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Introduction

La lutte contre les ravageurs des denrées stockées remonte jusqu’a la récente histoire de
I’humanité, au moment ou I’homme commencait a stocker ses denrées alimentaires afin de
subvenir a ses besoins pendant les périodes difficiles ou la nourriture se faisait rare. L’homme
doit sans relache protéger ses réserves alimentaires contre une multitude de concurrents,
parmi lesquels les insectes. Toutes les denrées stockées attirent les insectes qui les mangent
plus ou moins régulierement, en raison de leur valeur nutritive. L’homme doit donc protéger
sa production agricole, mais il doit bien le faire, notamment en respectant I’environnement et
en ne nuisant pas a la santé publique. La qualité des aliments représente une condition vitale
pour la nutrition humaine. Les produits agro-alimentaires doivent étre saints, nutritifs et
stables dans le temps. Les céréales, constituants I’alimentation de base de la majorité des
habitants de la planete, subissent des pertes énormes si les conditions de stockage ne sont pas
suffisantes. Chaque année, les récoltes et les denrées stockées subissent des pertes dues aux
insectes ravageurs. Prés de 20000 especes d’insectes menacent la production agricole
mondiale (McEwin, 1978) et détruisent une bonne partie des céréales et des Iégumineuses
vivriéres cultivés dans les pays en développement d’Afrique et d’Asie (Cilss ,2009).

Les insectes sont donc parmi les organismes qui ont su le mieux développés diverses
stratégies comportementales et physiologiques afin de s’adapter a leur environnement en
développant une résistance vis-a-vis de différents types d’insecticides, causant ainsi des
problémes d’environnement et de santé en incluant la pollution (Brévault et al., 2009).
Les capacités de reproduction des insectes, souvent impressionnantes, leur ont permis de
devenir le groupe zoologique le plus abondant et le plus varié du regne animal. La
connaissance des mécanismes qui contrélent la reproduction ou le développement de ces
animaux présente donc a la fois un intérét économique des plus importants.
La diversité des modes de reproduction (Thornhill & Alcock ,1983) et la complexité des
mécanismes physiologiques qui leurs sont associées sont a I’image de ces adaptations. Bien
que le systeme nerveux de I’insecte soit a I’origine de I’orchestration des activités
reproductrices, le systeme endocrinien n’en joue pas moins un réle clé. En effet, de
nombreuses études realisées sur divers ordres d’insectes ont démontré I’implication de

I’hormone juvénile, de I’ecdysone (les deux hormones régissant la métamorphose chez les
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insectes), ainsi que certaines neurohormones dans le contréle de la physiologie reproductive
(Barth & Lester, 1973 ; Koeppe et al., 1985 ; Hagedorn,1985 ; Raina & Klun,1984 ; Davies
et al.,2006).

Wigglesworth en 1936, fat le premier & démontrer I’activité de I’hormone juveénile,
secretee par les corps allates et son implication dans la reproduction chez Rhodnius prolixus
Or, ce n’est que quarante ans plus tard que I’ecdysone ft identifiée dans les ovaires des
femelles chez le moustique Aedes aegypti (Hagedorn et al ., 1975) et ainsi suspectée de jouer

un réle dans la reproduction des insectes.

Les glandes prothoraciques, source majeure d’ecdystéroides durant le développement
larvaire, dégénérent chez beaucoup d’especes d’insectes aprés la derniere mue larvaire ou
pendant le stade adulte (Srivastava, 1960 ; Romer, 1971 ; Glitho et al. ,1979 ; Aribi, 1997). Il
existe également d’autres organes pouvant produire les ecdystéroides chez les insectes
comme les oenocytes, les sternites ( Delbecque et al.,1990 ; Spindler et al.,1991 ; Kelly et al.,
1992 ; Asahina et al.,1994) et I’épiderme (Soltani et al.,1997). Les testicules des males (Loeb
et al., 1982 ; 1984), tout comme les ovaires des femelles (Hagedorn,1985) se sont avérés étre
également une source d’ecdysone. Plusieurs réles au niveau du systéeme reproducteur male
ont été attribués a I’ecdysone. En effet, I’ecdysone est nécessaire a la différenciation des
disques génitaux et & la maturation des différentes structures de I’appareil reproducteur male
(Grimmes & Happ, 1987 ; Shinbo & Happ, 1989 ; Loeb & Hakim, 1991). Egalement, de
nombreuses expériences ont démontré que I’ecdysone accélére la division mitotique durant les
premiers stades de la spermatogénése (Dumser & Davey, 1975 ; Dumser, 1980 ; Szopa et al .,
1985) ainsi que la différenciation et la croissance des glandes accessoires (Gallois, 1989 ;
Shinbo & Happ,1989) chez plusieurs endoptérygotes. Par ailleurs, chez les lépidoptéres,
I’ecdysone reégule également la production des deux types de spermatozoides : les Eupyrénes
nuclées qui fertilisent I’ceuf et les Apyrénes anuclées qui jouent un role d’assistance (Osanai
etal., 1987; Fredlander, 1997).

En effet, une augmentation des ecdystéroides stimule la production des Apyrénes (Gelman
et al ., 1988 ; Kawamura et al.,2003) tandis que I’injection de la 20-HE semble inhiber la

libération des vas deferens (Thorson & Riemann 1982 ; Gielbutowicz et al.,1990).

-
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Pour diminuer les dégats causés par les déprédateurs, il est tres important d’étudier la
reproduction des insectes, car ce phénomene représente un processus trés intéressant de leur
pullulation (Soltani-Mazouni & Soltani, 1995). Le contrdle de la capacité de leur reproduction
est un élément fondamental auquel le physiologiste peut apporter une contribution
significative (Berry, 1985). D’importantes études ont été menées dans ce domaine chez les
insectes (Wyss-Huber et al. ,1972 ; Soltani-Mazouni ,1994). La connaissance des mécanismes
qui contrélent la reproduction ou le développement de ces insectes présente donc a la fois un
intérét fondamental et un intérét économique des plus importants. La reproduction présente
pour I’individu un acte important mettant en jeu des comportements complexes, alors que
pour I’espece, elle est fondamentale en assurant la pérennité. Le potentiel reproducteur
dépend de la fécondité des femelles et de la rapidité du développement ; il est généralement
important chez les insectes, mais variable selon les espéces et les facteurs de I’environnement

que subissent les individus (Lamy,2001).

La lutte donc contre ces insectes nuisibles, a été réalisée grace a des méthodes
chimiques, utilisant différents types d’insecticides, possédant chacun des caractéristiques
physiques et chimiques propres, car le taux de toxicité, la dégradation, la biotransformation ou
I’accumulation varient d’un insecticide a un autre (Strong et al ., 2000). C’est ainsi que,
I’industrie phytosanitaire a développé, ces dernieres années des molécules non polluantes
agissant de maniére sélective en perturbant des éléments vitaux dans le développement des
organismes visés (El Sayed et al., 1997 ; Dhadialla et al.,1998 ). Ces molécules sont des
insecticides de la troisieme génération appelés régulateurs de croissance ou IGRs ( Insect
Growth Regulators) interférant, notamment sur les mues , la métamorphose, la reproduction
et leur conditionnement endocrinologique ( Degheele,1990 ; Ishaaya,1990 ; Dhadialla et
al.,1998 ; Géde & Hoffmann, 2005). Ces insecticides se divisent en trois catégories selon leur

mode d’action (Figurel).

- La premiere catégorie comporte les agonistes et les antagonistes de I’hormone juvénile.
Les analogues de I’HJ ou juveénoides agissent sur la sécrétion cuticulaire en induisant des
mues larvaires surnumeraires et en prolongeant les durées des stades larvaires et nymphaux
(Kiguchi et al., 1984 ; Quennedey et al.,1995; Dhadialla et al., 1998) ; ils présentent une
efficacité envers plusieurs Coléopteres et Lépidoptéres des denrées stockées (Horowitz &
Ishaaya, 1996 ; Oberlander et al.,1998 ; Aribi & Lakbar, 2001). Les antagonistes de I’HJ sont

B
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régulateurs de croissance des insectes

HIN

Groupe 1
Groupe 2 Groupe 3
Analogues et inhibiteurs de Inhibiteurs de la synthése de Agonistes et Antagonistes de
I’hormone juvénile la chitine I’hormone de mue

-Pyriproxyféne - Diflubenzuron -Dibenzoylhydrazines
- Méthopréne - Flucycloxuron -Imidazole
- Hydropréne - Héxaflumuron -Azadirachtine
- Précoceéne -Teéflubenzuron

-Triflumuron

-Novaluron

Figure 1. Les différents groupes des régulateurs de croissance.
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considérés comme des anti-HJ puissants provogquant une métamorphose précoce (Masner et
al., 1979 ; Darvas et al.,1989 ; 1990) ; ils induisent aussi une altération de la maturation des
ovaires (Delbecque et al., 1986) .

- La seconde catégorie comporte les inhibiteurs de la synthése de la chitine qui sont des
dérivés de la benzoylphenylurée dont le diflubenzuron (DFB) qui agit sur la sécrétion
cuticulaire en réduisant I’épaisseur de la cuticule et en perturbant la synthese de la chitine
(Ishaaya, 1990 ; Soltani et al., 1993 ; 1996) mais aussi la reproduction (Soltani-Mazouni &
Soltani,1995 ; Soltani et al .,1996 ; Chebira et al ., 2006) .

-Enfin, la troisieme catégorie concerne les agonistes et les antagonistes des ecdystéroides.
Les antagonistes sont les dérives de I’imidazole (KK-42 ; KK-22), ils inhibent la synthese des
glandes prothoraciques chez Bombyx mori( Koga et al.,1991) et chez Ostrinia nusilalis
(Gelman et al. 1995). Les agonistes sont représentés par les bisacylhydrazines a structure non
stéroidale comme le dibenzoylhydrazine (RH-5849), le tébufénozide (RH-5992), le
halofénozide (RH-0345) et enfin le méthoxyfénozide (RH-2485). lls sont les derniers
représentants d’une nouvelle classe d’IGRs ( Dhadialla et al., 1998 ; Dhadialla et al.,2005) .
Ils miment I’action de I’hormone de mue en se fixant aux récepteurs nucléaires spécifiques
des ecdystéroides (ECRs) d’une maniére compétitive avec les ecdystéroides naturels (Wing,
1988 ; Wing et al., 1988 ; Carlson et al.,1994 ; Oberlander et al.,1995) induisent des mues
larvaires prématurées et létales (Oberlander et al., 1995 ; 1998 ; Dhadialla et al., 1998). Leur
toxicité relative peut-étre classée dans I’ordre suivant : RH-2485, RH-5992, RH-0345 et enfin
RH-5849 (Smagghe et al., 2002).

Des travaux antérieurs ont montré que les mimétiques des ecdystéroides affectent la
reproduction généralement en réduisant la fécondité et la viabilité (Taibi et a I., 2003 ; Pineda
et al., 2009; Rodriguez-Enriquez et al., 2010; Soltani-Mazouni et al., 2012), ou le
comportement sexuel (Kilani--Morakchi et al., 2009). Cependant, leur mécanisme d’action
sur la reproduction n’est pas encore bien établi. Des travaux récents suggérent une
interférence avec la vitellogénése (Soltani-Mazouni et al ., 2012). Récemment, E. kuehniella a
fait I’objet de recherches sur les ecdystéroides et leur rapport avec la sécrétion de la cuticule
au cours de la meétamorphose (EI Ouar et al., 2010 ; Yezli-Touiker & Soltani-Mazouni, 2010)

et les données acquises ont servi de base a des expérimentations sur des adultes femelles d’E.

-
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kuehniella en vue d’approfondir le mécanisme d’action de ces nouveaux insecticides sélectifs
sur la reproduction (Dhadialla et al ., 2005; Pineda et al., 2009; Soltani-Mazouni et al., 2012).
De nombreuses études ont été menées a travers le monde sur cet insecte ravageur des denrées
stockées Ephestia kuehniella, sur les plans économiques (Belles, 1975 ; Jacob &Cox, 1976),
biologiques, morphologiques, physiologiques (Weiranther, 1989 ; Anderson & Hallberg,
1990) et génétiques (Marec & Mirche, 1990 ; Traut & Traut, 1991 ; Pandir & Sahingoz ,
2014).

En Algérie, et dans notre laboratoire cet insecte qui est un bon modéle biologique a fait
I’objet de plusieurs travaux : Bendjeddou 1993 ; Maamcha, 1997 ; Amrani et al., 2004 ;
Amrani & Soltani-Mazouni, 2012 ; Hami, 2005 ; 2013 ; Taibi , 2003 ; 2007 ; Chebira, 2007 ;
Khebbeb et al., 2008 ; Soltani-Mazouni et al., 2010 ; 2012 .

Trés peu de travaux ont été réalisés dans notre laboratoire sur les males de ce Iépidoptere,
ravageur des denrées stockées (Bouzeraa , 2009 ; Bouzeraa & Soltani-Mazouni , 2012;
Gaouaoui , 2006) auxquels s’ajoute notre étude réalisée in vivo et portant sur I’impact de
quatre regulateurs de croissance, le RH-5849, le tébufénozide, le halofénozide et enfin le

méthoxyfénozide sur la reproduction.

Notre objectif est donc de poursuivre les études menées par notre laboratoire sur ces
insecticides sélectifs sur Ephestia kuehniella (Lepidoptére: Pyralidae), apres traitement des

males. Les recherches envisagées comportent deux parties :

- La premiére partie vise a évaluer I’efficacité comparée de ces quatre insecticides (RH-
5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485) mimétiques de I’hnormone de mue sur la reproduction.

- La seconde partie traite de I’impact de ces quatre insecticides sur la composition

biochimique (métabolites, acides nucléiques et écdystéroides).
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de I’insecte et cycle de développement :

Ephestia kueniella (Zeller) est un insecte holometabole, Iépidoptére, de la famille
des Pyralidés. C’est un insecte cosmopolite qui existe dans les régions tempérées,
notamment la méditerranée. Elle se rencontre dans les silos a grains, les minoteries, les

entrepots...

Sa position systématique est la suivante :

Embranchement Arthropodes

Sous embranchement Antennates-Mandibulates
Super classe Trachéates

Classe Insectes

Super ordre Endopterygotes

Ordre Lepidopteres

Super famille Pyraloidae

Famille Pyralidae

Genre Ephestia

Espece kuehniella (Zeller, 1879).

Communément appelé « mite de la farine » E.kuehniella est nuisible, provogquant
des dégats considérables essentiellement sur la farine (Doumandji-Mitiche, 1977), mais
également sur les grains de céréales, la semoule, les flocons d’avoine, les biscuits, les
pates alimentaires et exceptionnellement les fruits secs (raisin, figue, abricot). Ce
Iépidoptére est un nocturne ; durant le jour, il se tient au repos contre les murs ou caché
dans la farine (Balachowsky,1972). C’est un matériel biologique commode de
laboratoire et passe par quatre états de développement.

L’insecte adulte mesure 15 a 25 mm d’envergure et 7,5 a 15 mm de longueur ; il a
une petite téte globulaire et ses ailes antérieures sont grisatres et satinées, alors que les

-
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ailes postérieures sont finement frangées et blanchatres. La ponte débute juste aprés

I’accouplement et la durée totale du cycle varie de 25 a 200 jours ( Balachowsky, 1972).

A maturité, la larve active, peut atteindre 15 a 20 mm de longueur. Une fois leur
développement achevé, les chenilles quittent la source de nourriture et partent a la
recherche d’un endroit propre pour se nymphoser a I’intérieur d’un cocon blanc
soyeux : la chrysalide donnera des adultes apres 8 a 12 jours. La longévité du papillon
est de 14 jours. Une seule génération apparait généralement tous les ans, mais dans des
conditions de chaleur, les adultes seront présents tout au long de I’année qui verra

deéfiler 4 a 6 genérations.

L’élevage se fait dans des bocaux contenant de la farine et fermés avec du tulle. Les
conditions optimales de développement sont une température de 27°C, une humidité
relative de 80% et une photopériode de 14h de lumiere (Payne, 1966). L accouplement
a lieu quelques heures aprés I’émergence. Aprés I’éclosion, ces ceufs donnent
naissance a des larves qui subissent un nombre variable de mues (5 a 8) selon
Balachowsky (1972).

La distinction des sexes est bien visible au stade larvaire ou les larves méales portent

des taches brunes qui sont les testicules. Le cycle biologique est résumé dans la figure 2

-
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Longéviteé:

Taille:

Couleur: Marron
Taille: 9a10 mm

Chrysalide
(X3, 6)

Adulte

(X1,5)
14 jours
7,54 15 mm

Forme:

Couleur:
Longueur:

Largeur:  0,24mm EuUf
(X 36)

Taille: 15420 mm
Couleur : Rosatre

Larve

(X2, 33)

Figure 2. Cycle de développement d’Ephestia kuehniella a 27°C
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2.2. Insecticides et traitement :

Les effets de quatre agonistes des ecdystéroides a structure non stéroidale, le RH-
5849, RH-5992, RH0345 et RH-2485 ont été testés afin de déterminer leur impact sur la
reproduction d’Ephestia kuehniella aprés traitement des males.

Le RH-5849 ou Dibenzohylhydrazine : est le nom commun du 1, 2-dibenzoyl-1-
test-butylhydrazine ; sa formule empirique est : C1gH2oN20> et son poids moléculaire
est de 260,40g. Le RH-5849 (prototype, Rohm & Haas, Spring House PA, USA), est le
premier agoniste des ecdystéroides, constituant ainsi une nouvelle classe des
benzohylhydrazines (Gadenne et al.,1990 ; Darvas et al.,1992 ; Muszynka-Pyrel et
al.,1992 ; Tateishi et al.,1993 ; Smagghe & Degheele,1995 ). Il stimule la synthése et
I’incorporation du [C'*] Glu Nac dans le tégument chez plusieurs espéces de

Iépidoptéeres. Il a été découvert en 1983.

Le RH-5992 (nom commercial : Mimic ou Confirm, Dow AgroSciences, USA) ou
Tébufénozide est le nom commun du N-tert-butyl-N’- (4 ethyl hydrazine-3-5-dimethyl-
benzohylhydrazine) ; sa formule empirique est : Cx»H23N,0O; et son poids moléculaire
est de 352,48¢. Il interfére avec I’expression de certains génes de la sécrétion cuticulaire
(Retnakaran et al., 1995 ; Dhadhialla et al.,1998). Il est particulierement active contre
les Iépidoptéres (Chandler et al., 1992 ; Smagghe & Degheele,1994 ; Retnakaran et
al.,1995). Il a été découvert en 1986.

Le RH-0345 (nom commercial :Mach, Dow AgroSciences, USA) ou halofénozide
est le nom commun de N-tert-butyl-N’-(4 chloro enzohydrazide ; sa formule empirique
est C1gH19CLN,O;, et son poids moléculaire est de 330,81g. C’est un insecticide qui
interfére avec le processus normal de la mue, en mimant I’action de la 20E (Soltani et
al., 2002 ; Dhadialla et al., 2005). Il a été découvert en 1988.

Le RH-2485 (nom commercial : Runner ou Intrepid, Dow AgroSciences, USA) ou
méthoxyfénozide est le nom commun du N-tert-bentyl-N’-(3-méthoxy-o-tolwoyl)-3-5-
xylohydrazide. Sa formule empirique est C,,H2sN,O3 et son poids moléculaire est de
368,47¢. Il agit principalement par ingestion chez les larves de Iépidoptéres. Son effet a

été observé in vivo sur le développement et la reproduction. Il perturbe également la
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croissance des ovocytes et la production d’ecdystéroides (Dhadhialla et al. ,2005). 1l a

été découvert en 1998.

Les formules de structures avec celle de la 20-hydroxyecdysone sont représentées
dans la figure 3. Ces insecticides, RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485 ont été
aimablement fournis par le Pr. G. Smagghe (Université de Gand, Belgique).lls ont été
testés sur des chrysalides males d’E. kuehniella, administrés in vivo par application
topique respectivement aux doses de 0,05ug/insecte ; 0,005ug/insecte ; 0,01ug/insecte
et 5,10ug/insecte pour une inhibition de 50 (D150). Ces insecticides ont été dilués dans
I’acetone et 2ul ont été dépose sur la face ventrale de I’abdomen des chrysalides males

nouvellement exuviées. Les témoins ne recoivent aucun traitement.

Les chrysalides traitées et témoins sont déposees dans des boites de pétri portant la
date du traitement et I’insecticide utilisé. Elles sont ensuite mises dans I’étuve a 27°C et

une hygrométrie de 80% jusqu’a I’émergence des adultes.

g
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Figure 3. Formules de structure de I’hnormone de mue et de quelques agonistes des
ecdystéroides (d’apres Dhadialla et al., 1998).
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2.3. Détermination du potentiel reproducteur :

Chaque femelle (non traitée) nouvellement emergée a été placée dans une boite en
plastique transparente avec un male (témoin ou traité). L’accouplement survient peu de

temps aprées I’émergence des papillons.
Des paramétres du potentiel reproducteur ont été déterminés :

*la durée de la période de préoviposition : période (en jours) séparant I’émergence
et le début de la ponte.

* la durée de la période d’oviposition : qui est la durée (en jours) de la ponte.

*La fécondité des femelles : c'est-a-dire le nombre d’ceufs déposés par femelle durant
toute la période d’oviposition.

* la viabilité des ceufs : nombre d’ceufs éclos parmi la totalité des ceufs pondus par

femelle.

* la durée du développement embryonnaire : déterminée par la durée (en jour) entre

la ponte et I’éclosion de I’ceuf.
2.4. Morphomeétrie des ceufs :

Un suivi régulier et quotidien de I’élevage permet de prélever les ceufs fraichement
pondus par des femelles qui ont été accouplées a des males témoins et traités, déposés

sur les parois des boites en plastiques.
2.5. Morphométrie du testicule :

Le prélevement du testicule des adultes témoins et des adultes traités est realise par
une dissection sous la loupe binoculaire. Les testicules sont alors pesés a I’aide d’une
balance Sartorius-Handy, avec une précision de +0,1mg.

Les mensurations des différents parametres (longueur, largeur) des ceufs et des
testicules sont déterminées & I’aide d’une loupe binoculaire avec un micrometre
préalablement étalonné. Les volumes aussi bien des ceufs que des testicules sont

calculés selon la formule de Lambréas et al ., 1991 :

V=4n/3 (L/2) (1/2)?

.
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2.6. Techniques histologiques :

Afin de déterminer et de comparer I’action des différents insecticides, (mimétiques
de I’hormone de mue) sur la spermatogenese d’Ephestia kuehniella, une étude

histologique a été réalisée selon les indications de Martoja & Martoja, 1967.

* Fixation : est une étape trés importante qui permet la conservation contre I’attaque
microbienne et I’opposition a I’autolyse des constituants fondamentaux sous I’effet
d’enzymes cellulaires, le durcissement de la piéce de fagon a faciliter les coupes et la
préparation de I’échantillon aux traitements ultérieurs, notamment en augmentant

I’affinité du protoplasme pour les colorations.

La fixation a été réalisée sur I’abdomen entier de I’insecte adulte dans du Bouin

alcoolique. La durée de la fixation est de 48heures.

* Inclusion : avant d’effectuer les coupes, la piéce fixée, doit étre incluse dans une
matiére plastique chimiquement neutre. Le principe de I’inclusion consiste a traiter les
piéces dans un ordre détermine par différents solvants de maniere a faire pénétrer dans
un tissu, a I’origine hydraté, une substance, souvent hydrophobe, qui maintiendra ses
éléments en place lors de la coupe : ceci implique que la piéce soit soumise a une série
de traitements successifs par des mélanges dont chacun est destiné a préparer la
pénétration de celui qui le suivra et a éliminer celui qui I’a précédé. Chaque solvant doit
étre evidement miscible a celui qui le précéde et a celui qui le suit.

On procéde tout d’abord a deux bains de 24heures dans I’alcool 95°, puis a trois
bains de 24h dans le butanol (liquide d’attente ou intermédiaire), ensuite on passe a
I’inclusion dans la paraffine.

On effectue d’abord une imprégnation par plusieurs bains de paraffine. Ensuite, on
réalise la mise en bloc dans des cassettes en plastique, qui nous donne des blocs de

paraffine, avec la piéce a I’intérieure.

* Confection et étalement des coupes : les coupes sont réalisées a I’aide d’un
microtome (Stassinier LEICA AN 2125 RT) qui comporte un support de rasoir, un
support d’objet et un systeme d’avance mécanique. Le bloc, contenant la piéce est taillé
et fixé sur le porte objet sous I’action de la chaleur. L’exces de paraffine, entourant la

piéce est enlevé, avec une lame de scalpel, de maniére a ce que soit dégagé

.
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I’échantillon. Le bloc est orienté parallélement au rasoir. On obtient ainsi des rubans
droits de paraffine. L’épaisseur des coupes est de 5 a 7 micrometres.

Les rubans obtenus sont déposés sur un plateau, ensuite mis sur des lames
soigneusement nettoyées, marquees avec une pointe de diamant sur lesquelles on
dispose de I’eau gélatinee, qui permet de coller les rubans des coupes. La lame est mise
sur une platine chauffante (20°C), ce qui permet le collage et le déplissage des coupes.
Ces lames sont placées dans un panier de verre et mis dans une étuve a 37°C pendant

24H afin de compléter le séchage des coupes.

* Déparaffinage et coloration : le déparaffinage élimine le milieu d’inclusion et
précede la coloration. Les coupes sont d’abord traitées par le xylene (3 bains de 3
minutes chacun). Elles sont ensuite plongées dans trois bains d’alcool 95° (2minutes

chacun) et lavées a I’eau courante et a I’eau distillée.

Les coupes sont ensuite colorées a I’hématoxyline pendant 10 minutes. Le ringage
se fait dans I’eau, puis dans I’eau ammoniaquée, I’eau courante puis a I’eau distillée.
On colore ensuite les coupes a I’éosine pendant 5 minutes et on les rince a I’eau
courante et a I’eau distillée. On les passe dans deux bains d’alcool (95°) afin d’éliminer

I’exces d’éosine puis dans un mélange acétone-xyléne.

* Montage : les coupes colorées ne supportant pas le desséchement, il est nécessaire
d’interposer entre lame et lamelle un milieu de montage qui doit étre transparent pour
satisfaire les conditions d’observation et d’assurer une meilleure conservation et une
meilleure adhérence. Pour cela on utilise du baume de Canada. Les lames sont séchées
dans une étuve a 37°C pendant 24h. Les lames sont observées dans un microscope
photonique
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2.7. Composition biochimique des testicules:

Comme décrit précédemment, les adultes d’E.kuehniella (Ojour) sont disséqués sous la
loupe binoculaire et les testicules sont prélevés, pesés et conservés dans le liquide

adéquat.
2.7.1. Dosage des métabolites testiculaires :

L’extraction des différents métabolites (protéines, glucides et lipides) a été réalisée
selon le procédé de Shibko et al., (1966)(Figure 4). Les testicules au nombre de 4 sont
mis dans 500ul d’acide trichloroacétique (TCA), broyés et homogéneisés avec un
broyeur a ultrasons (Sonifier B-30). Le broyat est ensuite centrifugé a 5000
tours/minutes pendant 10 minutes. Le surnageant | obtenu servira pour la quantification
des glucides totaux (Duchateau & Florkin, 1959) ; au culot I est additionné un mélange
éther/chloroforme (V/V). Une deuxiéme centrifugation (5000 tours /minutes pendant 20
minutes permettra de récupérer le surnageant Il qui servira pour la quantification des
lipides totaux selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972) et le culot Il servira pour la
quantification des protéines totales aprés addition d’un ml d’une solution de soude selon
Bradford (1976).

* Dosage des protéines testiculaires :

Les protéines ont été quantifiés selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le
bleu brillant de Coomassie G250 (BBC) comme réactif et I’aloumine de sérum de beeuf
(BSA : 1mg/ml) comme standard. Le dosage a été effectué dans une fraction aliquote de
100pl d’extrait protéique de chaque échantillon additionnée de 4 ml de BBC. Aprés une
agitation au vortex, une coloration bleue est révelée. La lecture des absorbances est

réalisée a une longueur d’onde de 595 nm contre un blanc de gamme.

* Dosage des glucides testiculaires :

Les glucides testiculaires sont dosés selon Duchateau & Florkin (1959) qui utilise
I’anthrone comme réactif et une solution mére de glucose comme standard (1g/l) qui
donne un complexe vert dont I’intensité de la coloration est proportionnelle a la
concentration des glucides. Le dosage a été effectué dans une fraction aliquote de 100ul.
La lecture des absorbances est réalisée a 620 nm contre un blanc de gamme.

.
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* Dosage des lipides testiculaires :

Les lipides ont été determinés selon la méthode de Goldsworthy et al (1972) utilisant
la vanilline comme réactif et une solution mere de lipides (2,5mg/ml) comme standard.
Le dosage des lipides dans le testicule d’E kuehniella a été réalisé dans une fraction
aliquote de 200pul. Les absorbances sont lues, aprés 30 minutes dans I’obscurité, a une

longueur d’onde de 530 nm contre un blanc de gamme.

-
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Tissu (4 testicules)

1

500 | (TCA 20%)

|

Broyagelaux ultrasons

Centrifugation (5000 tours/min, 10min)

Surnageant | Culot | +

500 pl éther/chloroforme (V /V)

Centrifdgation

Centrifugation (5000 tours/min, 10mn)

| l
l l

Surnageant 11 Culot 11

l

500ul NaOH (0,1)

v . L.
Glucides Protéines

(Duchateau & Florkin, 1959) (Bradford, 1976)

Figure 4. Extraction des protéines, glucides et lipides selon Shibko et al., 1966.
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2.7.2. Dosage des acides nucléiques :

L’extraction des acides nucléiques a été effectuée selon la méthode de Shibko et
al.,(1966). Quatre testicules des séries témoins et des séries traitées sont mis dans 500
pl d’eau distillée additionnée de 2 ul phénylthylsilfluoride (PMSF) afin de les

conserver (Figureb).

* Dosage de I’ARN

L’ARN a été quantifié selon la méthode de Burton (1956) qui utilise I’orcinol comme
réactif et une solution mére d’ARN, extrait de levure de boulangerie comme standard

(Img/1ml d’eau distillée).

Apres agitation, les tubes sont chauffés au bain marie a 90°C pendant 20 minutes. Il se
forme une coloration bleu clair. Le dosage de I’ARN a été effectué sur des fractions
aliquotes de 100ul des extraits biologiques, auquel est additionné 1,5 ml de réactif
d’orcinol. Les absorbances sont lues a une longueur d’onde de 660nm contre un blanc

de gamme.

* Dosage de I’ADN

L’ADN a été quantifié selon la méthode Schneider (1957) qui utilise le
diphénylamine comme réactif et une solution mére d’ADN, extrait de thymus de veau

comme standard (mg/ml d’eau distillée)

Aprés chauffage au bain marie pendant 20 minutes a 90°C, il se développe une
coloration rosatre. Le dosage de I’ADN est effectué sur des fractions aliquotes de100ul
auquel est additionné 1ml de réactif de diphénylamine. Les absorbances sont lues dans

un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 602 nm contre un blanc de gamme.

.
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Broyage du tissu& testicules)
1 ml de saccharose (0,25 M) + la soude NaOH (0,006N)

L’homogénat (0,625 ml) M) + 0,125ml Acide perchlorique PCA (6,97 M)
15min¥0°C)
Centrifugation

(4000 tours / min, 15 min).

Culot (1) +1,25 ml PCA (0,5 M).

Centrifugation (4000 tours / min, 15 min).

Surnageant™(1)

Culo®(2) +2,25 ml NaOH (0,3 N). Su%geant 2 é Fraction soluble
Incubation (37°C, 60min)

¢+ 0,250 ml PCA (6,97 M).
Refroidir (0°c, 10 min).

Cent&ugation (4000 tours / min, 15 min).

Culot (3) +1,25 ml PCA (0,5 M) Suyageant 3) —
Centrifugation (4000 tours / min, 15 min). +
Culot (4) +1ml de PCA (0.15 M). Surnageant (4)

Incubation (90°C, 20min)

V+ 0,625ml PCA (0,97 M).
Refroidir (0°c, 10 min).

Centrifugation (4000 tours / min, 15 min).

Culoty(5) +1,25 ml de PCA (0,15M). Sl*ageant 5)
Centrifugation (4000 tours / min, 15 min). + )
Culy(6) Surnageant (6)

Figure 5. Principales étapes d’extraction des acides nucléiques (ARN, ADN)

selon Shibko et al., 1966.
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2.7.3. Dosage des ecdystéroides :
* Extraction des ecdystéroides :

Les testicules (au nombre de 10) des séries témoins et des séries traitées,
préalablement peses sont mis dans 500ul de méthanol. Aprés broyage aux ultrasons et
centrifugation a 2700 tours pendant 10 minutes, le surnageant est évaporé et les extraits
secs ont été récuperés dans 500 pl de tampon EIA qui comprend le Tampon phosphate
(0,1M ; pH=7,4)

* Principe du dosage enzymo-immunologique :

Le dosage enzymo-immunologique (EIA) se fait selon une technique spécifique aux
ecdystéroides adaptée par Porcheron et al., (1989), puis modifiée par De Reggi et al.,
(1992) (Figure 6). Cette technique repose sur la compétition entre le traceur
enzymatique qui est la peroxydase couplé a la 2- succinyl 20 hydroxyecdysone (Aribi et
al., 1997) et les ecdystéroides des extraits biologiques pour les sites limités d’un
anticorps anti-ecdysteroides appelé anticorps primaire. Les complexes sont fixés par un
second anticorps polyclonal anti- immunoglobuline de lapin (Jackson Immunoresearch)
retenu sur une microplaque a 96 puits (NUCN Immunoplate Maxisorp  F96,
Danemark). Au bout de trois heures d’incubation, les éléments non retenus seront
éliminés au cours d’un ringage des plaques. Un réactif de révélation de la péroxydase, la
tétramétyl benzidine ou TMB (Sigma,France) est utilisé. Celle-ci se fait sous agitation
pendant 15 a 20 minutes et les densités optiques sont mesurées a I’aide d’un lecteur de
plague (Labsystem, Finlande) a 630 nm sans ou avec addition d’H;Sos (6N)
respectivement. La mesure de la quantité peroxydase fixée permet de déterminer la
quantité d’ecdystéroides contenue dans les échantillons biologiques par comparaison

avec une courbe de réference obtenue avec des solutions standard d’ecdysone (E).

-
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Etapel : Coating (24heures a température ambiante) et saturation
(12heures a 4°C)

T T

Y : Anticorps secondaire (anti-
immunoglobuline)

Etape 2 : Répartition des différents éléments :

— Le traceur enzymatique ; <& I’échantillon ; et I’anticorps primaire 'T'

Etape 3 : Réaction immunologique, puis lavage.

M O

Etape 4 : Révélation de la peroxydase avec le TMB (une heure a
température ambiante)

Etape 5 : Lecture des densités optiques a 630 nm.
Coloration faible ==» forte dose d’ecdystéroides

Coloration forte ==» faible dose d’ecdystéroides

Figure 6. Principe du dosage EIA (d’apres Porcheron et al., 1989).

F
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* Presentation des différentes étapes du dosage EIA
v' Coating et saturation des plaques :

Le coating est un traitement qui permet de fixer les immunoglobulines anti-IgG de
lapin  (pour le dosage avec un anticorps polyclonal de lapin) sur la phase solide des
microplaques, en distribuant 200ul d’une solution purifiée d’immunoglobulines anti-
IgG (Sigma, Angleterre) dans chaque puits. Cette solution est préparée en rajoutant une
quantité (200ul) de solution mere de tampon phosphate (0,05 N ; pH=7,4) et 400 ml
d’eau distillée a 2 mg d’anti-immunoglobuline. Ce traitement est suivi d’une saturation
pendant 1lheure dans un tampon EIA a 0,3% d’albumine bovine (Sigma, France)
distribuée a raison de 100 ul dans chaque puits. Les plaques seront conservées a 4°C et
peuvent étre utilisées 12 heures apres la saturation.

v Préparation de la courbe standard :

Des solutions diluées (107a 10™ M) sont obtenues & partir de deux hormones
ecdystéroides standard utilisées dans ce dosage, a savoir I’ecdysone (E) de poids
moléculaire de 464,69 et la 20- hydroxyecdysone (20 E) de poids moléculaire 480,6g.

v" Distribution des différents échantillons :

Apres lavage de la microplaque, la répartition des échantillons dans les différents

puits se fait comme suit :

- Le premier puits de la premiére colonne est réservé aux témoins dans lequel on

distribue 100 pl de tampon EIA et 50 pl du traceur enzymatique.

- Les puits restants de la premiere colonne sont réservés aux blancs (Bg), en absence
d’hormone dans lesquels on distribue 50ul du tampon EIA, 50ul du traceur

enzymatique et 50ul d’anticorps.

- Dans la deuxiéme et la troisieme colonne, on distribue respectivement 50ul des
différentes concentrations des solutions standards (la gamme), 50ul du traceur
enzymatique et 50ul d’anticorps.

-Tous les puits restants sont réservés aux échantillons a doser dans lesquels on distribue

respectivement 50ul d’échantillons, 50ul du traceur et 50ul d’anticorps.

-
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Le volume final de chaque puits doit étre de 150 ul. La microplaque sera mise ensuite

en agitation a I’obscurité pendant trois heures.

v Lavage et révélation

A la fin de I’incubation, la microplaque est lavée afin d’éliminer tout élément non
fixé sur I’anticorps utilisé. La tétraméthyl benzidine est utilisée pour la coloration.
Celle-ci se fait sous agitation pendant 15 a 30 minutes.

v Lecture des densités optiques

Les densités optiques sont mesurées a I’aide d’un lecteur de plaque a 630 nm, puis a
450 nm aprés addition d’acide sulfurique (6N) qui permet d’amplifier et de stabiliser la

coloration. Elles sont exprimées sous forme d’un rapport :

B/B, (%) = (B - T) / (Bo - T) x 100
B : absorbances de I’échantillon ou du standard.
By : absorbances en absence d’hormone.

T : absorbances en absence d’hormone et d’anticorps. T étant négligeable, la formule
est donc :

B/B, (%) = B/B, X100

2.8. Analyse statistique :

Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins l'erreur standard
(m £ SD). Elles ont fait I’objet d’une analyse de la variance (ANOVA) a un seul critére
de classification suivie, en cas de rejet de I’hypothese d’égalité des moyennes, par le test
de Tukey. Enfin, la comparaison des moyennes deux a deux a été faite avec le test t de
Student. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel MINITAB (Version
15, Penn State College, PA, USA) avec un seuil de signification P< 0,05. Plusieurs
séries de traitement des chrysalides ont été effectuées pour donner un nombre suffisant
d’adultes qui survivent. Le nombre d’adultes testés et le nombre de répétitions sont

précises avec les résultats.

g
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3. RESULTATS

3.1. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur les événements de la
reproduction :

Le potentiel reproducteur chez les insectes notamment chez les Iépidoptéres est déterminé
par le temps de la vie nutritionnel au stade adulte, la qualité environnemental ainsi que par

I’accouplement (Ramswamy et al., 1997) .

Les quatre insecticides, régulateurs de croissance ont été évaluées en application topique sur
des chrysalides maéles nouvellement exuviées & la dose d’inhibition 50 (DI50). Un suivi
régulier des couples permet de déterminer les périodes de préoviposition, d’oviposition, le
nombre d’ceufs pondus (fécondité), le pourcentage d’ceufs éclos (viabilité) et la durée du

développement embryonnaire.

3.1.1. Impact des mimétiques de I’hnormone de mue sur la période de preoviposition :

Dans nos conditions expérimentales (Température 27°C et humidité relative a 80%), la
période de préoviposition débute a 1,00 = 0,00 jour apres I’accouplement chez les couples
témoins et traités avec les RH-0345 et RH-2485. Elle est de 1,66 + 0,21jours chez les traités
avec le RH-5849 et de 2,66+0,21jours chez les traités avec RH-5992 (Tableau 1 ; Fig.7).

Tableau 1. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topigque a I’émergence des chrysalides males sur la période préoviposition
d’Ephestia kuehniella. (m+SD; n=6). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Parametres Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485
Durée de
préoviposition 1,00+0,00 | 1,66 +£0,21 | 2,66%0,21 1,00+0,00 1,00+0,00
(Jours) a b c a a

-
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3,5 -

2,5 4

1,5 -

Durée de préoviposition (jours)

Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485

Figure 7. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la période de
préoviposition d’Ephestia kuehniella. (m+SD ; n=6) Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont
pas significativement différentes (P> 0,05).

Les resultats de ’ANOVA (F4, 25 = 30,00; p < 0,001) montrent un effet traitement hautement
significatif sur la durée (en jours) de la période de préoviposition qu’ils allongent (Tableau 2).
Le classement par le test de Tukey met en évidence 3 groupes par ordre décroissant: le
premier groupe est représenté par les individus traités avec le RH-5992 ; le deuxieme groupe
par ceux traités avec le RH-5849 et enfin le troisieme groupe par les témoins et ceux traités
avec le RH-2485 et RH-0345.

Tableau 2. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males d’Ephestia kuehniella sur la
durée de préoviposition (jours) : analyse de la variance (m + SD ; n = 6).

Sources DDL SC CM Fobs P
Facteur 4 12,800 3,200 30,00 <0,001
Erreur 25 2,667 0,107
Totale 29 15,467
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3.1.2. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur la période d’oviposition :

La période d’oviposition ne présente aucun effet traitement pour les quatre insecticides
testés (P=0,158) (Tableaux 3 et 4 ; Fig.8).

Tableau3. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la période d’oviposition
d’Ephestia kuehniella. (m+SD; n=6) Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Parametres Témoins | RH-5849 | RH-5992 | RH-0345 RH-2485

Durée
d’oviposition 3,16+0,30 | 3,50+0,22 | 3,33+0,21 | 3,16+0,16 3,83+0,16
(Jours) a a a a a
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Figure 8. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la période d’oviposition
d’Ephestia kuehniella. (m+SD ; n=6) .Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Tableau 4. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males d’Ephestia kuehniella sur la
période d’oviposition (jours) : analyse de la variance (m % SD ; n=6).

Sources DDL SC CM Fobs P
Facteur 4 2,467 0,617 1,81 0,158
Erreur 25 8,5 0,340
Totale 29 10,967




RESULTATS

3.1.3. Impact des mimétiques de I’hnormone de mue sur la fécondité :

La fécondité des femelles de couples traités avec le RH-5849, le RH-5992 et le RH- 2485
a été réduite d’une maniére tres hautement significative (P< 0,001) par rapport aux témoins.
En effet, le nombre d’ceufs pondus par les femelles de couples témoins est en moyenne de
107,50 £5,14, alors que la fécondité des femelles de couples ou les méles sont traités par le
RH-5849 est 88,50 + 3,69 ; de 95,83+2,18 pour ceux traités avec le RH-5992 et de 88,67
+1,67 pour les traités avec le RH-2485 (Tableau 5; Fig.9).

Tableau 5. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la fécondité d’Ephestia
kuehniella. (m + SD ; n=6). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement
différentes (P> 0,05).

Traitement Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485

Fecondité 107,50+5,14 | 88,50+3,69 | 95,83+2,18 | 102,33+2,50 | 88,67+1,76
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Figure 9. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la fécondité d’Ephestia
kuehniella. (m+sb ; n=6) Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement
différentes (P> 0,05).
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Le traitement des chrysalides males a une action différée sur la fécondité. L’ANOVA des
données obtenues montre un effet traitement significatif (F, = 6,49 ; P<0,001). Le test de
Tukey permet le classement des divers traitements en 3 groupes : Témoins et halofénozide,
tébufénozide et enfin RH-5849 et méthoxyfenozide (Tableau 6)

Tableau 6. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-2485, RH-5992, RH-0345 et RH-5849)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides méales d’Ephestia kuehniella sur la
fécondité des femelles : analyse de la variance (msD ; n=6).

Sources DDL SC CM Fobs P
Facteur 4 1684.9 421,2 6,49 0, 001
Erreur 25 16225 64,9
Totale 29 3307,4

3.1.4. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur la viabilité des ceufs :

Pour la viabilité des ceufs, on remarque une diminution trés significative du nombre d’ceufs
éclos (P<0,001) (Tableau7; Fig 10).

Tableau7. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la viabilité des ceufs
d’Ephestia kuehniella. (m£SD; n=6) Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485
Viabilité des ceufs | 80,33+3,77 | 44,83+4,32 | 88,50+3,26 | 39,67+2,44 | 36,33+3,68
(% ceufs éclos) a b a b b
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Figurel0. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la viabilité des ceufs
d’Ephestia kuehniella. (m+SD; n=6) Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Le traitement des chrysalides méales a une action différée sur la viabilité des ceufs.

L’ANOVA des données obtenues montre un effet traitement significatif (Fa, 25= 47,72 ;

P<0,001). Le test de Tukey permet le classement des divers traitements en 2 groupes :

Teémoins et tébufenozide ; RH-5849, halofénozide et méthoxyfénozide (Tableau8).

Tableau 8. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides méles d’Ephestia kuehniella

sur la viabilité des oeufs : analyse de la variance (m +SD ; n=6).

RH-

Sources DDL SC CM Fobs P
Facteur 4 144475 3611,9 47,72 P<0,001
Erreur 25 1892.3 75,7
Totale 29 16339,9
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3.1.5. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur la durée de développement
embryonnaire :

L analyse statistique concernant la durée du développement embryonnaire ne révele
aucun effet traitement (P=0,986) et cela aprés administration des quatre mimetiques de
I’hormone de mue (Tableaux 9,10 ; Fig .11).

Tableau 9. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la durée du

développement embryonnaire d’Ephestia kuehniella. (m+SD ; n=6). Les moyennes suivies d’une
méme lettre ne sont pas significativement différentes (P> 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 | RH-0345 RH-2485
Durée de
développement 4,50+0,42 4,66+0,55 | 4,66+0,42 | 4,50+0,50 | 4,83+0,47
embryonnaire a a a a a
(Jours)
5 -
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Figurell. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique & I’émergence des chrysalides males sur la durée du
développement embryonnaire d’Ephestia kuehniella. (m £ SD ; n= 6). Les moyennes suivies d’une
méme lettre ne sont pas significativement différentes (P> 0,05).

Tableau 10. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides méles d’Ephestia kuehniella
sur la durée du développement embryonnaire : analyse de la variance. (m+SD ; n=6).

Sources DDL SC CM Fobs P
Facteur 4 0,47 0,12 0,08 0, 986
Erreur 25 34,50 1,38
Totale 29 34,97
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3.2. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur la taille des ceufs :
Une dizaine d’ceufs pour chaque couple et six répétitions pour chaque traitement ont été

prises pour I’étude de la taille des ceufs.

3.2.1. Impact des mimétiques de I’hnormone de mue sur la longueur des ceufs :

Comparativement aux témoins, la longueur des ceufs deposes par les femelles accouplées
a des males traités est identique a celle des couples formés a partir de méales non traités. Le
test de Tukey n’a mis en valeur aucun effet traitement pour les individus traités avec les
differents insecticides par rapport aux témoins (P=0,161) (Tableaux 11 et 12 ; Fig. 12).
Tableaull. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides méles sur la longueur (um) des

ceufs d’Ephestia kuehniella. (m + sD; n=6). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485
Longueur des 446+11,8 453+1,76 441+6,77 451+7.65 426+8,29
oeufs (um) a a a a a

-
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Figure 12. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la longueur des ceufs
d’Ephestia kuehniella. (m £ sD; n= 6). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Tableau 12. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males d’Ephestia kuehniella
sur la longueur des oeufs : analyse de la variance. (m + SD ; n=6).

Sources DDL SC CM F obs P
Facteur 4 0,002727 0,000682 1,80 0,161
Erreur 25 0,009476 0,000379
Totale 29 0,012204

3.2.2. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur la largeur des ceufs :

D’apres les resultats obtenus et reportés dans les tableaux 13 et 14 et la figure 13, on
constate que le RH-5849 réduit significativement la largeur des ceufs et que les autres
molécules n’ont aucun effet. L’ANOVA des données obtenus montre un effet traitement
significatif (F 4, 25 = 4,29. P =0,001) ; deux groupes sont obtenus : le premier groupe est
représenté par les témoins et les traités par le RH-5992, le RH-0345 et le RH-2485 et le

deuxiéme groupe par les traités avec le RH-5849.
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Tableau 13. Impact des mimétiques de I’hnormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la largeur (um) des
ceufs d’Ephestia kuehniella. (m + sD; n=6). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485

Largeur des ceufs | 249+11,1 219+3,86 | 250+1,43 2414754 | 249+2,26
(um) a b a a a
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Figure 13. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la largeur des ceufs
d’Ephestia kuehniella. (m £ sD; n= 6). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Tableau 14. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males d’Ephestia kuehniella
sur la largeur des ceufs : analyse de la variance. (m £ SD ; n=6).

Sources DDL SC CM F obs P
Facteur 4 0,004164 0,001041 4,29 0,009
Erreur 25 0,006070 0,000243
Totale 29 0,010234
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3.2.3 Impact des mimétiques de I’normone de mue sur le volume des ceufs :

De méme, les insecticides administrés par application topique a I’exuviation nymphale ont
un effet sur le volume des ceufs qu’ils réduisent (Tableau 15; Fig.14) ; I’ANOVA des données
obtenu montre un effet traitement significatif (F4 25 =3,42 . P=0,023). Le test de Tukey a mis
en évidence deux groupes : le premier représenté par les témoins et les traités avec le RH-
5992, RH-0345 et RH-2485 et le deuxieme groupe par les traités avec le RH-5849 (Tableau
16).

Tableau 15. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique & I’émergence des chrysalides males sur le volume (mm?)

des ceufs d’Ephestia kuehniella (m + sb ; n=6). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05)

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485
Volume des ceufs | 0,01547 + | 0,01141 + | 0,01479 + | 0,01375 + | 0,01392 +
(mm3) 0,00148 0,01076 0,00037 0,00086 0,00038
a b a a a
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Figure 14. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le volume (mm?®) des
ceufs d’Ephestia kuehniella. (m + sD; n= 6). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).
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Tableau 16. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
5849) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides méles d’Ephestia kuehniella
sur le volume des oeufs : analyse de la variance. (m % SD ; n=6).

Sources DDL SC CM F obs P
Facteur 4 0,0000556 | 0,0000139 3,42 0,023
Erreur 25 0,0001017 0,000041
Totale 29 0,0001573

3.3. Impact des mimétiques de I’hnormone de mue sur le poids et la taille du testicule :

Des dissections faites sous la loupe binoculaire dés I’émergence des adultes

d’E.kuehniella permettent de prélever le testicule, de le peser et de prendre ses mensurations.

3.3.1. Impact des mimétiques de I’normone de mue sur le poids du testicule :

Les résultats mentionnés dans les tableaux 17 etl8 et la figure 15 montrent que ces
insecticides n’ont aucun effet sur le poids du testicule (P=0,513). L analyse de la variance n’a
mis en évidence aucun effet traitement.

Tableaul?. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique & I’émergence des chrysalides males sur le poids du testicule

d’Ephestia kuehniella. (m + sD; n=10). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485
Poids du testicule 0,019 + 0,017 0,014 + 0,017 + 0,016 +
(mg) 0,002333 0,00153 0,00163 0,00213 0,00221

a

a

a

a

a

*
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Figurel5. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le poids (mg) du testicule
d’Ephestia kuehniella. (m £ sb; n= 10). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Tableau 18. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
5849) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides méles d’Ephestia kuehniella
sur le poids du testicule : analyse de la variance. (m + sD ; n=10).

Sources DDL SC CM F obs P
Facteur 4 0,00013 0,000033 0,83 0, 513
Erreur 45 0,00179 0,00039
Totale 49 0,0048

3. 3.2. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur la taille du testicule :
* Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur la longueur du testicule :

L’étude statistique révele une différence hautement significative chez les individus traités
avec les difféerents insecticides sur la longueur du testicule qu’ils allongent (Tableaul9; Fig
16). L analyse de la variance met en évidence trois groupes, représentés par le groupe des
témoins, le deuxiéme groupe par les traités avec le RH-5948, RH-0345 et RH-2485 et enfin le

troisiéme groupe par les traités avec le RH-5992 (Tableau20).
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Tableaul9. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la longueur (um) du
testicule d’Ephestia kuehniella. (m £ sb ; n=10). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Traitements

Témoins

RH-5849

RH-5992

RH-0345

RH-2485

Longueur du
testicule (um)

697+4,96
a

775,8+12.1
b

748,0+21,7
C

796,0+15,4
b

788,0+ 14,0
b

820 - b
800 -
780 - c
760 -
740 -
720 +
700 -

680 -

Longueur du testicule (um)

660 -
640 -

620 T

Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485

Figurel6. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la longueur (um) du
testicule d’Ephestia kuehniella. (m + sp ; n=10). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Tableau 20. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides méles d’Ephestia kuehniella
sur la longueur du testicule : analyse de la variance. (m £ sb ; n=10).

Sources DDL SC CM F obs P
Facteur 4 61424 15356 6,66 0,000
Erreur 45 103758 2306
Totale 49 165181
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* Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur la largeur du testicule :

Un effet traitement a été mis en évidence sur la largeur du testicule chez les traités par le
RH-5849, RH-5992 et RH-2485 ou on remarque une augmentation; alors que chez les traités
avec le RH-0345, on ne constate aucun effet par rapport aux témoins (Tableau21 ; Figl7)

Tableau2l. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la largeur (um) du
testicule d’Ephestia kuehniella. (m + sb ; n=10). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485

Largeur du 524,4+17,1 | 559,8+17,0 | 635,9+11,9 | 534,3+13,3 | 645,3+ 25,4
testicule (um) a b b a b

700 - b

H0T
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Figurel?7. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur la largeur (um) du
testicule d’Ephestia kuehniella. (m = SD ; n= 10). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).
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L analyse de la variance a mis en évidence deux groupes : Témoins, RH-0345 et traités avec
RH-5849, RH-5992 et RH-2485(Tableau2?).

Tableau 22. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males d’Ephestia kuehniella
sur la largeur du testicule : analyse de la variance. (m = SD ; n=10).

Sources DDL SC CM F obs P
Facteur 4 112365 28091 9,09 0,000
Erreur 45 139039 3090
Totale 49 251404

*Impact des mimétiques de I’hnormone de mue sur le volume du testicule

Les tests statistiques révelent un effet traitement significatif pour les individus traités avec
les RH-5849, RH-5992 et RH-2485, alors qu’il ne semble y avoir aucun effet pour ceux
traités avec le RH-0345 toujours par rapport aux témoins (Tableau 23 ; Fig18).

Tableau 23. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le volume (mm?)
du testicule d’Ephestia kuehniella. (m + sD ; n=10). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont
pas significativement différentes (P> 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485

Volume du 0,10819 + | 0,12847 + | 0,15770 = | 0,11930 + | 0,17482 =+

testicule (mm3) 0,00722 0,00861 0,00601 0,00634 0,00511
a b c a d
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Figurel8. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le volume (mm®) du
testicule d’Ephestia kuehniella. (m £ sb ; n= 10). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Le test de Tukey nous a permis de les classer en quatre groupes qui sont: Témoins et
traités avec le RH-0345 ; les traités avec le RH-5849 ; les traités avec le RH-5992 et enfin
ceux traités avec le RH-2485 (Tableau 24).

Tableau 24. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-2485, RH-5992, RH-0345 et RH-

5849) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males d’Ephestia kuehniella
sur le volume du testicule : analyse de la variance. (m = SD ; n=10).

Sources DDL SC CM F obs P
Facteur 4 0,030725 0,007681 8,94 0,000
Erreur 45 0,038644 0,000859
Totale 49 0,069369

3.4. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur la structure du testicule

La structure du testicule ou le déroulement de la spermatogenése a été estimé sur des
coupes histologiques d’abdomens de papillons adultes, dés leur émergence (Ojour).
L’observation en microscopie optiques des lames préparées, ne révéle aucune altération de la
structure chez les lames des séries traitées par rapport a la structure des lames séries témoins
En effet, les tubes séminiféeres semblent pleins et les cellules spermatiques semblent étre
intactes. (Figure 19).
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Figurel9 : Coupes histologiques du testicule d’ Ephestia kuehniella A : Témoin ; B : Traités
RH-5849 ; C : Traités RH-5992 ; D :Traités RH-0345 et E : Traités RH-2485.(x 600).

T: tube séminifere; P:paroi du tube séminifere; L: lumiére du tube séminifere; S:cellules
spermatiques

E
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3.5. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur la composition biochimiques du
testicule :

Chez Ephestia kuehniella, les traitements ont été réalisés a I’exuviation nymphale et
I’évaluation des différents parametres a été effectuée sur des testicules de males préleveés a
I’émergence des papillons (0 jours). L’étude biochimique a permis de déterminer les teneurs
en métabolites (protéines, lipides et glucides), en acides nucléiques (ADN et ARN) et

ecdystéroides (hormone de mue) dans les testicules.
3.5.1. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur le taux des métabolites.

* Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur le taux des protéines totaux

La quantification a été faite a partir d’une courbe de régression exprimant I’absorbance en
fonction d’albumine standard (Tableau 25; Fig. 20).

Tableau 25: Dosage des protéines dans le testicule de I’adulte d’Ephestia kuehniella 4gé de O jour :
réalisation de la gamme d’étalonnage.

Quantité de protéines (ug) Absorbances
0 0
20 0,100
40 0,303
60 0,474
80 0,663
100 0,770

<
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Figure 20.

Dosage des protéines dans le testicule de I’adulte d’Ephestia kuehniella agé de 0 jour :

droite de régression exprimant I’absorbance a 595nm en fonction de la quantité d’albumine standard.

Les résultats de I’ANOVA ne montrent aucun effets sur les taux de protéines (F410=1,52;
p>0,05) (Tableaux 26 et 27 ; Fig. 21).

Tableau 26. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés in vivo par application topique a I’émergence des chrysalides méles sur le taux des
protéines totales testiculaire (ug/mg) chez les adultes d’Ephestia kuehniella (mxSD; n=4; les
moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes p > 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 | RH-2485
Taux des protéines| 59,73+5,26 | 61,00+11,40 | 82,73+8,85 | 69,27+5,61| 64,17+4,30
totales a a a a a

g
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Figure2l. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés in vivo par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des
protéines totales testiculaires (g/mg) chez les adultes d’Ephestia kuehniella (m+sD ; n=4).

Tableau 27. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males d’Ephestia kuehniella
sur le taux des protéines totales testiculaires : analyse de la variance.

Sources DDL SC CM Fobs P
Facteur 4 1047 262 1,52 >0,05
Erreur 10 1721 172
Totale 14 2768

45
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* Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur le taux des lipides totaux :

La quantification des lipides totaux a été faite a partir d’une courbe de régression exprimant
I’absorbance en fonction de la quantité de lipides obtenue par la gamme d’étalonnage
(Tableau28 ; Fig. 22).

Tableau28 : Dosage des lipides dans le testicule adulte d’Ephestia kuehniella agé de 0
jour: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Quantité de lipides (ug) Absorbances
0 0
50 0,026
100 0,051
150 0,108
200 0,155
250 0,227
0,25 -
y=0,0009x -0,0183 ¢
0,2 - R? = 0,9649
0,15 -
Q
2 01 -
[]
2
<
0,05 - *

O T T T T T 1
V 50 100 150 200 250 300
-0,05

Quantité de lipides(pg)

Figure22. Dosage des lipides dans le testicule de I’adulte d’Ephestia kuehniella agé de Ojours: droite
de régression exprimant I’absorbance a 530 nm en fonction de la quantité de I’huile de table.

Les résultats de I’ANOVA montrent une augmentation hautement significatif des taux de
lipides chez les traités avec le RH-0345 (F410=94,99 ; p<0,001). En effet, le taux des lipides
passe de 813,6 £ 22,8 chez les ttmoins a 2228 + 146 chez les traités avec le RH-0345 et une
baisse significative chez les individus traités avec le RH-5849, RH-2485 et RH-5992 (Tableau

29 ; Fig. 23).
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Tableau 29. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides méales sur le taux des lipides
totaux testiculaire (ug/mg) chez les adultes d’Ephestia kuehniella (m£SD ; n=4; les moyennes
suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes p> 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 | RH-2485

Taux des lipides | 813,6+22,8| 575,7+38,0 | 458,4+54,1 | 2228+146 | 518+53,9

totaux a c b d c
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Figure 23. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des lipides totaux
testiculaire (ug/mg) chez les adultes d’Ephestia kuehniella (m+SD ; n=4).

Le classement par le test de Tukey met en évidence 4 groupes par ordre décroissant : le
premier groupe est représenté par les individus traités avec le RH-0345; le deuxiéme
groupe par les témoins ; le troisieme groupe par ceux traités avec les RH-2485 et RH-5849 et
enfin le quatrieme groupe par ceux traités avec le RH-5992 (Tableau 30).

Tableau 30. Impact des mimétiques de I’hnormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males d’Ephestia kuehniella
sur le taux des lipides totaux testiculaires : analyse de la variance.

Sources DDL SC CM Fobs P
Facteur 4 6645410 1661353 94,99 < 0,001
Erreur 10 174893 17489
Totale 14 6820303
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*Impact des mimétiques de I’hnormone de mue sur le taux des glucides totaux :

La quantification a été faite a partir d’une courbe de régression exprimant I’absorbance en

fonction de la quantité de glucides obtenus par la gamme d’étalonnage (Tableau 31 ; Fig. 24).

Tableau 31: Dosage des glucides dans le testicule d’Ephestia kuehniella adulte 4gé de O jours:
réalisation de la gamme d’étalonnage.

Quantité de glucose (ug) Absorbances
0 0
20 0,256
40 0,476
60 0,634
80 1,018
100 1,293
14 -

y=0,0127x - 0,0235 ¢

Absorbances
o
(o)}
1

O T T T T T 1
I 20 40 60 80 100 120
Quantité de glucose(pug)

Figure 24. Dosage des glucides dans le testicule de I’adulte d’Ephestia kuehniella agé de O jours:
droite de régression exprimant I’absorbance a 620 nm en fonction de la quantité de glucose (ug).

Les résultats de ’ANOVA montrent un effet traitement hautement significatif sur la
concentration en glucides. (F4.10= 69,27 ; P<0,001).En effet, le taux des glucides augmente
uniquement chez les traités avec le tébufénozide , tandis qu’une réduction significative est

notée chez les traitées avec le RH-5849 (Tableau 32; Fig .25)

&



RESULTATS

Tableau 32. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des
glucides totaux testiculaires (ug/mg) chez les adultes d’Ephestia kuehniella (mzSD; n=4; les
moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes p> 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485

Taux des glucides| 71,33+2,43 | 48,94+1,93 | 195,22+4,75| 67,95+6,64 | 77,4+13,1
totaux a c b a a

250 ~

o

200 -
150 -
100 -
a
b
N i
O T T

Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485

—~

Taux des glucides pg/mg de tissu

Figure 25. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides méles sur les glucides totaux

testiculaire (ug/mg) chez les adultes d’Ephestia kuehniella (m£SD ; n=4).

Le classement par le test de Tukey met en évidence 3 groupes. Le premier groupe est
représenté par ceux traités avec le RH-5992, le second groupe par les témoins et les traités
avec le RH-2485, RH-0345 et enfin le troisiéme groupe par ceux traités avec le RH-5849
(Tableau 33).
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Tableau 33. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-

2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males d’Ephestia kuehniella
sur le taux des glucides totaux testiculaire : analyse de la variance.

Sources DDL SC CM Fobs P
Facteur 4 41180 10295 69,27 < 0,001
Erreur 10 1486 149
Totale 14 42666

3.5.2. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur le taux des acides nucléiques :
Les resultats révelent que les traitements effectues sur les chrysalides méles nouvellement
exuviées présentent des effets variables sur la quantité d’acides nucléiques.
* Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur le taux d’ADN

La détermination des taux d’ADN a été réalisée a partir des courbes de références

exprimant I’absorbance en fonction des quantités d’ADN standard (Tableau34 ; Fig.26).

Tableau 34 : Dosage de I’ADN dans le testicule de I’adulte d’Ephestia kuehniella &gé de Ojour:
réalisation de la gamme d’étalonnage.

Quantité d’ADN (ug) Absorbances
0 0
20 0,066
40 0,144
60 0,180
80 0,224

-
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Figure 26.Dosage des acides désoxyribonucléiques (ADN) dans le testicule de I’adulte d’Ephestia
kuehniella &gé de Ojour: droite de régression exprimant I’absorbance a 602nm en fonction du taux
d’ADN standard (lg).

L’ANOVA (F 4 15=1170,43; p < 0,001) révele un effet traitement hautement significative
sur le taux d’ADN testiculaire comparativement aux témoins. La quantité d’ADN augmente
significativement chez les individus traités avec le tébufénozide et diminue d’une maniére
significative chez ceux traités avec les trois autres agonistes comparativement aux témoins.
Le classement par le test de Tukey met en évidence quatre groupes par ordre décroissant : le
premier groupe est représenté par les individus traités avec RH-5992, le deuxiéme groupe par
les témoins, le troisieme groupe par ceux traités avec le RH-2485 et enfin le quatrieme
groupe par les individus traités avec les RH-5849 et RH-0345 (Tableaux35 et 36 ; Fig.27).

Tableau 35. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males d’Ephestia kuehniella
sur le taux d’ADN testiculaire (m £SD ; n=4) : Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes p> 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485

Taux d’ADN | 81,72+1,21 | 22,10+0,80 | 199,30+4,53 | 21,83+0,81 | 41,76+0,64
a d c d b
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Figure 27. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et
RH-2485) administrés in vivo par application topique a I’émergence des chrysalides males
sur le taux d’ADN testiculaire (ug/mg) chez les adultes d’Ephestia kuehniella ; (m+sD ;
n=4).

Tableau 36. Impact des mimetiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et
RH-2485) administres in vivo par application topique a I’émergence des chrysalides males
d’Ephestia kuehniella sur le taux d’ADN testiculaire : analyse de la variance.

Sources DDL SC CM Fobs P
Facteur 4 88842,0 222105 1170,43 <0,001
Erreur 15 284.6 19,0
Totale 19 89126,6

* Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur le taux d’ARN

La determination des taux d’ARN a été realisee a partir d’une courbe de régression

exprimant I’absorbance en fonction du taux d’ARN standard (Tableau 37 ; Fig .28).

Tableau 37: Dosage de I’ARN dans le testicule de I’adulte d’Ephestia kuehniella 4gé de 0 jour:

réalisation de la gamme d’étalonnage.

Quantité d’ARN (ug) Absorbances
0 0
20 0,031
40 0,067
60 0,094
80 0,127
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Figure 28. Dosage des acides ribonucléiques (ARN) dans le testicule de I’adulte d’Ephestia kuehniella
agé de O jours: droite de régression exprimant I’absorbance & 660nm en fonction de la quantité
d’ARN standard (ug).

Concernant les ARN testiculaires, ’ANOVA indique également un effet traitement
significatif (F45=885,65 ; p<0,001) et le test de Tukey permet de classer les traitements en
quatre groupes par ordre décroissant de la quantité d’ARN : RH 5849, RH-0345, Témoins,
RH-2485 et RH-5992. Ainsi, les quantités d’ARN diminuent significativement chez les séries
traitées avec le tébufénozide et méthoxyfénozide par rapport aux témoins. Par contre, une
augmentation significative est observée chez les séries traitées avec le RH-5849 et le
halofénozide (Tableaux 38 et 39 ; Fig. 29).

Tableau 38. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et
RH-2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides méales sur le
taux d’ARN testiculaire (ug/mg de testicule) chez les adultes d’E. kuehniella ( m £ sD;
n=4; les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes p>
0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485

Taux d’ARN [145,45+2 46 | 293,79+3,79 109,89+2.96 | 202,40+1,73| 113,09+1,45
a b c d c
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Figure 29. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485)
administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux d’ARN
testiculaire (ug/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m+SD ; n=4)

Tableau 39. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-
2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males d’E. kuehniella sur le
taux d’ARN testiculaire : analyse de la variance.

Sources DDL SC CM Fobs P
Facteur 4 97091,7 242729 885,65 <0,001
Erreur 15 4111 27,4
Totale 19 97502, 8
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3.5.3. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur le taux des ecdystéroides :

La quantification des ecdystéroides a été faite dans les testicules avec une méthode EIA
chez des méles d’Ephestia kuehniella témoins et traités avec les différents mimétiques de
I’hormone de mue a partir d’une courbe de référence exprimant le rapport B/B, en fonction
des logarithmes décimal des concentrations molaires (M) de I’hormone standard : I’ecdysone.
Les résultats sont exprimes en pg d’équivalents E/mg de tissu testiculaire et représentés dans

le tableau 40 et la figure30 .

Tableau 40 : Analyse quantitative des ecdystéroides libérés in vivo par le testicule d’adulte
d’Ephestia kuehniella agé de 0 jour. Courbe de référence établie avec un anticorps polyclonal

(B de lapin) et exprimant B/Bg en fonction des concentrations molaires (M) d’ecdysone.

Solution standard Concentration (M) B/By
1 10”7 6.2
2 10°® 13,9
3 10° 52,4
4 100 65,6
5 101 87,0
6 10% 89,3
7 108 100,2
1004 o
80
X 60-
o
m
m 40-
20
0 | | | | | | 1
-2 0 2 4

pPg (E)/puits

Figure 30. Dosage EIA des ecdystéroides libérés par le testicule d’adulte d’E.kuehniella agé
de 0 jour. Courbe de référence établie avec un anticorps polyclonal (B de lapin) et exprimant
B/B en fonction des concentrations molaires (M) d’ecdysone (E).
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Les résultats de ’ANOVA montrent qu’il n’y a aucun effet de ces molécules par rapport

aux témoins sur le taux des ecdystéroides (P=0,664). (Tableaux 41 et 42 ; Fig.31).

Tableau 41 .Impact des mimetiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et
RH-2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le
taux des ecdystéroides testiculaire (pg/mg de testicule) chez les adultes d’E. kuehniella
(mxsSD; n=4; les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement
differentes p> 0,05).

Traitements Témoins RH-5849 RH-5992 RH-0345 RH-2485
Taux des 39,78+2,70 | 38,51+1,86 | 41,20+ 1,38| 39,29 +3,59| 40,00 + 2,60
ecdystéroides a a a a a
43
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2 42 - a
S a T a a
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Figure 31. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et
RH-2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le
taux des ecdystéroides testiculaire (pg/mg de testicules) chez les adultes d’E . kuehniella
(mzsD ; n=4).

Tableau 42. Impact des mimétiques de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345 et
RH-2485) administrés par application topique a I’émergence des chrysalides méales d’E.
kuehniella sur le taux des ecdystéroides testiculaires : analyse de la variance.

Sources DDL SC CM Fobs P
Facteur 4 15,72 3,93 0,61 0,664
Erreur 15 97,19 6,48
Totale 19 112,91
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4. Discussion

4.1. Impact des mimeétiques de I’hormone de mue sur les événements potentiel
reproducteur :

Chez les insectes, comme chez toutes les espéces vivantes, les femelles ont développé des
stratégies afin de maximiser leur potentiel reproducteur, la probabilité que leur progéniture
survive jusqu’a I’age de la maturité sexuelle En effet, celles ci produisent un nombre
restreint de gros gametes, qui contiennent de bonnes quantités de réserves cytoplasmiques,
conférant ainsi aux zygotes un avantage dans leur développement (Trivers, 1972; Rutowski,
1982).

Quel que soit le groupe taxinomique, il est important que I’ovulation chez la femelle
survienne en méme temps que I’insémination par le male de facon a éviter la fécondation
d’ovules trop agés pouvant entrainer des désordres dans le développement du zygote, voire sa
mort (Tarin et al., 2000). Ceci est aussi vrai concernant les spermatozoides, qui peuvent étre
trop agés au moment de la fécondation (Tarin et al ., 2000). Dans les heures qui suivent la fin
de I’accouplement, les spermatozoides quittent le spermatophore, logé dans la bourse
copulatrice de la femelle et empruntent le conduit de la bourse pour se diriger vers la

spermathéque ou ils seront stockés jusqu’a la fertilisation des ceufs (Marcotte, 2003).

Chez E. kuehniella, les étapes de la vitellogénése s’effectuent pendant la vie nymphale.
L’accouplement et la fécondation ont lieu pendant les 12 premiéres heures apres I’exuviation
adulte (période de préoviposition) et la période d’oviposition dure 3 a 4 jours (Taibi, 2007 ;
Khebbeb et al., 2008 ; Soltani-Mazouni et al 2012) .

Nos résultats montrent que le traitement des chrysalides males dés leur exuviation
nymphale perturbe significativement la période de préoviposition, la fécondite, et la viabilité
des ceufs. Les durées d’oviposition et de développement embryonnaire ne semblent pas étre
significativement affectées par ces insecticides. Les effets sont différents d’une molécule a
I’autre. Le RH-5849 a un effet traitement sur la période de préoviposition qu’il allonge et sur
la fécondité et la viabilit¢ qu’il réduit. Le RH-5992 augmente aussi la période de
préoviposition et réduit la fécondité et n’a aucun effet sur la viabilité des ceufs. Le RH-0345
réduit la viabilité des ceufs et n’a aucun effet ni sur la période de préoviposition ni sur la
fécondité. Le RH-2485 a un effet sur la fécondité et sur la viabilité des ceufs qu’il reduit.

Pineda et al., 2009 ont montré une réduction de la fecondite des femelles de Spodoptera .

littoralis lorsque les méles sont traités avec le RH-2485 et accouplés a des femelles non
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traitées. L’inhibition de la fécondité pourrait étre causée par le transfert de I’insecticide lors de
la spermatogéneése. Ils supposent que le transport du RH-2485 aux ceufs pourrait se faire par le
sperme et cela pendant le processus de la copulation car lors de I’accouplement, les méles
lepidoptéres transferent aux femelles un spermatophore qui contient en plus des

spermatozoides des secréetions produites par les glandes accessoires (Marcotte, 2003).

De méme, Sun & Barrett (1999) et Knight (2000) ont observé une réduction de la
fécondité des femelles de C .pomonella de 33% apres traitement avec le RH-5992 et 60%
avec le RH-2485.Cette réduction pourrait étre expliquée par I’accumulation des insecticides
dans les ceufs transmis lors de I’accouplement par le male traité provoquant la réduction des
ovocytes en affichant une apparence dégénérative ou parce que les males sont moins

vigoureux.

Par ailleurs, la fécondité a été plus affectée lorsque les larves sont traitées par ingestion. En
effet, les travaux menés par Rodriguez Enriquez et al. (2010) sur S. littoralis montrent que
I’administration du RH-2485 par ingestion aux larves du troisieme stade & une concentration
sublétale (CL25), provoque une réduction importante des taux d’eclosion des ceufs. Des
résultats comparables ont été retrouves apres administration du RH-2485 par ingestion chez S.
exiga (Luna et al., 2011). Pineda et al. (2009) ont aussi rapporté que le Spinosad et le RH-
2485, réduisent d’une maniere dose-dépendante, la fécondité et la fertilité des femelles de
S.littoralis. La présence de ces composés dans les ceufs peut aider a comprendre la perte de la
fertilité des ceufs, due aux spermatozoides qui sont affectés (Carpenter & Chandler, 1994). Le
pouvoir fertilisant des males subit des variations importantes, bien que la production de
spermatozoides débutant dés la période nymphale se poursuive durant toute la vie de I’insecte.
Ces insecticides penétrent dans le corps de I’insecte par diverses voies et franchissent
plusieurs barriéres avant d’atteindre leurs cibles. Ils peuvent étre réversiblement absorbés par

tous les tissus puis détoxifiés et finalement excrétés (Ishaaya, 1995).

En effet, le tébufénozide, le halofénozide et le méthoxyfénozide réduisent la fécondité et la
fertilité chez plusieurs espéces d’insectes comme Choristoneura rosaceana (Dallaire,2003) ;
Cydia pomonella (Sun & Barrett,1999 ; Knight,2000) ; Spodoptera exigua (Osario et
al.,2008) ; Spodoptera littoralis (Pineda et al., 2009), Leptinotarsa decemlineata ( Farinos et
al., 1999) et T. molitor (Taibi et al., 2003).
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Dhadialla et al. (1998) expliquent I’inhibition de I’oviposition par I’absence de sécrétion
des facteurs stimulants I’oviposition qui sont normalement présents dans I’hémolymphe des

femelles fécondées non traitées chez S exempta, S. exigua et L. decemlineata.

La viabilité des ceufs diminue chez les individus traités avec les RH-5849, RH-0345et RH-
2485. De méme, Bouzeraa (2009) a noté une diminution de la viabilité des ceufs
d’E.kuehniella lorsque les males sont traités avec le RH-2485 et une réduction importante de
la fécondité et la létalité de tous les ceufs lorsque le RH-2485 est appliqué a la fois aux
chrysalides méles et femelles (Bouzeraa & Soltani-Mazouni , 2012). De plus, la réduction des
taux de lipides et de sucres ainsi que I’augmentation des ecdystéroides libres dans les ovaires
E. kuehniella aprés traitement avec le RH-2485 (Soltani-Mazouni et al., 2012) suggere une
réduction de la fécondité via une interférence de I’insecticide avec la vitellogénése et son
contr6le endocrine. A cette réduction de la fécondité s’ajoute une réduction de la viabilité des
ceufs.

D’autres études ont démontré que le RH-5992 réduisait la fertilité des males chez
certains Lépidopteres comme Helicoverpa zea induisant ainsi une chute du nombre
d’eupyrénes transférés aux femelles lors de I’accouplement (Carpenter & Chandler, 1994) et
de C. pomonella (Sun & Barett, 1999).

Le traitement des males et des femelles avec le RH-5992 et RH-2485 provoquerait un
ralentissement de la période d’oviposition (Bouzeraa & Soltani-Mazouni, 2012) et une
diminution de la période d’oviposition, de la fécondité et de la viabilité des ceufs (Soltani-
Mazouni et al, 2012). De plus, le RH- 5849 interfere dans I’ovulation et I’oviposition, puisque
les ecdystéroides stimulent les cellules neurosécrétrices pour la synthese de I’hormone
myotropique d’ovulation (Smagghe & Degheele, 1994a). La sécrétion de I’hormone de
I’ovulation se fait aprées la libération d’un pic d’ecdystéroides (Hagedorn, 1985). La réduction
du nombre d’ceufs pondus par femelle et de la viabilité des ceufs pourrait étre attribuée a une
action des agonistes des ecydstéroides sur la vitellogenése mais également sur la production et
la qualité des spermatozoides et le comportement sexuel (Soltani-Mazouni et al., 2012 ;
Bouzeraa & Soltani-Mazouni, 2012). Un certain nombre de travaux appuient cette derniere
hypothése ; en effet, I’halofenozide modifie le comportement sexuel chez Blattella germanica
(Kilani-Morakchi et al., 2009), tandis que le tébufenozide induit I’émergence d’adultes
malformés avec une incapacité d’accouplement et de ponte chez C. fumiferana (Sundaram et
al., 2002). Enfin, selon Tunaz & Uygun (2004), les adultes peuvent ainsi étre stériles ou

posséder des organes génitaux anormalement développés, ce qui entrave le processus de
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I'accouplement ou la capacité de produire une descendance fertile. Cet impact des agonistes
des ecdystéroides sur la spermatogenése est suggéré par plusieurs travaux : ainsi, il a été
rapporté que le tébufenozide réduit la fertilité des males avec une chute du nombre de
spermatozoides eupyrenes chez Helicoverpa zea (Carpenter & Chandler, 1994), C. pomonella
(Sun & Barett, 1999), Argyrotaenia velutiana et Choristoneura rosaceana (Sun et al., 2000)
ainsi que leur succés d’accouplement (Dallaire, 2003) .Selon Smagghe et al. (2004),
I’oviposition et la viabilité des ceufs sont moins affectés quand les males de C. pomonella sont
traités avec le RH-5992. Sun & Barett (1999) ont montré une diminution de la fécondité chez
C. pomonella lorsque les males sont traités avec le RH-2485, ainsi qu’une diminution de
I’activité de I’accouplement (Bruce & Barett, 2008). Enfin, le halofenozide (RH-0345)
administré par application topique aux femelles de T.molitor allonge la période de
préoviposition, diminue la fécondité et la viabilité des ceufs (Taibi et al., 2003). ). De méme,
le méthoxyfénozide administre aux males de C. pomonella diminue la fécondité (Sun &
Barett, 1999) et affecte I’activité de I’accouplement (Bruce & Barett, 2008).

4.2. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur la morphomeétrie des ceufs :

Nos résultats sur I’impact de ces insecticides, mimétiques de I’hormone de mue sur la
morphométrie des ceufs réveélent un effet traitement sur le volume des ceufs chez seulement les
individus traités avec le RH-5849, alors qu’avec les autres insecticides aucun effet n’est
constaté. Taibi, 2007, en traitant les chrysalides femelles nouvellement exuviées (Ojours) a
aussi mis en évidence un effet traitement sur les ceufs pondus d’E.kuehniella traité par le RH-
0345 qu’il réduit ainsi que le chorion.

Smagghe & Degheele, 1992 ; 1994 et Salem et al. (1997) ont aussi signalé que le
tébufénozide affectait le développement des ceufs. Celui-ci provoque une perturbation de la
differenciation cellulaire avec une réduction évidente des cellules dans le germanium. Il réduit
aussi la croissance ovocytaire, impliquant ainsi la réduction du volume des ceufs. La structure
des enveloppes de I’ceuf ainsi que le développement de la couche cristalline ont été étudié
chez D. melanogaster (Margaritis, 1985a; Margaritis & Mazzini, 1989 ; Trougakos &
Margaratis, 2002) et chez Hygus lineloaris (Peter et al. 2002). Au cours de la choriogénése le
dépbt successif de I’enveloppe vitelline, I’endochorion et I’exochorion par les cellules
folliculaires nécessite la présence de I’hormone de mue ce qui a été mis en évidence in vitro
chez B. germanica (Bellés et al., 1993). Chez les insectes, la sécrétion des enveloppes

protectrices nécessite la présence conjointe de la 20E et de la JH (Cassier et al., 1997 ;
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Kidokoro et al., 2006).). On peut donc penser, que la réduction du volume observé sur les
ceufs pondus par les femelles traitées est probablement liée a des interactions endocrines des
insecticides régulateurs de croissance avec les ecdystéroides ovariens au cours de la formation
des ceufs. Lors de I’accouplement, des secrétions produites par les glandes accessoires
accompagnent généralement les nombreux spermatozoides transferés a la femelle. Ces
sécrétions sont connues pour avoir un role nutritif (Marshall & McNeil, 1989). Une étude
effectuée par Boggs & Gilbert (1979) a I’aide de marqueurs radioactifs montre, chez trois
especes de papillons, qu’il ya transfert direct de ces éléments nutritifs du méale a la femelle et
que ceux-ci sont subséquemment incorporés soit dans les ceufs, soit dans les tissus somatiques
de la femelle ou dans les deux. Ces sécrétions accessoires emmagasinés dans les tissus de la
femelle (Pivnick & McNeil, 1987 ; LaMunyon, 1997) pourraient étre impliquées dans le
transport et I’activation des spermatozoides (Xue & Noll, 2000) et la stimulation de la ponte
(Léopold, 1976 ; Chen, 1984).

4.3. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur le poids, la taille et la structure
du testicule :

Les gonades males des insectes sont constituées de deux testicules fusionnés en un seul
organe médian (Phillips, 1970). Chaque testicule est formé de 4 tubes séminiferes ou
follicules testiculaires. Chaque follicule est entouré par une couche de cellules épithéliales
suivie par des couches successives de cellules germinales de differents stades de
développements qui sont: spermatogonies, spermatocytes, spermatides et enfin
spermatozoides.

Chez les insectes, on distingue deux types de spermatozoides : les eupyrénes (avec noyaux) et
les apyrénes (sans noyaux, plus courts et de diamétre inférieur a celui des eupyrenes ;
Silberglied et al., 1984 ; Gage & Cook,1994 ; Friedlander,1997). Lors de I’accouplement, les
eupyrenes sont transférés sous forme de faisceaux peu motiles (Gage & Cook, 1994). Ces
derniers ne s’activent qu’a leur arrivée dans la spermatheque (Katsuno, 1978) et jouent un role
dans la fertilisation des ceufs (Friedlander & Gitay, 1972) et la stimulation de la ponte (Flint &
Kressin, 1969 ; Karpenko & North, 1973 ; Sugai & Sugita, 1976 ; Lachance et al., 1978 ;
Thibout,1979). A I’inverse, les apyrenes sont libres et tres motiles (Ferro & Akre, 1975 ;
Katsuno, 1978 ; Friedlander, 1977 ; Silberglied et al ., 1984 ) et ils le demeureront jusqu’a
leur dégénérescence complete (Katsuno, 1978). Leur r6le reste toujours incertain, bien que
leur présence peut contribuer a la prolongation de la durée de la période réfractaire chez les

femelles accouplées (Silberglied et al., 1984 ; Friedlander,1997). lls ont aussi pour réle de
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faciliter le passage des spermatozoides eupyrénes a travers la membrane basale des testicules
(Katsuno, 1977).

La spermatogenése des spermatozoides apyrénes se déroule de la méme fagon que celle des
spermatozoides eupyrénes du moins jusqu’a la phase de maturation. A ce moment 13, et plus
précisement lors de la deuxieme division méiotique, les chromosomes des spermatozoides
apyrenes, contrairement a ceux des eupyrenes, vont se répartir de fagon irréguliére et finir par
se dissoudre dans les spermatides, d’ou I’absence de chromatine chez ce type de
spermatozoides (Fain-Maurel, 1966). La régulation du cycle spermatique et du cycle de mue
est contrblée par les mémes hormones (Wigglesworth, 1972) qui sont les ecdystéroides et les
hormones juvéniles (Braquart, 1988) ou leur mécanisme d’action lié au cours du

développement et de la reproduction (Lafont et al., 2005 ; Gade et al., 1997).

Nos experiences meneé in vivo sur des chrysalides méales nouvellement exuviées (Ojours) ont
porté sur le poids, la morphométrie et la structure des testicules. Le traitement des chrysalides
nouvellement exuviées avec les différents mimétiques de I’hormone de mue ne révéle aucun
effet significatif sur le poids frais des testicules. Les expérimentations menées par Hami
(2012) ont montré que le RH-2485 et le pyriproxyféene administrés in vivo aux chrysalides
femelles d’E.kuehniella a I’émergence, réduisent significativement le poids frais des ovaires
et le nombre d’ovocytes. Des perturbations de la morphométrie de I’ovaire avec le RH-5849,
RH-5992 sont également observeées chez Plodia interpunctella (Silhacek et al., 1990) ,
S.littoralis (Smagghe & Degheele,1994c) et chez Choristoneura fumifirana (Retnakaran et
al., 2005).

Par contre un effet traitement hautement significatif est observé sur la taille des testicules
des adultes d’E.kuehniella ou I’on remarque une augmentation du volume. De méme, le
tébufenozide, le halofénozide et le méthoxyfenozide, réduisent le poids frais des ovaires, le
nombre d’ovocyte par paire d’ovaires et la longueur de I’ovocyte basal chez E. kuehniella
(Hami et al., 2005 ; Khebeb et al., 2008 ; Soltani-Mazouni et al., 2012). L’halofenozide (RH-
0345), affecte la morphométrie des ovaires chez T. moltor (Soltani-Mazouni et al., 2001 ;
Taibi,2007) et chez Blatella germanica (Kilani-Morakchi et al., 2009a). Le
dibenzoylhydrazine (RH-5849), provoque une perturbation du développement des ovaires
chez les lépidoptéres (Aller & Ramsay, 1988 ; Salem et al., 1997 ; Hami et al., 2005) , les
coléoptéres (Wing & Ramsay, 1989) ou encore les diptéres (Smagghe & Degheele,1992).
Le tébufénozide (RH-5992) induit une réduction du poids des testicules chez E.kuehniella
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(Khebbab et al., 2008), réduit la fertilitt des males avec une chute du nombre de
spermatozoides eupyrenes chez Helicoverpa zea (Carpenter & Chandler, 1994), C .pomonella
(Sun & Barett,1999), Argyroteaenia velutinana (Sun et al., 2000).

Pour ce qui est du déroulement de la spermatogénése, les coupes histologiques n’ont mis en
évidence aucun effet traitement. En effet I’étude de la structure de I’abdomen d’E .kuehniella
montre clairement que I’administration des différents insecticides par voie topique ne
provoque aucune altération des tubes séminiféres qui semblent pleins, donc intacts : aucune
différence avec les tubes séminiferes des séries témoins. D’autres études sur le déroulement
de la spermatogenése ont été effectuées sur des orthopteres. En effet, Bakr et al., (2010) ,en
traitant les larves du 5eme stade (DL50) de Schistocerca gregaria avec deux autres
régulateurs d’insectes, Héxaflumuron et Fénoxycarbe ont mis en évidence des anomalies dans
les tubes séminiféres et dans le déroulement de la spermatogenese ; les mémes effets ont été
observés chez Locusta migratoria (Nath et al.,1976) et Earias insulina (Hussein et al.,1993),
Heteracris littoralis (Ghazawi et al . , 2007) traités respectivement avec héxamethylmélanine,

pyriproxyfene et azadirachtine.

4.4. Impact des mimétiques de I’hnormone de mue sur la composition biochimique des
testicules :

La plupart des travaux se sont intéressés & I’ovaire et a sa maturation ainsi qu’a
I’accumulation de certains constituants biochimiques notamment lors de la vitellogénése.
Les métabolites (protéines, lipides et glucides), les acides nucléiques (ADN et ARN) et les
ecdystéroides ont des rdles essentiels dans la physiologie de l'insecte en particulier dans la
reproduction et le développement (Cassier et al., 1997 ; Ramswany et al., 1997 ; Taibi et al.,

2003). Mais peu de travaux ont été effectues sur les testicules.
4.4.1. Impact des mimetiques de I’hormone de mue sur les métabolites testiculaires :

Le métabolisme intermédiaire est directement impliqué dans plusieurs processus
physiologiques (croissance, immunité, mue, reproduction, maturation sexuelle...), qui
nécessite un apport quantitatif et qualitatif des divers métabolites a savoir les protéines, les
lipides et les glucides (Cole, 2002). Ces constituants biochimiques jouent un réle métabolique
essentiel dans le développement du tractus génital (Kanost et al., 1990).
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Les protéines jouent un réle fondamental dans I'organisme de toutes les especes biologiques
vivantes. Ces dernieres entrent dans divers réactions et peuvent assurer la catalyse
biochimique, la régulation hormonale et s'integrent dans la cellule en tant qu'éléments
structuraux en méme temps que les glucides et les lipides (Jacobe et al., 1961).Les protéines
qui sont nombreuses et variées sont représentées par les vitellines , qui proviennent des
vitellogénines présentes dans I’hémolymphe et produites par le corps gras. Ces vitellogénines
sont captées par les ovocytes grace a des récepteurs spécifiques présents sur leurs membranes
sous I’effet de la JH (Harnish & White, 1982 ; Engelman, 1983 ; Kunkel & Nordin, 1985). La
vitellogenine représente 60 a 90% du vitellus chez la plupart des insectes.

Les glucides représentent I'élément énergétique principal de l'organisme. Les taux de
glycogéne et de tréhalose, dans les tissus et I'némolymphe, sont étroitement liés aux
événements physiologiques comme la mue et la reproduction (Wiens & Gilbert, 1967).Les
glucides, dont la synthese semble étre effectuée au contact des membranes ergastoplasmiques,
représentent également I’élément énergétique de I’organisme jouant un role essentiel dans la

physiologie des insectes (Cassier et al., 1997)

Les lipides constituent également une source d'énergie essentielle chez les insectes
(Beenaker et al., 1985). lls sont transportés du corps gras, site de leur synthése et de leur
stockage vers les organes utilisateurs via I'hémolymphe (Keeley, 1985). Les globules
lipidiques paraissent eélaborés a partir d’un materiel qui transite par le réticulum puis I’appareil
de Golgi. Il provient des corps gras via I’hémolymphe sous forme de lipoprotéines ; il
présente une partie importante des réserves (Cassier et al., 1997).

La maturation sexuelle chez les insectes nécessite un apport quantitatif et qualitatif des
divers metabolites. Cet apport est sous la dependance d’un contrdle hormonal exercé par les
ecdystéroides et la JH (Bellés, 1995; Ramswany et al.,, 1997). L’importance des
ecdystéroides dans le processus de la vitellogénése dépend principalement du moment ou
cette activité est initiée dans le développement de I’insecte.

Les effets de ces analogues observés chez les nymphes d’E.kuehniella, notamment
biochimiques vont se répercuter chez les adultes. Dans ce contexte, les protéines
interviennent dans la formation des gamétes comme source énergétique (Borsa & Millet,
1992). Les glucides sont destinés entre autre a I’élaboration des produits génitaux (Chalabi
,2001).Les lipides représentent aussi une source importante d’énergie chez les insectes ; ils
jouent également un réle tres important lors de la vitellogénese ainsi que dans la synthese des

prostaglandines (Stanley-Samuelson & Loher, 1986).

.
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Durant la maturation sexuelle, le corps gras libére ces nutriments ou précurseurs
(protéines, glucides et lipides) qui seront captés via 1’hémolymphe par les gonades pour y
étres utilisés a des fins énergétiques (Downer, 1985 ; Stanley-Samuelson et al., 1988 ; Raikhel
& Dhadialla, 1992 ; Stanley-Samuelson & Pedibothla, 1996 ; Soulages & Wells, 1994).
L’activité des spermatozoides est egalement assurée par ces métabolites grace a I’énergie
fournie par le fluide séminal riche en phospholipides, glycogéne et en acides aminés
(Charniaux-Cotton & Payen, 1988).

Le dosage des principaux constituants biochimiques testiculaires a mis en évidence un
effet traitement hautement significatif sur les taux de lipides et de glucides, alors que les taux
de protéines ne sont pas affectés chez les séries traitées par rapport aux témoins.

De plus, les concentrations des différents métabolites dans les gonades sont
significativement réduites chez les adultes traités ; dans le méme contexte, Bensalem &
Soltani-Mazouni (2013), en dosant les principaux métabolites dans les testicules d’E.
kuehniella ont trouvé que I’administration de I’enalapril et le lisinopril entraine une
diminution significative du taux des glucides et des protéines testiculaires, alors que le taux
des lipides n’est pas affecté. De méme, une réduction dans les concentrations des protéines,
glucides et lipides est décrite chez Blatella germinaca traité au RH-0345 (Rouibi , 2002)
ainsi que chez T.molitor (Soltani-Mazouni & Soltani, 1992) et chez C.pomonella (Soltani &
Soltani-Mazouni , 1992) traités par le DFB. Le KK-42 et le RH-0345 utilisés in vivo,
réduisent les concentrations des protéines ovariennes chez T. molitor (Soltani-Mazouni et al.,
2001) et chez Anastrepha suspensa par le RH-5849 (Lawrence ,1992). La diminution de taux
en protéines testiculaires chez S. littoralis apreés traitement par le chlorfluazuron est expliquée
par I’accumulation des protéines dans I’hnémolymphe et I’interférence avec les mécanismes
contrélant la spermatogénése (Perveen, 2011). Cette réduction enregistrée au niveau de la
composition biochimique des gonades est accompagnée par une diminution significative du
poids frais des ovaires et des testicules, ce qui a été reporté par d’autres travaux, notamment
chez B. germinica traité par le RH-0345 (Rouibi , 2002).
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4.4.2. Impact des mimétiques de I’hormone de mue sur les acides nucléiques
testiculaires :

L’ecdysone, présent dans I’hnémolymphe se lie a des sites spécifiques de la paroi du
testicule, altéere sa permeabilité et permettrait I’entrée de macromolécules (ADN ; ARN) :
I’ecdysone est donc indispensable a la spermatogenése, puisqu’elle  contrdle le
fonctionnement de I’appareil reproducteur De nombreuses expériences ont démontré que
I’ecdysone acceélere les divisions mitotiques durant les premiers stades de la spermatogénese
(Dumser & Davey, 1975 ; Dumser ,1980 ; Szopa et al., 1985) .

On trouve les acides nucleiques dans les cellules de presque chaque organisme. Chez les
Iépidoptéres, au moment de la maturité sexuelle (phase nymphale chez les Iépidoptéres), les
cellules germinales se transforment en spermatozoides aprés un certain nombre de divisions
successives. Selon Ramswamy & Cohen (1992), I’ARN messager joue un rdle dans la
synthese des protéines nécessaire a la formation des organites des spermatozoides tels que les
mitochondries. Plusieurs processus biologiques peuvent influer sur la quantité d’ARN dans
une cellule incluant les processus de déetoxification ou de stress ainsi que les variations des
autres formes d’ARN.

Le dosage des acides nucléiques réalisé dans les testicules des individus témoins et traités
par les différents insecticides chez E.kuehniella révéle une modification de la composition des
taux d’ADN et d’ARN en fonction du traitement. Nos résultats mettent en évidence un effet
traitement hautement significatif sur la quantit¢ d’ADN testiculaire chez les adultes
d’E.kuehniella. Celle-ci est réduite par le RH-5849, I’halofénozide et le méthoxyfénozide
contrairement au tébufénozide qui la stimule.

Les insecticides, analogues de I’hormone de mue (RH-5849, RH-5992, RH-0345et RH-
2485) perturbent les concentrations en ADN au niveau du testicule chez E.kuehniella ou on
remarque une hausse hautement significative chez les individus traités avec le RH-5992 et une
baisse significative chez les traités avec les RH-2485, RH-5849 et RH-0345. Un effet
similaire a été constaté chez B. germanica traité par le RH-0345 (Rouibi, 2002) et
Eupolybothrus nudicornis (Daas-Maamcha, 2006). Le DFB testé in vivo chez T. molitor,
affecte le contenu ovarien (Soltani-Mazouni & Soltani, 1994) et peut aussi affecter les mitoses
et les syntheses d’ADN dans I’épiderme sternal de T. molitor ( Soltani et al., 1998) . Chez
Stomoxys calcitrans, I’inhibition de I’ADN par le DFB est specifique aux cellules originaires
des histoblastes épidermiques imaginaux (De Loach , 1981) . Le traitement par trempage avec
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le DFB des adultes d’Anthronomus grandis provoque une inhibition de la synthése de I’ADN
qui est & I’origine d’une diminution de la fécondite. Le flucycloxuron (FXC), un inhibiteur de
la synthése de la chitine, perturbe aussi I’évolution de I’ADN ovarien chez E. kuehniella en
entrainant une augmentation dans le contenu d’ADN (Bendjeddou, 1993). Des résultats
similaires ont éte obtenus chez les larves de Tribolium casteneum apres traitement au
malathion et au permethrin (Schakoori & Saleem, 1989) et également chez Choristoneura
funifera apreés traitement au cyromazine (Binnington & Retnakaran, 1991). Aprés traitement
avec le FME (Farnesyl-Methyle-Ether) un autre analogue de la JH, des chenilles de
Malacosama americanum présentent un retard dans le développement ovarien di a
I’inhibition de la synthése d’ADN dans les ovocytes des femelles traitées (Mansirgh & Steele,
1974).

Le dosage quantitatif de I’ARN testiculaire, révele une augmentation du taux d’ARN chez les
individus traités avec le RH-5849 et le RH-0345 et une légére baisse chez les traités avec le
RH-5992 et RH-2485. Les agonistes des ecdystéroides présentent une activité insecticide a
I’égard d’E. kuehniella en affectant les concentrations en ARN au niveau des testicules des
males adultes.

L application topique des divers insecticides nous a permis d’observer les désordres entraines
dans les différents processus physiologiques comme la reproduction ou le développement. La
20E et ses mimétiques sont ainsi capables d’affecter tous les compartiments corporels régulés
par la 20E et la JH. Les agonistes des ecdystéroides présentent un potentiel pesticide trés
important, car les substituts sont plus actifs que les ecdystéroides du fait d’un plus lent
métabolisme (Oberlander et al., 1995 ; Wing,1988 ).

Le spermatozoide accumule en grande quantité les matériaux protéiques, mais I’élaboration
des protéines dépend de la synthese préalable d’ARN, pour laquelle I’ADN chromosomique et
nucléolaire sert de matrice. Le nucléole donc, lieu de synthese de I’ARN ribosomial, émet des
extrusions qui se répartissent dans le nucléoplasme et correspondent a une augmentation de la
quantité d’ADN qui sert de matrice pour la synthése de I’ARNr.. D’autres études ont montré
(Pandir & Sahingoz, 2014) que I’exposition des larves d’E.kuehniella pendant un temps
déterminé a un champ magneétique créait un stress oxydatif entrainant des dommages

irréversibles de I’ADN des cellules.
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4.4.3. Impact des mimétiques de I’hnormone de mue sur la production des ecdystéroides
testiculaires :

Les ecdystéroides, sont des stérols poly hydroxylés présents, chez tous les insectes. Ils sont
essentiels a chaque mue et a chaque changement morphologique qu’un insecte subit (Svoboda
& Feldlaufer, 1991).

De nombreuses études réalisees sur divers ordres d’insectes ont démontré I’implication de
I’HJ et de I’Ecdysone ainsi que certaines neurohormones dans le controle de la physiologie de
la reproduction, la vitellogénése, la spermatogenese et le développement des glandes
accessoires (Raikhel & Dhadialla, 1992 ; Bellés, 2005 ; Belles & Maestro, 2005). Les
ecdystéroides sont impliqués dans le contrdle de la réinitiation méiotique dans I’ovocyte
(Yamashita & Suzuki, 1991), la synthése de la vitellogénine, I’augmentation de la compétence
des cellules folliculaire a incorporer cette protéine dans les ovocytes en développement
(Ramaswamy et al., 1997), I’ovulation (Ruegg et al., 1992), la spermatogenese (Alrubeai &
Gorell, 1982), I’induction de la sclérotisation des ceufs par la stimulation de la formation du
chorion ( Sahlen, 1994 ; Lafont et al,. 2005) et I’inhibition de la production de I’HJ (Lanot et
al., 1989).

La quantification des ecdystéroides synthétisés par les testicules des males adultes

d’E. kuehniella témoins et traités avec les quatre analogues de I’hormone de mue, RH-5849,
RH-5992, RH-0345 et RH-2485 a été réalisée par un dosage enzymo-immunologique.
Les effets de ces quatre molécules, ont été envisagés in vivo sur le taux hormonal des
testicules d’adultes d’E.kuehniella. Les donnees obtenus revélent que le traitement des
chrysalides males nouvellement exuviées est sans effet sur le profil hormonal testiculaire.
Contrairement & nos résultats, les travaux menés in vivo sur T. molitor par Soltani-Mazouni et
al., (2004) ont revélé que le RH-0345 , le RH-5992 et le RH-5849 augmentent le taux des
ecdysteroides ovariens chez les femelles adultes de T. molitor.

Toujours dans le méme contexte et contrairement a nos résultats, le traitement des adultes de
T. molitor avec différents agonistes des ecdystéroides (RH-5849 , RH-5992 et RH-0345) dés
I’émergence adulte , diminue la production d’ecdystéroides par les ovaires de 2 et 4 jours
correspondant au début et a la fin de la vitellogénese avec un effet plus significatif enregistré
avec le RH-5992 comparativement au RH-0345 et le RH-5849 (Boukachabia et al., 2003).
Hami et al., (2005) et Soltani-Mazouni et al., (2012) ont montré que le traitement des
chrysalides femelles par le RH-2485, le RH-0345 et RH-5992 augmente significativement le
taux des ecdystéroides ovariens par rapport aux témoins. Une autre molécule, I’enalapril, un

inhibiteur de I’enzyme de conversion de I’angiotensine, administré a des chrysalides males
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d’E.kuehniella , augmente le taux des ecdystéroides dans les testicules et est sans effet sur le
taux des ecdystéroides ovariens chez la méme espéce (Bensalem & Soltani-Mazouni, 2013). .

Des mimétiques de la 20 E (RH-5849 et RH-5992) ont aussi été testés par Wing, (1988) et
Oberlander et al., (1995) qui ont détecté aprés traitement in vitro, des taux élevés
d’ecdystéroides dans des explants tégumentaires qui sont probablement dus a I’action directe
de I’agoniste qui est en compétition avec les ecdystéroides naturels sur les mémes récepteurs.

La métamorphose des insectes est régie par un équilibre hormonal complexe dans lequel
I’hormone juvénile (HJ) joue un réle important. Au dernier stade larvaire, la teneur en HJ est
particulierement faible dans le corps de I’insecte. Si un régulateur de croissance d’insecte est
appliqué a ce moment la, la mue nymphale est perturbée provoquant des déformations ou
perturbations (Chen & Gu, 2006).

Chez les arthropodes, les ecdystéroides servent d’hormones de croissance, voire de
régulateurs d’embryogeneése, et ils servent aussi chez certains a synchroniser les évenements
liés a la reproduction. Plusieurs travaux ont été consacrés a la régulation endocrine,
notamment chez les insectes ; ils montrent que les ecdystéroides jouent un réle majeur et sont
présents a tous les stades de la vie de I’insecte : pendant le stade larvaire : dans le cadre de la
mue imaginale ou on notera le réle de I’ecdysone dans la différenciation de nombreux tissus
et organe et dans le phénoméne d’apoptose et chez I’adulte ou il existe plusieurs sources
d’ecdystéroides: les testicules et les ovaires en font partie. Les ecdystéroides sont formés par
les insectes a partir de stérols alimentaires ; ils les transforment aprés ingestion en cholestérol.
Ce dernier subit diverses oxydation et hydroxylation pour fournir I’ecdysone qui sera a son
tour convertie en 20 E par I’enzyme Ecdysone-20-monooxygénage (Feyereisen & Durst,
1978 ; Smith, 1985).

Contrairement aux insecticides classiques, ces produits s’averent plus sélectifs et
sécuritaires, permettant ainsi d’épargner les organismes non vises tels les prédateurs et les
parasitoides (Dadhialla et al., 1998). La présence de ces produits dans I’organisme de
I’insecte perturbe le systeme hormonal en initiant une mue prématurée, incompléte et létale.
Les RH-5992 et RH-2485 se sont avérés specifiques aux Iépidoptéres et les RH-0345 et RH-
5849 aux coléopteres. Quoique toujours speculative, cette différence pourrait avoir pour
origine la variabilité interspécifique dans la structure du récepteur de I’ecdysone des différents
ordres d’insectes (Smagghes et al., 1996a). Ces produits sont employés dans le but de
contréler les populations d’insectes ravageurs. En tout, ils régulent la mue, la métamorphose

et la reproduction.

.



CONCLUSION
ET
PERSPECTIVES
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Conclusion et perspectives

L’étude menée a permis d’évaluer I’action de quatre molécules sélectives appartenant a la
classe des régulateurs de croissance des insectes, les agonistes non stéroidiens des
ecdystéroides sur la reproduction d’un modeéle d’insecte, ravageurs des denrées stockees :
Ephestia kuehniella Zeller. Ces mimétiques de I’hormone de mue ont été administrés, par
application topique a I’émergence des chrysalides males afin d’évaluer leurs impacts sur la
reproduction (événements du potentiel reproducteur, les ceufs et les testicules) et sur la

composition biochimique (métabolites, acides nucléiques et ecdystéroides).

L’administration de ces insecticides, provoquent des modifications qui affectent la
reproduction et la composition biochimique. L’activité comparée du RH-5849, RH-5992, RH-
0345 et RH-2485 révéle une perturbation tant au niveau reproduction qu’au niveau

composition biochimique.

Pour ce qui est du potentiel reproducteur, les résultats obtenus montrent que les RH- 5849
et RH-5992 allongent la période de préoviposition et aucun effet n’est constaté sur la duree
d’oviposition ni sur la durée du développement embryonnaire. Par contre, la fécondité
(nombre d’ceufs/femelle) et la viabilité (%d’ceufs éclos) sont réduites par les RH-5849, RH-
5992 et RH-2485.

De plus, les mensurations des ceufs révélent un effet traitement chez les individus traités

avec le RH- 5849 ou on remarque une réduction du volume hautement significative.

Pour ce qui est du poids des testicules, aucun effet traitement n’est constaté. Cependant, ces
molécules ont un effet sur la morphométrie des testicules, qui augmentent chez les individus
traités avec les RH-5849, RH-5992 et RH-2485.

L’etude histologique des testicules montre que ces molécules, régulateurs de croissance
testés n’ont aucun effet sur le déroulement de la spermatogenése ou on constate des tubes

séminiféres pleins qui ne semblent pas altérés.

L’étude de la composition biochimique a permis de quantifier le taux des métabolites
(protéines, lipides et glucides) le taux des acides nucleéiques (ADN et ARN) et le taux des

ecdysteroides dans les testicules.

.



Conclusion et perspectives

Le dosage des métabolites réalisés sur des testicules de méles adultes (papillons) indique
que le taux des protéines testiculaire n’a pas été affecté, alors que le RH-0345 augmente d’une
maniere significative le taux des lipides et qu’une baisse est observée chez les individus
traités avec les RH-5849, RH-5992 et RH-2485. La production des glucides testiculaires est
elle aussi perturbée chez les individus traités avec le RH-5992 ou on remarque une
augmentation significative. Une baisse est aussi observée chez les individus traités avec le
RH-5849.

Le dosage des acides nucléiques est aussi perturbé par ces insecticides ou on remarque une
augmentation du taux d’ADN testiculaire chez les individus traités avec le RH-5992 et une
baisse chez les traités avec les autres insecticides a savoir les RH-5849, RH-0345 et RH-2485.
Le taux d’ARN est aussi affecté ou on remarque une nette perturbation. Une hausse est
observée chez les traités avec le RH-5849 et le RH-0345 et une baisse chez les individus

traités avec les autres molécules c'est-a-dire le RH-5992 et RH-2485.

L analyse quantitative des ecdystéroides dans le testicule, au cours du stade adulte a été
réalisée par une méthode immuno-enzymatique (EIA). La comparaison entre les testicules de
males témoins et males traités ne révele aucun effet traitement sur la production des

ecdystéroides testiculaires.
En perspective, il serait intéressant de poursuivre ces études en étudiant:

- L’ultra-structure du testicule.
- L’analyse qualitative et quantitative des ecdystéroides dans les ceufs pondus.
- Le développement nymphal en quantifiant les taux des ecdystéroides.
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RESUME

Les effets de quatre régulateurs de croissance ont été évalués in vivo sur la reproduction
d’un insecte nuisible aux denrées stockeées Ephestia kuehniella Zeller (Lépidoptera:
Pyralidae). Ces insecticides ((RH-5849, RH-5992, RH-0345 et RH-2485) ont été testés en
application topique sur des chrysalides males nouvellement exuviées a des doses
correspondantes a leur DLsy (RH-5849 : 0,05ug/insecte ; Tébufénozide : 0,005 pg/insecte ;
Holofénozide : 5,10ug/insecte et Méthoxyfénozide : 0,001pug/insecte). Les évenements du
potentiel reproducteur sont suivis sur des couples dont les adultes males survivent aux
traitements des chrysalides accouplés a des femelles non traitées et le dosage des métabolites,
des acides nucléiques et des ecdystéroides est effectué dans le testicule d’adultes males

nouvellement émergés.
Les résultats obtenus montrent que ces insecticides entrainent des perturbations au niveau :

Du potentiel reproducteur: Les traitements aux différents insecticides
induisent un allongement de la période de préoviposition par les RH-5849 et RH-5992, une
réduction de la fécondité et de la viabilité par les RH-5849, RH-5992 et RH-2485. Aucun
effet n’est constaté ni sur la période d’oviposition, ni sur la durée du développement

embryonnaire.

De la morphométrie : L’étude morphométrique des ceufs a révelé une réduction du
volume chez les individus traités avec le RH-5849 alors que chez les autres traités aucun effet

n’est constaté.

L’étude morphométrique des testicules montre qu’il n’ya aucun effet sur le poids, mais on
observe une augmentation de la taille des gonades des individus traités avec les RH-5849 et

une diminution chez ceux traités avec les RH-5992 et RH- 2485.

De la biochimie : L’étude biochimique a permis de déterminer les effets de ces
molécules sur I’évolution des concentrations des principaux métabolites, des acides

nucléiques et des ecdysteroides.

Les résultats obtenus montrent une augmentation du taux des lipides chez les traités avec
le RH-0345 et une réduction chez les traités avec le RH-5849,RH-5992 et le RH- 2485 ; une
diminution des glucides est observée chez les traités avec le RH-5849. Aucun effet n’est

observé sur le taux des proteines pour les quatre molécules.
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Le dosage des acides nucléiques montre une diminution du taux d’ADN chez les traités
avec le RH-5849, RH-0345 et RH-2485 et une augmentation chez les traités avec le RH-
5992. Une augmentation du taux d’ARN est observée chez les traités avec le RH-5849 et RH-
0345 et une réduction chez les traités avec le RH-5992 et RH-2485.

L analyse quantitative des ecdystéroides des séries traitées n’a donné aucun effet par

rapport aux series témoins.

Cependant, I’étude Histologique, sur des coupes d’abdomens d’insectes mettent en
évidence des tubes seminiféres intacts, non altérés par les différents mimétiques de

I’hormone de mue.

Toutes ces modifications ou perturbations tant au niveau évenements du potentiel
reproducteur ou biochimie du testicule suggerent une interférence de ces agonistes des

ecdystéroides avec le processus de la spermatogenése affectant ainsi la reproduction.

Mots clés: Ephestia kuehniella; Insecte; Agonistes de I’hormone de mue;

Reproduction ; Testicules ; Métabolites ; Acides nucléiques ; Ecdystéroides .
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SUMMARY

The effects of four growth regulators were evaluated in-vivo on the reproduction of a pantry pest
Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae). These insecticides (RH-5849, RH-5992,
RH-0345 and RH-2485) were tested topically on male chrysalis newly emerged corresponding
to their respective LD50 (RH-5849: 0.05 g / insect; Tebufenozide: 0.005 g / insect;
Halofenozide: 5.10 g / insect and Methoxyfenozide: 0.001 g / insect). Events of the reproductive
potential are followed in couples whose adult males survived treatment of chrysalis and mated to
untreated females, and, the dose determination of metabolites, nucleic acids and ecdysteroids is

performed in the newly emerged adult male testicles.
The results show that these insecticides lead disturbances in:

Reproductive potential: Treatments with different insecticides induce a longer pre-
oviposition period by RH-5849 and RH-5992, a reduction in fertility and viability by RH-5849,
RH-5992 and RH-2485. No effect has been found either on the oviposition period, or the

duration of embryonic development.

Morphometrics: The morphometric study of eggs showed a reduction of volume in
individuals treated with RH-5849 whereas in other treated individuals, no effect was seen.

Morphometric study of testis shows that there is no effect on weight, but an increase in the size
of the gonads of individuals treated with RH-5849, and a decrease was observed in those treated
with RH-5992 and RH - 2485.

Biochemistry: The biochemical study determined the effects of these molecules on the

evolution of the concentrations of the major metabolites, nucleic acids and ecdysteroids.

The results show an increase in lipid levels in treated individuals with RH-0345 and a reduction
in those treated with RH-5849, RH-5992 and RH-2485, a decrease of carbohydrates was
observed in the groups treated with RH-5849 and increase with RH-5992. No effect is observed

on protein levels for the four molecules.

The determination of nucleic acids shows a decrease in DNA levels in individuals treated with
RH-5849 and RH-2485 and an increase in those treated with RH-5992 and RH-0345. An




increase in RNA levels was observed in the groups treated with RH-5849 and RH-0345 and a
reduction in those treated with RH-5992 and RH-2485.

Quantitative analysis of ecdysteroids series processed yielded no effect compared to control

series.

However, the histological study on sections of abdomens insects highlight intact seminiferous

tubules, unaltered by the various moulting hormone mimetics.

These modifications or interferences shown by reproductive potential and by biochemical
changes of the testicles represented by the current data suggest an interference of the current

ecdysteroid agonists with spermatogenesis, thus, affecting reproduction.

Keywords: Ephestia kuehniella ; Insects; Moulting Hormone Agonists; Reproduction;

Testicles; Metabolites; Nucleic Acids; Ecdysteroids.
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Biochimie

ACTIVITE COMPAREE DE QUATRE AGONISTES
DE L’HORMONE DE MUE CHEZ EPHESTIA KUEHNIELLA:
COMPOSITION BIOCHIMIQUE DES TESTICULES
ET POTENTIEL REPRODUCTEUR

par
Rania MESKACHE
et Nadia SOLTANI-MAZOUNI'

Les régulateurs de croissance des insectes (RCIs) sont des insecticides sélectifs
ayant de faibles risques écotoxicologiques. Ils constituent une alternative trés prometteuse
dans le contréle chimique préventif des ravageurs des denrées stockées, spécialement les
Lépidopteres. Précédemment, nous avons testé plusieurs RCIs sur la toxicité, le dévelop-
pement et le potentiel reproducteur chez deux ravageurs majeurs des denrées stockées
Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera : Pyralidae) et Tenebrio molitor L. (Coleoptera :
Tenebrionidae). La présente étude, en continuité avec les travaux antérieurs, vise a éva-
luer quatre mimétiques de 1’hormone de mue : tebufenozide, halofenozide et methoxy-
fenozide sur la composition biochimique des testicules chez E. kuehniella Zeller
(Lepidoptera : Pyralidae). Le traitement a été réalisé par application topique a des doses
correspondantes a leurs DLso respectives (RH-5849 : 0,05 ug/insecte, tebufenozide :
0,005 ug/insecte, halofenozide : 5,10 ug/insecte et methoxyfenozide : 0,01 pg/insecte)
sur des chrysalides males nouvellement exuviées. Le dosage des acides nucléiques et des
principaux constituants biochimiques (glucides, lipides, protéines) a été effectué dans les
testicules des adultes males nouvellement émergés. Les résultats obtenus montrent une
modification de la composition biochimique des testicules. En effet, le RH-5849 dimi-
nue significativement les teneurs en ADN, glucides et lipides et augmente les teneurs en
ARN. Le tebufenozide augmente les teneurs en ADN, en glucides et diminue les teneurs
en lipides et en ARN ; le halofenozide diminue les teneurs en ADN, augmente les teneurs
en ARN et en lipides et est sans effet significatif sur les glucides. Enfin, le méthoxyfe-
nozide diminue les teneurs en ADN, ARN et lipides et n’affecte pas celle des glucides.

1. Laboratoire de Biologie Animale Appliquée, Département de Biologie, Faculté des Sciences, Université
Badji Mokhtar d’ Annaba, 23000-Annaba (Algérie). Auteur correspondant : meskache_saida@ yahoo fr.
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Concernant les protéines testiculaires, les molécules testées sont sans effet significatif.
Enfin, un effet traitement est observé sur le nombre d’ceufs/femelle et la viabilité des
ceufs quand les adultes males qui survivent au traitement des chrysalides sont accouplés
a des femelles non traitées.

Mots-clés : Ephestia kuehniella, Insecticides, Agonistes de 1’hormone de mue,
Reproduction, Testicules, Biochimie, Acides nucléiques.

Comparative effects of four moulting hormone agonists
in Ephestia kuehniella: biochemical composition
of testes and reproductive capacity

Insect growth regulators (IGRs) are known to be selective insecticides with low
ecotoxicological risks. These products have a great potential for use as chemical preven-
tive controls in the stored product industry, especially against lepidopteran pests. In
order to extend previous findings on the affects of IGRs on Ephestia kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae) and Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae), the pre-
sent study compared the activity of four ecdysteroid agonists (RH-5849, tebufenozide,
halofenozide and methoxyfenozide) applied topically on newly ecdysed male pupae of
E. kuehniella, an important pest in stored products worldwide, on the biochemical com-
position of testes. The quantification of nucleic acids and the principal biochemical
constituents (carbohydrates, lipids and proteins) in testes was made from newly emer-
ged male adults. Biochemical measurements show a modification in the biochemical
composition of the testes. For instance, RH-5849 significantly decreased the amounts of
DNA, carbohydrates and lipids, and increased the amount of RNA. Tebufenozide increa-
sed the amount of DNA and carbohydrates, and decreased the levels of lipids and ARN.
Halofenozide decreased the level of DNA and increased the levels of RNA and lipids,
while no effect was observed on carbohydrate levels. Methoxyfenozide decreased the
levels of DNA, RNA and lipids, but had no affect on carbohydrates. None of the com-
pounds, however, had any significant affect on protein amounts. Moreover, the tested
ecdysteroid agonists also affected the number of eggs/female and the egg viability when
untreated females were paired with adult males emerged from treated pupae.

Keywords: Ephestia kuehniella, Insecticides, Ecdysteroid agonists, Reproduction,
Biochemistry, Nucleic acids.

Introduction

Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera : Pyralidae) est un ravageur redouta-
ble des stocks de farine et de semoule et les infestations sont généralement contrd-
lées par des fumigations (SOLTANI-MAZOUNI et al., 2012). L’hormone de mue
(ecdystéroides) joue un role majeur dans le développement et la reproduction chez
les insectes (GADE & HOFFMAN, 2005 ; LAFONT et al., 2005). Elle permet éga-
lement la maturation du systeme reproducteur méle (LOEB & HAKIM, 1991) et la
production des spermatozoides (SETH et al., 2002 ; KAWAMURA et al., 2003).
Enfin, sa biosynthese ou ses récepteurs, entre autres, constituent des cibles potentiel-
les recherchées pour les insecticides (DINAN, 1989). A cet effet, I'industrie phyto-
sanitaire a développé des molécules prometteuses qui agissent de maniere sélective
sur les organismes visés, les agonistes des ecdystéroides (DHADIALLA et al., 2005 ;
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DHADIALLA & ROSS, 2007). Ce sont des dérivés de la dibenzoylhydrazine qui
miment I’action de I’hormone de mue en se fixant aux récepteurs nucléaires spéci-
fiques d’une maniére compétitive avec I’hormone de mue naturelle en induisant des
mues larvaires prématurées et 1étales (WING et al., 1988 ; CARLSON et al., 1994 ;
OBERLANDER et al., 1998 ; DHADIALLA et al., 1998). IIs constituent une alter-
native trés prometteuse dans le controle chimique préventif des ravageurs des den-
rées stockées, spécialement les Lépidopteres (DHADIALLA et al., 2005).

La reproduction est un facteur de pullulation des ravageurs. Des travaux anté-
rieurs ont montré que les mimétiques des ecdystéroides affectent la reproduction
généralement en réduisant la fécondité et la viabilité (TAIBI et al., 2003 ; PINEDA
et al., 2009 ; RODRIGUEZ ENRIQUEZ et al., 2010 ; SOLTANI-MAZOUNI et al.,
2012), ou le comportement sexuel (KILANI-MORAKCHI et al., 2009). Cependant,
leur mécanisme d’action sur la reproduction n’est pas encore bien établi. Des travaux
récents suggerent une interférence avec la vitellogénese (SOLTANI-MAZOUNI ez
al., 2012). Récemment, E. kuehniella a fait 1’objet de recherches sur les ecdystéroi-
des et leur rapport avec la sécrétion de la cuticule au cours de la métamorphose
(EL OUAR et al., 2010 ; YEZLI-TOUIKER & SOLTANI-MAZOUNI, 2010) et les
données acquises ont servi de base a des expérimentations sur des adultes femelles
d’E. kuehniella en vue d’approfondir le mécanisme d’action des ces nouveaux insec-
ticides sélectifs sur la reproduction (DHADIALLA et al., 2005 ; PINEDA et al., 2009 ;
SOLTANI-MAZOUNI et al., 2012).

La présente étude, en continuité avec les travaux antérieurs réalisés chez les
chrysalides femelles, a pour objectif I’évaluation de quatre agonistes de 1’hormone
de mue (RH-5849, tebufenozide, halofenozide et methoxyfenozide) administrés par
application topique cette fois-ci sur les chrysalides méles (1) sur la composition bio-
chimique des testicules et (2) sur la reproduction (fécondité des femelles et viabilité
des ceufs) des adultes qui survivent au traitement chez E. kuehniella.

Matériel et méthodes

Insecte et élevage

L’élevage d’Ephestia kuehniella est réalisé au laboratoire dans des bacs rem-
plis de farine placés a une température de 27°C et une humidité relative voisine de
80 % (HAMI et al., 2005). Les chrysalides sont séparées selon leur sexe et la data-
tion se fait selon leur age (jours) apres I’exuviation nymphale (HAMI et al., 2005).

Insecticides et traitement des chrysalides méales

Les produits techniques, RH-5849 (prototype, Rohm & Haas, Spring House
PA, USA), tebufenozide (RH-5992, nom commercial : Mimic ou Confirm, Dow
AgroSciences, USA) et methoxyfenozide (RH-2485, nom commercial : Runner ou
Intrepid, Dow AgroSciences, USA) et halofenozide (RH-0345, nom commercial :
Mach, Dow AgroSciences, USA), ont été aimablement fournis par Pr. G. SMAGGHE
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(Université de Gand, Belgique). Ils ont été¢ administrés par application topique sur la
face ventrale des chrysalides méles nouvellement exuviées (dge <8 h) a I’aide d’une
seringue Hamilton a leurs DL50 respectives. Les DL50 ont été déterminées précé-
demment par application topique sur les chrysalides (sexes non séparés) nouvelle-
ment exuviées (<8 h) : RH-5849 : 0,05 ug/chrysalide, tebufenozide : 0,005 pg/chry-
salide, halofenozide : 5,10 pg/chrysalide (HAMI et al., 2005) et methoxyfenozide :
0,01 pg/chrysalide (SOLTANI-MAZOUNI et al., 2012). Le produit technique est
dissout a la dose désirée dans 2 uL. d'acétone puis appliquée. Les chrysalides témoins
recoivent 2 uL. d’acétone seule.

Extraction et dosage des acides nucléiques

Comme décrit précédemment, les chrysalides nouvellement exuviées sont
traitées par application topique (LDso). Les adultes males qui survivent a ce traite-
ment sont collectés a 1’émergence (< 8h) et leurs testicules prélevés. Les acides
nucléiques ont été extraits des testicules d’adultes males témoins et traités et dosés
selon le procédé de SHIBKO et al. (1966). Le dosage de la quantité totale des acides
désoxyribonucléiques (ADN) a été fait selon la méthode de SCHNEIDER (1957) uti-
lisant le diphénylamine comme réactif et ’ADN de thymus de veau (Sigma,
Allemagne) comme standard. Les absorbances sont lues a une longueur d’onde de
602 nm. Le dosage de la quantité totale des acides ribonucléiques (ARN) a été déter-
miné selon BURTON (1956) utilisant I’orcinol comme réactif et I’ARN de levure de
boulanger (Sigma, Allemagne) comme standard. Les absorbances sont lues a une
longueur d’onde de 660 nm.

Extraction et dosage des lipides, glucides et protéines

L’extraction des principaux constituants biochimiques des testicules (protéi-
nes, glucides, lipides) a été réalisée selon SHIBKO et al. (1966). Les protéines ont
été dosés selon BRADFORD (1976) utilisant le bleu Brillant de Coomassie (G 250,
Sigma-Aldrich, Allemagne) comme réactif et le sérum d’albumine de beeuf (Sigma
Life Science, Allemagne) comme protéine standard ; les absorbances sont lues a 595 nm.
Les glucides ont été quantifiés selon la méthode DUCHATEAU & FLORKIN (1959)
utilisant I’anthrone comme réactif et une solution-mere de glucose comme standard.
Les absorbances sont lues a 620 nm. La quantification des lipides a été effectuée
selon GOLDSWORTHY et al. (1972) en utilisant la vanilline comme réactif et une
huile de tournesol (Cevital, Algérie) comme standard (TINE-DJEBBAR ez al., 2011).
Les absorbances sont lues a 530 nm.

Détermination de la fécondité et la viabilité des ceufs

Les agonistes ont été administrés par application topique a leurs DL50
respectives aux chrysalides males nouvellement exuviées. A I’émergence (<8h) les
papillons sont collectés des séries témoins et traitées. Des couples sont constitués de
males qui survivent au traitement des chrysalides et de femelles non traitées. Ils sont
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élevés individuellement dans des boites de Pétri dans les conditions de laboratoire et
le nombre d’oeufs pondus/femelle et la viabilité des oeufs (pourcentage de larves
néonates qui éclosent) sont déterminées selon SOLTANI-MAZOUNI et al. (2012).

Analyse statistique

Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins 1'écart type
(m = SD). Elles ont fait ’objet d’une analyse de la variance (ANOVA) a un seul cri-
tere de classification suivie, en cas de rejet de I’hypotheése d’égalité des moyennes,
par le test de Tukey. Enfin, la comparaison des moyennes deux a deux a été faite avec
le test t de Student. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel MINI-
TAB (Version 15, Penn State College, PA, USA) avec un seuil de signification
P<0,05. Plusieurs séries de traitement des chrysalides ont été effectuées pour donner
un nombre suffisant d’adultes qui survivent. Le nombre de chrysalides ou d’adultes
testés et le nombre de répétitions sont précisés avec les résultats.

Résultats

Chez E. kuehniella, les traitements ont été réalisés a I’exuviation nymphale et
I’évaluation des différents parameétres a été effectuée sur des testicules d’adultes
males témoins et traités prélevés a I’émergence (< 8 h) des papillons.

Effets sur le taux des acides nucléiques des testicules

Les résultats révelent que les traitements effectués sur des chrysalides males
présentent des effets variables sur la quantité d’acides nucléiques (Tableau 1).
L’ANOVA révele un effet traitement significatif sur les quantités d’ADN (Fais =
117043 ; P< 0,001). Le classement par le test de Tukey met en évidence 4 groupes

Tableau 1

Impact des agonistes de ’hormone de mue, administrés par application topique a I’émergence des chry-
salides maéles, sur les quantités testiculaires en ADN et en ARN (ug.mg-1 de testicule) chez les adultes
d’E. kuehniella (m+SD ; n=4 ; pour chaque type de quantification (ADN ou ARN), les moyennes suivies
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes P> 0.,05).

Impact of ecdysteroid agonists, applied topically on newly ecdysed male pupae, on the amounts of DNA
and RNA (ug.mg-1 of testis) in E. kuehniella testes (m + SD; n= 4; for each quantification (DNA or RNA),
means followed by the same letter are not significantly different P> 0,05).

Traitement Teneurs en ADN Teneurs en ARN
(ng.mg-1 de testicule) (ng.mg-1 de testicule)
Témoins 81,72+ 121b 14545 +246 ¢
RH-5849 22,11 +0,80d 2958 +3,79a
Tebufenozide 199,30 453 a 10990 £295d
Halofenozide 21,83 +£0,81d 20240+1,72b
Methoxyfenozide 41,76 £0,64 ¢ 113,10+ 145d
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par ordre décroissant : tebufenozide > témoins > methoxyfenozide > halofenozide et
RH-5849. La quantité d’ADN augmente significativement chez les individus traités
avec le tebufenozide (P<0,05) et diminue d’une maniere significative (P<0,001) chez
ceux traités avec les trois autres agonistes comparativement aux témoins. Concernant
les ARN testiculaires, I’ANOVA indique également un effet traitement significatif
(Fs15 = 885,65 ; P<0,00/9 1) et le test de Tukey permet de classer les traitements en
4 groupes par ordre décroissant de la quantité d’ARN : RH-5849> halofenozide>
témoins> methoxyfenozide et tebufenozide. Ainsi, les quantités diminuent significa-
tivement (p<0,05) chez les séries traitées avec le tebufenozide et le metoxyfenozide
par rapport aux témoins. Par contre, une augmentation significative (P<0,05) est
observée chez les séries traitées avec le RH-5849 et I’halofenozide.

Effets sur le taux des principaux constituants biochimiques des testicules

L’application topique des quatre insecticides sur des chrysalides méles nou-
vellement exuviées perturbe la composition biochimique des testicules (Tableau 2).
[ ANOVA révele un effet traitement significatif au niveau des lipides (Fa,15 = 94,99 ;
P< 0,001) et des glucides (Fs,15 = 69,27 ; P< 0,001) et une absence d’effet significa-
tif sur les protéines (Fs,i5 = 1,52 ; P> 0,05). Concernant les lipides, on enregistre une
réduction significative (P<0,05) chez les individus traités avec le RH-5849, le tebu-
fenozide et le methoxyfenozide, alors que pour la série traitée avec le halofénozide
une augmentation significative (P<0,05), respectivement. Pour les glucides, une aug-
mentation significative (P<0,05) est observée uniquement apres traitement avec le
tebufenozide, tandis qu’une réduction significative (p<0,05) est notée chez les séries
traitées avec le RH-5849 et I’halofenozide.

Effet sur le nombre d’oeufs pondus/femelle et la viabilité des eufs

Le traitement des chrysalides méles a une action différée sur la reproduc-
tion. ANOVA des données obtenues montre un effet traitement significatif sur le
nombre d’oeufs/femelle (Fs45s = 20,01 ; P< 0,001) et la viabilité des ceufs (Fass =

Tableau 2

Impact des agonistes de ’hormone de mue, administrés par application topique sur des chrysalides males,
sur les quantités testiculaires en protéines, lipides et glucides (#g.mg-1 de testicule) chez les adultes
d’E. kuehniella (m + SD ; n=4 ; pour un méme constituant biochimique les moyennes suivies d’'une méme
lettre ne sont significativement différentes (P>0,05).

Impact of ecdysteroid agonists, applied topically on newly ecdysed male pupae, on the amounts of testi -
cular proteins, lipids and carbohydrates (ug.mg-1 testis) in E. kuehniella adults (m + SD; n= 4; for each
biochemical component, mean values followed by the same letter are not significantly different P> 0,05).

Traitements
Constituants Témoins RH-5849 Tebufenozide | Halofenozide |Methoxyfenozide
Protéines 59,73 £525a | 61,04+2,02a | 79,07 +5,19a | 6827 +350a | 64,17 +4,29a
Lipides 813,6 £22,8b | 575,7+38,0c | 458,5 £54,20d | 2126 + 114,5a | 518.4 + 109,6c
Glucides 7142 +435b | 4994 +208c | 1586 £13,57a | 7222+ 1,05b | 77,25+2,78b
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Tableau 3

Impact des agonistes de ’hormone de mue, administrés par application topique sur des chrysalides males,
sur le nombre d’oeufs/femelle et la viabilité des ceufs chez E. kuehniella (m + SD ; n= 10 couples pour le
nombre d’oeufs/femelle; n = 10 répétitions chacune comportant 10 oeufs pour la viabilité; pour chaque
parametre les valeurs suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes, P > 0,05).
Impact of ecdysteroid agonists, applied topically on newly ecdysed male pupae, on the number of
eggs/female and egg viability in E. kuehniella (m + SD; n= 10 pairs for the number of eggs/female, while
for egg-viability n = 10 repeats, each containing 10 eggs; for each parameter, values followed by the same
letter are not significantly different, P > 0.05).

Traitements Nombre d’oeufs/femelle Viabilité des oeufs
Témoins 107,50 £ 941a 80,00 + 6,94a
RH-5849 88,10 + 6,79¢ 4430 +7,95b
Tebufenozide 95,50 + 3,30b 88,5 £ 6,00a
Halofenozide 102,40 = 4,60a 3940 +4,50b
Methoxyfenozide 88,40 +327¢ 36,20 + 6,70b

142,05 ; P< 0,001) apres traitement des chrysalides méles. Le test de Tukey permet
le classement des divers traitements en 3 groupes (Témoins et halofenozide>tebufe-
nozide> methoxyfenozide et RH-5849) pour le nombre d’ceufs/femelle et en deux
groupes (témoins et tebufenozide> RH-5849, halofénozide et methoxyfénozide) pour
la viabilité des ceufs (Tableau 3).

Discussion et conclusion

Les agonistes des ecdystéroides dérivés de la dibenzoylhydrazine comme le
tebufenozide (RH-5992), I’halofenozide (RH-0345) et le methoxyfenozide (R H -
2485), affectent la reproduction généralement en réduisant la fécondité et la viabilité
des ceufs (HSU, 1991 ; SMAGGHE & DEGHEELE 1992 ; TAIBI et al., 2003 ;
DHADIALLA et al., 2005 ; PINEDA et al., 2009; RODRIGUEZ ENRIQUEZ et al.,
2010 ; SOLTANI-MAZOUNI et al., 2012). Cependant, leur mécanisme d’action sur
la reproduction n’est pas encore bien établi et I’impact sur les miles est peu ou pas
abordé. En effet, dans les expérimentations antérieures menées apres traitement des
chrysalides femelles d’E. kuehniella, HAMI et al. (2005) ont testé trois agonistes de
I’hormone de mue (halofenozide, tebufenozide et RH-5849) et montré que le tebufe-
nozide est le plus efficace, tandis que SOLTANI-MAZOUNI et al. (2012) ont mis en
évidence une augmentation des ecdystéroides libres et une réduction des protéines et
des lipides dans les ovaires apres traitement avec le methoxyfenozide suggérant une
interférence avec la vitellogénese. Récemment, BOUZERAA & SOLTANI-
MAZOUNI (2012) ont comparé I’activité de deux agonistes de I’hormone de mue
(methoxyfenozide et tebufenozide) administrés par application topique sur les chry-
salides des deux sexes a la fois sur le développement et divers parametres de la repro-
duction. Le methoxyfenozide semble manifester des effets plus marqués sur la viabi-
lité et la taille des ceufs.
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Dans les présentes expérimentations, réalisées in vivo sur des chrysalides
males d’E. kuehniella, nous nous sommes intéressés a I’impact de divers agonistes
de I’hormone de mue administrés par application topique sur la composition biochi-
mique des testicules des adultes qui survivent au traitement des chrysalides mailes.
Chez les 1épidopteres, les cellules germinales se transforment en spermatozoides
apres un certain nombre de divisions successives. Selon RAMASWAMY & COHEN
(1992), I’ARN messager joue un role dans la synthese des protéines nécessaire a la
formation des organites des spermatozoides tels que les mitochondries. Plusieurs
processus biologiques peuvent influer sur la quantité d’ARN dans une cellule
incluant les processus de détoxification ou de stress ainsi que les variations des aut-
res formes d’ARN. Nos résultats mettent également en évidence un effet traitement
hautement significatif sur la quantité d’ADN testiculaire chez les adultes d’E. kueh -
niella. Celle-ci est réduite par le RH-5849, I’halofenozide et le methoxyfenozide
contrairement au tebufenozide qui la stimule. Le dosage des principaux constituants
biochimiques testiculaires a mis en évidence un effet traitement hautement significa-
tif sur les taux de lipides et de glucides, alors que les taux de protéines ne sont pas
affectés. On enregistre notamment une augmentation hautement significative des
glucides apres traitement avec le tebufenozide et celle des lipides apres traitement
avec le halofenozide. Ces constituants biochimiques jouent un rdle métabolique
essentiel dans le développement du tractus génital (KANOST et al., 1990).

Les effets enregistrés apres traitement des chrysalides males sont plus dépres-
sifs avec le methoxyfenozide et a un degré moindre avec le RH-5849. Concernant le
methoxyfenozide, la comparaison des travaux antérieurs réalisés avec le traitement
des chrysalides femelles seules (SOLTANI-MAZOUNI et al., 2012) et le traitement
des deux sexes a la fois (BOUZERAA & SOLTANI-MAZOUNI, 2012) avec le trai-
tement des chrysalides méles seules, objet de la présente étude, montre que le traite-
ment des chrysalides des deux sexes est le plus dépressif. Il est suivi par le traitement
des chrysalides méles seules et en dernier par le traitement des chrysalides femelles
seules. Les données obtenues avec le methoxyfenozide pour les trois types de traite-
ment sont les suivantes : la fécondité est de 20,1 + 9,1 ceufs/femelle lors du traite-
ment des chrysalides des deux sexes (BOUZERAA & SOLTANI-MAZOUNI, 2012),
contre 128,1 + 13,9 pour le traitement des chrysalides femelles seules (SOLTANI-
MAZOUNI et al., 2012) et 88,4 + 3,2 pour le traitement des chrysalides méles seu-
les ; tandis que la viabilité des ceufs est nulle pour le traitement des chrysalides males
et femelles, elle est de 57,4 + 5,1 % pour le traitement des chrysalides femelles et
36,2 + 6,7 % pour le traitement des chrysalides males seules.

La réduction du nombre d’ceufs pondus par femelle et de la viabilité des ceufs
pourrait étre attribuée a une action des agonistes des ecydstéroides sur la vitellogenese
mais également sur la production et la qualité des spermatozoides et le comportement
sexuel (SOLTANI-MAZOUNI et al., 2012 ; BOUZERAA & SOLTANI-MAZOUNI,
2012). Un certain nombre de travaux appuient cette derniere hypothese.
L’halofenozide modifie le comportement sexuel chez Blattella germanica (KILANI-
MORAKCHI et al., 2009), tandis que le tebufenozide induit I’émergence d’adultes
malformés avec une incapacité d’accouplement et de ponte chez C. fumiferana
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(SUNDARAM et al., 2002). Enfin, selon TUNAZ & UYGUN (2004), les adultes
peuvent ainsi étre stériles ou posséder des organes génitaux anormalement dévelop-
pés, ce qui entrave le processus de 1'accouplement ou la capacité de produire une des-
cendance fertile. Cet impact des agonistes des ecdystéroides sur la spermatogenese
est suggéré par plusieurs travaux. Ainsi, il a été rapporté que le tebufenozide réduit
la fertilité des méles avec une chute du nombre de spermatozoides eupyrenes chez
Helicoverpa zea (CARPENTER & CHANDLER, 1994), Cydia pomonella (SUN &
BARETT, 1999), Argyrotaenia velutiana et Choristoneura rosaceana (SUN et al.,
2000) ainsi que leur succes d’accouplement (DALLAIRE, 2004). De méme, le
methoxyfénozide administré aux méles de C. pomonella diminue la fécondité (SUN
& BARETT, 1999) et affecte 1’activité de 1’accouplement (BRUCE & BARETT,
2008).

Les résultats acquis apres traitement des chrysalides méles montrent une
variation dans la quantité de macromolécules dans les testicules et un effet sur le
nombre d’ceufs/femelle et la viabilité des ceufs. Chez les Lépidopteres, 1’ecdysone
régule également la production de deux types de spermatozoides, les eupyrénes
nucléés qui fertilisent 1’ceuf et les apyrenes anucléés qui jouent un role d’assistance
(OSANAI et al., 1987 ; FRIEDLANDER, 1997). C’est pourquoi les expérimenta-
tions futures prévues sur les adultes d’E. kuehniella qui survivent au traitement des
chrysalides méles seront consacrées au dosage des ecdystéroides testiculaires et au
suivi du développement des testicules afin d’approfondir le mode d’action des ago-
nistes des ecdystéroides chez les males.
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