. orientalis L. (Dictyptera, Blattellidae) apres traitement a I’azadrachitine, et de Loucif-
Ayad et al, (2010) sur I’abeille A. mellifera intermissa apres traitement avec des acaricides
synthétiques et naturel, Une nouvelle molecule I’indoxacarbe, pesticide a faible risque
toxique, qui fait partie du groupe des oxadiazines entraine une diminution dans le taux des

protéines, chez B. germanica (Maizaet al, 2010).

Ces résultats similaires ont été aussi constatés chez plusieurs espéces traitées avec des
régulateurs de croissance; en effet, les agonistes des ecdystéroides (RH 5849, RH 5992
RHO0345) diminuent les contenus en protéines chez Tenebrio molitor (Soltani et al, 2002),
Leptinotarsa decemlineata (Smagghe et al, 1999), B. germanica (Kilani-Morakchi et al, 2009
a) ou encore Spodoptera littoralis (Smagghe et al, 1992). De plus, il a é&é montré que le
traitement de Spodoptera exigua et Leptinotarsa decemlineata, avec le RH-0345 et le RH-
5992, induisait aprés une augmentation transitoire, une diminution des concentrations de
protéines hémolymphatiques avant la mort des individus traités (Smagghe et al, 1996), Une
diminution du taux des protéines du corps a été constatée chez Penaeus kerathurus apres
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traitement au RH 0345 (Ghueid, 2006). L’application d’un analogue de I’hormone de mue, le
RH-0345, affecte également le contenu ovarien en protéines, chez T. molitor (Taibi et al,
2003) ou encore chez un poisson larvivore Gambusia affinis, ou il affecte la concentration en
protéines, dans les ovaires et I’hépatopancréas. Ou encore les analogues de I’hormone
juvénile comme le pyriproxyfene chez T. molitor (Aribi et al, 2006) ou le fenoxycarbe chez
Locusta migratoria (De kort et Koopmanshap, 1991) et chez Bombyx mori (Monconduit et al,
1998). De la méme maniére, le KK-42, antiecdystéroides et hormone juvénile, perturbe la
vitellogénese en inhibant les concentrations des protéines ovariennes in vivo chez T. molitor
(Soltani-Mazouni et al, 2001) et in vitro (Benlabiod-Boudraa, 1997). Ces résultats sont
observés auss sur les L5 de Locusta migratoria (Linné, 1758) (Orthoptera, Acrididae) par
I’activité biologique d’un dérégulateur de croissance le Téflubenzuron (TFB) (Halouane et al,
2001).

Les glucides représentent egalement I’élément énergétique de I’organisme jouant un
réle essentiel dans le métabolisme des insectes. Les taux de glycogéne et de tréhalose, dans
les tissus et I’hémolymphe, sont étroitement liés aux événements physiologiques comme la
mue et la reproduction (Wiens et al, 1968). Nos résultats montrent que le spinosad, administré
par application topique a la CI50 (288.50ppm) chez les larves de D,melanogaster entraine
une réduction de glucide, en effet, une diminution significative dans le contenu en glucides est
observée a tous les &ges testés, et ceci est en accord avec résultats de Blagburn et al, (2010)
qui indiguent une réduction en glucides dans les ceufs chez Ctenocephalides felis
(Siphonaptera). Le spinosad entraine également la diminution en glucides dans les ovaires
chez B. germanica (Maiza et al, 2013) et B. orientalis (Tine et al, 2013). La réduction du
contenu en glucides ovariens a été également montré chez les femelles de B.orientalis par un
autre pesticide d’origine naturelle I’azadirachtine, (Tine et al, 2011) ou encore avec ses
dérivés comme la trilogie, qui entraine de la méme maniere une diminution dans la
concentration en glucides chez Ctenopharyngodon idella (Hassanein et Okail, 2008). Ces
résultats sont aussi en accord avec ceux de Loucif-Ayad et al, (2010) sur I’abeille A. mellifera

intermissa apres traitement avec des acaricides synthétiques.
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Une nouvelle molécule I’indoxacarbe, pesticide a faible risque toxique, qui fait partie du
groupe des oxadiazines entraine une diminution dans le taux des glucides chez B. germanica
(Maiza et al, 2010). Par ailleurs, I’halofénozide (RH0345) entraine une diminution des
concentrations en glucides, chez G. affinis (Bouzioukh, 2000), Anthonomus gradis
(Thompson et al, 1982) et chez B. germanica (Kilani Morakchi et al, 2009). Les mémes effets
sont constatés chez Musca domestica par I’altoside ou ZR-515 (analogue de I’hormone
juvenile) (Abou El adla et al, 1990). Ces résultats sont observés aussi sur les L5 de Locusta
migratoria (Linné, 1758) (Orthoptera, Acrididae) par I’activité biologique d’un dérégulateur
de croissance le Téflubenzuron (TFB) (Haouane et al, 2001).

Les lipides représentent une partie importante de ces réserves (environ 40% en poids
sec) et constitue aussi la principale source d’énergie chez les insectes (Beenakers et al, 1985).
IIs sont transportés du corps gras, site de leur synthése et de leur stockage (Keely, 1985) vers
les organes utilisateurs (Kilby, 1963) via I’hémolymphe pour étre utilisés. Dans nos résultats,
les lipides ne semblent pas étre affectés par le traitement au spinosad et ceci pour les deux
générations. Les mémes résultats se retrouvent également chez G.affinis apres traitement au
DFB (Bouziouk, 2000). Un autre pesticide d’origine naturelle, [’acétamipride
(néonicotinoide) réduit également le contenu en lipides ovariens chez B. germanica (Maiza et
al, 2004). A I’opposé, le spinosad réduit ce métabolite dans les ceufs chez la puce
Ctenocephalides felis (Byron et al, 2010) et provoque auss une diminution en lipides
ovariens chez B. germanica (Maiza et al,2013). Les teneurs en lipides diminuent aussi chez B.
orientalis apres traitement a I’azadirachtine (Tine et al, 2011) ; Ces résultats sont aussi en
accord avec ceux de Loucif-Ayad et al, (2010) sur I’abeille A. mellifera intermissa apres
traitement avec des acaricides synthétiques. L’acide borique, un insecticide inorganique
(Kilani-Morakchi et al, 2009 b) présentent |les mémes effets chez B. germanica.

Ces résultats sont observés aussi sur les L5 de Locusta migratoria (Linné, 1758) (Orthoptera,
Acrididae) par I’activité biologique d’un dérégulateur de croissance le Téflubenzuron (TFB)
(Haouane et al, 2001).

Les travaux de Daas (2006) ont également démontrés que I’application de plusieurs
mimétiques de I’hormone de mue tels que le RH-2485, le RH-5992 et |le RH-0345 sur les

femelles de Eupolybothrus nudicornis (Myriapode) réduisent les concentrations en lipides
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dans I’hémolymphe et dans les tissus ovariens. Une nouvelle molécule I’indoxacarbe,
pesticide a faible risgue toxique, qui fait partie du groupe des oxadiazines entraine une

diminution dans le taux des lipides chez B. germanica (Maizaet al, 2010).

La réduction des taux de ces divers métabolites dans le corps entiers de D.
melanogaster apres le traitement avec le spinosad peut étre expliquée par la neurotoxicité du
spinosad et les relations étroites entre les systémes nerveux et neuroendocrinien ceci indique
les effets observés du spinosad pourrait s’expliqué via I’interaction avec les hormones et

neurohormones contrélant la physiologie et |e métabolisme des insectes.

Il apparait que le spinosad entraine une diminution dans le contenu en glucides et
protéines dans le corps entier chez la premiere génération mais non pas chez la génération
parent ; par consequent, le spinosad semble agir avec un effet différé, cette rémanence de la
molécule devrait étre prise en compte dans la lutte pour la gestion du phénoméne de la

résistance.
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Résumé

Le spinosad, pesticide naturel, a éé administré, in vivo, par application topique a une
concentration correspondant a la CI150 (288.50 ppm), chez les larves de derniers stades de D.
melanogaster. Les effets du spinosad ont été évalués, sur les parameétres biochimiques de
I’insecte (protéines, glucides, lipides) dans les différents stades de développement de D.
mélanogaster (pupes et adultes le jour de I’exuviation).Le contenu de ces métabolites
déterminé selon Bradford, 1976 (protéine), Duchateau et Florkin, 1959 (glucide) et
Goldsworthy et al, 1972 (lipide) a été précisé aux cours de deux générations successives,

génération parent (GO) et genération 1 (G1).

L’étude biochimique, montre que le spinosad perturbe la synthese des métabolites chez
les pupes et les adultes, en effet une diminution dans le contenu en protéines et en glucide est
observée chez D. mélanogaster, traitées comparativement aux témoins dans la GO et la G1,
cependant le contenu en lipides chez les deux &ges ne semblent pas étre affecté par le

traitement au spinosad et ceci pour les deux générations.

Motsclés. Biopesticide, spinosad, D. mélanogaster, métabolites, résistance,
dével oppement.
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Résumé

summary

Spinosad, the natural pesticide, was administered, in vivo, by topical application with a
corresponding concentration to the C150 (295-12ppm), among the last stage of larvae by
D.melanogaster. the effects of spinosad was evaluated over the biochemical settings of the
insect (proteins, carbohydrates, lipids) in the diffrent stages of their development by
D.melanogaster (pupae and adults the day of exuviation).

The value of this metabolism, was defined by bradford 1976 (protein), duchateau and florkin
1959 (carbohydrate) and glodsworthy and a 1972 (lipid). That was specified along the way of

two successive generations, parent generation GO and generation 1 G1.

The biochemical study, shows that spinosad disturbes the metabolism of pupae and adults, in
fact a decrease of protein and carbohydrate was observed by D.melanogaster. this study was
processed comparatively between GO and G1. However, the value of lipids in the two ages
doesn't seem to be effected by the treatment with spinosad, and this was among the two

generations.
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Résumé

Spinosad
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. Résumé

Le spinosad, pesticide naturel, a été administré, in vivo, par application topique a une concentration
correspondant a la CI50 (288.50 ppm), chez les larves de derniers stades de D. melanogaster. Les effets du
spinosad ont été évalués, sur les paramétres biochimiques de I’insecte (protéines, glucides, lipides) dans les
différents stades de dével oppement de D. mélanogaster (pupes et adultes le jour de I’exuviation).Le contenu
de ces métabolites déterminé selon Bradford, 1976 (protéine), Duchateau et Florkin, 1959 (glucide) et
Goldsworthy et al, 1972 (lipide) a été précisé aux cours de deux générations successives, génération parent
(GO) et génération 1 (G1).

L’étude biochimique, montre que le spinosad perturbe la synthése des métabolites chez les pupes et les
adultes, en effet une diminution dans le contenu en protéines et en glucide est observée chez D.
mélanogaster, traitées comparativement aux témoins dans la GO et la G1, cependant le contenu en lipides
chez les deux &ges ne semblent pas étre affecté par le traitement au spinosad et ceci pour les deux
générations.
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