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Introduction

I. INTRODUCTION:

Les insectes sont des animaux articulés appartenant a [’embranchement des
Arthropodes, ils sont caractérisés par une diversité d’especes, présentes dans tous les milieux
et tous les climats. Leur développement présente des mues successives permettant la
croissance et le changement morphologique de 1’animal (Riddiford, 1996). Certains groupes
d’insectes, appelés les Hétérométaboles, sont des types d’insectes a métamorphose incomplete
(un groupe intermédiaire), qui deviennent adultes a 1’issue de la mue imaginale. Les
holométaboles, représentent les insectes a métamorphose compléte qui subissent
successivement au cours de leur développement post-embryonnaire, trois phénotypes
différents; larve, nymphe puis adulte. Le passage d’un phénotype a un autre; la mue, la
métamorphose et la reproduction sont régulés par deux hormones principales; les
ecdystéroides el les hormones juvéniles (Géde et al., 1997; Gilbert et al., 2000; Stay, 2000;
Dhadialla et al., 2005). L’ecdysone (I’hormone de mue) est synthétisée a partir du cholestérol
par les glandes prothoraciques aprés leur stimulation par le HTTP (hormone
prothoracicotrope). L’E (ecdysone) est une prohormone libérée dans 1’hémolymphe puis
convertie en une hormone active, la 20 E (la 20-hydroxyecdysone) dans le corps
gras (I'organe principal responsable du métabolisme énergique, sa fonction est semblable a
celle du foie chez les vertébrés) (Rees, 1995). Les HJs (hormones juvéniles) sont synthétisées
par les corps allates (glande située en arriere du cerveau) (Miyamoto et al., 1993), sous
plusieurs formes, dont cinq ont été identifiées : HJO, 4méthyl HJ 1, HJ I, HJ II, HJ III
(Miyamoto et al., 1993) avec la HJ III est considérée la plus représentative de ces hormones

(Lafont, 2000).

Parmi les nombreux ordres appartenant a la classe des insectes, les dipteres et plus
particulicrement la famille des Culicidae. Cette famille est divisée en trois sous familles; les
Toxorhynchitinae, les Anophelinae et les Culicinae, et comprend environ 3000 especes. Les
Culicidae, appelés communément les moustiques, sont des insectes hématophages, présentent
une préoccupation majeure en termes de développement économique et de santé publique. Les
moustiques en plus de leur nuisance sont des vecteurs de plusieurs agents pathogeénes tels que
les protozoaires (paludisme), les virus (fievre jaune, dengue et West Nile) et les nématodes
(filariose) qu’ils transmettent a ’homme et aux animaux domestiques (Nuttall, 1997;
Hubélek, 2008). En Algérie, Culex pipiens (Diptera: Culicidae) est I'espéce de moustique qui
présente le plus d'intérét en raison de sa large répartition géographique, de son abondance et

de sa nuisance, surtout dans les zones urbaines tel que la ville de Annaba. Les moustiques
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sont généralement contrdlés par des insecticides conventionnels (les organochlorés, les
organophosphorés, les carbamates et les pyréthrinoides de synthése), qui ont eu a long terme
des effets secondaires (accumulation de résidus dans la chaine alimentaire, effets sur les
organismes non visés...). La lutte chimique continue a étre le moyen majeur de contrdle de ses
vecteurs (Casida & Quistad, 1998). Cependant, en dehors de leur neurotoxicité, les produits
chimiques utilisés sont devenus moins efficaces du fait de la résistance développée par
certaines espéces de moustiques et insectes en général (Rodriguez et al., 2002; Konan et al.
2003; Diaz et al., 2007; Asidi et al., 2012). Toutes ces raisons ont poussées les chercheurs de
proposer d’autres alternatifs plus sélectifs qui ne présentent aucun effet toxique pour les
organismes non visés. L’apparition de la méthode biologique, celle ci a fait ’objet d’une
nouvelle lutte, plus stire, plus sélective et biodégradable et induisent des effets toxiques contre
différentes espeéces de Dipteres. Elle est présentée par 1’utilisation des poissons larvivores
comme le Gambusia affinis (Bendali et al., 2001), des biopesticides botaniques tels que le
spinozad, Azadirachtin, les huiles essentielles et des extraits végétaux (Pavela, 2009; Rehimi
et al., 2011; Arya et al, 2011; Zoubiri & Baaliouamer, 2011; Maiza et al, 2013) et des
insecticides microbiologiques représentés principalement par le Bacillus thuringiensis
(Boudjelida et al., 2008; Radhika et al., 2011; kumar et al., 2013). Parmi les alternatifs, les
régulateurs de croissance des insectes ou insect growth regulators (I.G.Rs) (Ishaaya &
Horowitz, 1998; Boudjelida et al, 2005; Khebbeb et al, 2008; Bouaziz et al., 2011), qui
agissent sans effets secondaires sur I’environnement en général et les organismes non visées

en particulier (Soltani, et al., 2008).

Les I.G.Rs ont été développés sur le principe de la perturbation de la croissance et le
développement des insectes (Yu, 2008). Ils sont classés en trois groupes selon leur mode
d’action qui sont; les inhibiteurs de la syntheése de la chitine ou les benzoylphenylurées (le
diflubevzuron, le lufenuron, le triflumuron, le flucycloxuron, I’hexaflumuron, le novaluron et
le chlorfluazuron), leur action insecticide est due a I’interaction avec la synthése de la chitine
(Soltani at al., 1993, 1996, Djeghader et al., 2013) en causant une déposition anormale de la
cuticule et provoquant une mue incomplete (Ishaaya, 1990; Dhadialla et al., 2005; Adel,
2012). Une deuxieme classe est représentée par les analogues de I’hormone juvénile (le
pyriproxyfen, le fenoxycarb et le methopréne), ces produits agissent sur les stades larvaires et
le stade adulte en perturbant la physiologie et la reproduction de I’insecte (Aribi ef al., 2001,
2006; El Quar et al, 2006). Le dernier groupe sont les analogues des ecdystéroides

comportant les antagonistes (KK42, KK22) qui inhibent la biosynthése de I’hormone juvénile,
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et sont considérés comme des anti JH et les agonistes (RH-5849, RH-5992, RH-2485 et RH-
0345); ils agissent en mimant 1’action de I’hormone de mue en se fixant aux récepteurs
nucléaires spécifiques des écdysteroides naturels (Smagghe et al., 2003; Swevers et al., 2003;
Dhadiala et al, 2005); en conséquence ils induisent des mues précoces et prématurées
(Dhadiala et al., 2005; Boudjelida et al ., 2005; Shashank et al., 2010). Ces dérivés présentent
un grand potentiel comme agent de contréle des especes nuisibles puisqu'ils induisent des

mues précoces et incomplétes aboutissant a la mort des larves.

Le mode d’action et I’influence de certaines molécules des I.G.Rs, sur des paramétres
du développement et de la reproduction de plusieurs espeéces d’insectes, ont fait 1’objet
d’importants travaux au niveau du laboratoire de Biologie Animale Appliquée (LBAA). Les
essais menés avec du halofénozide (RH-0345), RH-5849, RH-5992 et RH-2485, 1’andalin,
I’alsystin et le KK-42 ont montré une perturbation de la reproduction et une réduction aux
taux des ecdystéroides chez Tenebrio molitor (Taibi et al, 2003; Amrani et al, 2004;
Berghiche et al., 2008), chez Ephestia Kuehniella (Hami et al., 2005; Soltani-Mazouni et al.,
2011) et chez Culex pipiens (Rehimi & Soltani, 2002; Boudjelida et al., 2002, 2005), la mise
en ¢vidence de I’action d’un inhibiteur de synthése de la chitine, le novaluron est portée sur
les espéces de moustiques Culex pipiens et Culiseta longiareolata, qui révele un effet toxique,
perturbe le développement et les taux des métabolites (Bouaziz ef al., 2011; Djeghader et al .,

2013).

Les moustiques comme tous les insectes, possédent une cuticule qui protége leur corps,
composée essentiellement de chitine et des protéines, elle est divisée en deux couches; la
procuticule (endocuticule et exocuticule) et 1’épicuticule qui est couverte par une fine couche
de lipides €picuticulaires (cires cuticulaires) contenants les hydrocarbures cuticulaires (HCs).
IIs assurent la protection contre la déshydratation (Rouault ef al., 2004; Howard & Blomquist,
2005; Barbour et al., 2007; Blomquist & Bagneres, 2010), protégent contre les micro-
organismes pathogeénes (Howard & Blomquist, 2005) et régulent la reproduction en agissant
comme phéromones sexuelles (Cuvillier-Hot et al., 2002; Hannonen & Sundstrém, 2002;
Heinze et al., 2002; Dietemann et al., 2003; Endler et al., 2004; Ferveur, 1997, 2005). Les
HCs sont synthétisés au niveau des oenocytes (Romer, 1991). Comme les HCs sont des
molécules hydrophobes, leur transport de ’intérieur vers I’extérieur de ces cellules nécessite
des lipophorines plasmatiques (Lp) (Schal et al., 2003; Atella et al., 2006). On peut classer les
HCs en trois groupes majeurs: les n-alkanes, les méthyl-alkanes et les alcénes (Howard &

Blomquist, 2005; Hefetz, 2007; Martin et al., 2008b; d’Ettorre & Lenoir, 2010).
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Le présent travail fait partie d’un programme de lutte et a pour objectif de mettre en
ceuvre des approches afin de lutter contre les moustiques et se protéger contre les épidémies.
L'étude envisagée concerne, en premiere partie, des essais toxicologiques, avec un régulateur
de croissance des insectes (I.G.Rs), I’halofenozide; RH-0345 a 1’égard des nymphes de
I’espéce de moustique Culex pipiens, qui compléte les travaux réalisés par Boudjelida et al.,
(2005), et d’évaluer son effet sur le développement. Une autre partie du travail est consacrée a
une ¢tude biochimique et physiologique de la reproduction, aprés traitement aux

concentrations létales CLs et CLgg des larves L4 et des nymphes.

La cuticule de part sa structure, sa composition et son réle physiologique est une cible
privilégiée des régulateurs de croissance des insectes. Les [.G.Rs agissent sur le
renouvellement périodique de la cuticule au cours des mues soit via la synthese de la chitine,
soit via les taux de I'hormone de mue et de I'hormone juvénile. Dans la derniére partie, de la
présente étude, une analyse quantitative et qualitative des hydrocarbures cuticulaires (HCs),
du stade larvaire L4 de Culex pipiens, aprés traitement avec la CLsy et CLgy du halofenozide
(RH-0345), permettra de connaitre le contenu des hydrocarbures cuticulaires, de 1’espece et
de voir la perturbation engendrée sur la composition et la structure de la cuticule du stade

biologique de moustique traité.
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II. MATERIELS ET METHODES:

Le présent travail consiste a évaluer I’efficacité d’un régulateur de croissance, un
analogue de I’hormone de mue, 1’Halofénozide (RH-0345) contre une espece de moustique,
Culex pipiens, sur plusieurs aspects: développemental, structural, morphologique et de

reproduction.

1. Matériel biologique:

Le matériel biologique utilisé est présenté par le moustique domestique, 1’espece la plus
abondante en Algérie, Culex pipiens (Diptera: Culicidae). Il présente un grand intérét
économique en raison de sa nuisance, sa large répartition géographique surtout dans les zones
urbaines (Soltani ef al., 1999). Il présente aussi un intérét médical et vétérinaire, car c’est le

vecteur d’un certain nombre de maladies (Lounibos, 2002).

1.1. Position systématique: La position systématique de moustiques Culex pipiens a été

proposée par Linné, (1758) comme suit:

Regne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Sous Embranchement: Antennata
Classe : Insecta
Sous Classe: Pterygota
Ordre : Diptera
Sous Ordre: Nematocera
Famille : Culicidae
Sous Famille: Culicinae
Genre : Culex
Espece : pipiens

1.2. Cycle de développement de moustiques:

Les moustiques sont des insectes holométaboles, passent par plusieurs stades de

développement. Les premiers stades du développement représentés par les ceufs, les larves et
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les nymphes sont aquatiques, cependant le stade adulte a une vie aérienne (Figure 1). La
femelle adulte est hématophage, aprés son émergence d’une durée estimée a 24-72 h, pique
les vertébrés pour sucer leur sang contenant des protéines nécessaires a la maturation des ceufs
(Klowden, 1990). Pendant la piqlre, la femelle injecte de la salive anticoagulante qui
provoque, chez 'homme, une réaction inflammatoire plus ou moins importante selon les

individus (Reinert, 2000).

Accouplement

Repas sanguin
Emergence P &

Vie aérienne

Vie aquatique

ot

CEufs (Nacelle)

Eclosion

4 Stades larvaires

Figure 1: Cycle de développement de moustique Culex pipiens.
a. La ponte des ceufs :

L’accouplement qui aura lieu généralement, peu de temps apres 1’émergence des
adultes, est reproduit par ’attraction du male par les vibrations des ailes des femelles en vol.
Chaque femelle est accouplée une seule fois pendant toute sa vie, en conservant les
spermatozoides dans le spermathéque (Schaffner ef al., 2001). Quarante-huit heures aprés la
prise de repas sanguin, les femelles déposent leurs ceufs de couleur blanchatre a la surface

d'eau stagnante, ils prennent rapidement, par oxydation de certains composants chimiques de
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la théque, une couleur marron ou noire, ces ceufs sont de 0,07 mm de long et 0,05 mm de
large (Bendali, 1989), les ceufs sont regroupés en une structure en plateau, appelée " nacelle"
(forme de petit radeau) chez le genre Culex (Figure 2) (Clements, 1992; Balenghien, 2006) et
de forme isolée chez les genres Aedes et Anopheles. Ces ceufs se développent en un a deux

jours et éclosent donnant naissance a des larves aquatiques de premier stade.

Figure 2: (Eufs (nacelle) de Culex pipiens (x 10).

b. Stades larvaires:

Les larves de moustiques s'alimentent et se maintiennent au repos sous la surface de
I’eau, respirant a I’extrémité du siphon respiratoire. Elles se différencient des autres insectes

aquatiques par l'absence de pattes. Ces larves sont clairement constituées de trois parties
(Figure 3):

e Une téte pourvue d'une paire d'antennes.

e Un thorax plus large que la téte.

e Un abdomen pourvu; au niveau du huitiéme segment, d'un siphon respiratoire.

(Balenghien, 2006).

Les larves passent par quatre stades de développement distincts séparés par des mues dont

le quatrieme stade larvaire passe au stade nymphal (Lenormand, 1998).

Figure 3: Larve de Culex pipiens (x 11).



c. Stade nymphal :

La nymphe de Cx. pipiens présente un céphalothorax fortement renflé avec deux
trompettes respiratoires (Balenghien, 2006). Au niveau du céphalothorax, se distinguent les
¢bauches de divers organes : yeux, pattes, ailes. La nymphe, également aquatique (Figure 4),
ne se nourrit pas mais durant ce stade, le moustique subit de profondes transformations
morphologiques et physiologiques préparant le stade adulte (Rodhain & Perez, 1985) et la
différence entre les deux sexes est claire a ce stade; I’extrémité des males est un peu coll¢ au
céphalothorax, cependant celle des femelles est dégagée. La durée nymphale est estimée de

deux a quatre jours, qui se termine par I’émergence des adultes.

Céphalothorax | Abdomen

respiratoire

(Eil

Figure 4: Nymphe de Culex pipiens (x 11).

d. Stade adulte :

Les Culex au stade adulte, comme tous les diptéres, posseédent une seule paire d'ailes,
la deuxiéme paire est réduite en une paire de balanciers (ou haltéres). Les femelles se
distinguent facilement des males qui présentent des antennes plumeuses au niveau de la téte.
Les femelles possédent de plus, de longues piéces buccales caractéristiques de type piqueur
suceur (Harbach, 2007). Le thorax est un segment médian hypertrophié renfermant les muscles
des ailes. L'abdomen est constitué¢ de plusieurs segments, dont les derniers constituent le

génitalia (Figure 5).

En général, les males émergent avant les femelles pour le développement de leurs
glandes sexuelles. La durée de vie de 1’adulte varie d’une semaine a plus de trente jours et les
femelles vivent plus longtemps que les males qui meurent apres I’accouplement (Schaftner et

al., 2001).



Téte

Thorax

Abdomen

Figure 5: Un moustique adulte de Cx. pipiens (A; Femelle, B; Male) (x 7).
1.3. Elevage des moustiques au laboratoire :

Un ¢levage de masse de moustiques a été effectué au laboratoire apres la capture des
adultes au niveau des caves sanitaires; des batiments de 1’agglomération de la commune de
Sidi Ammar, a la wilaya d’Annaba. La capture est assurée par un tube a essaie en verre posé
directement sur les moustiques qui s’envolent et gagnent le fond du tube, ensuite ces derniers
sont déposés dans des cages d’¢levage de forme cubique (30 x 30 x 30 cm ) avec une
armature en bois, couverte de tulle et comportant un manchon pour les manipulations (Figure
6). Les moustiques mises en cages sont nourris de dattes suspendues dans la cage qui contient
un récipient d’eau déchlorurée, et maintenus a une température de 25 C° et une photopériode
journaliere (Bendali ef al., 2001). Le repas sanguin des femelles est assuré par 1’introduction
de la main a partir du manchon de la cage, dans une obscurité faite par la couverture avec un

tissu noir, et nécessite aussi un calme absolu.

nacelle flottante. Aprés le développement embryonnaire de 48 h, les ceufs éclos et donne
naissance a des larves qui sont nourries d’un mélange de biscuit (75%) et de levure seche
(25%) (Bendali et al., 2001). Le changement de I’eau avec la nourriture est effectué tous les 2
a 3 jours avec une quantité qui se varie selon les différents stades. Les nymphes sont placées

dans d’autres récipients disposées dans les cages ou elles se transformeront aux adultes.
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Figure 6: Présentation d’¢élevage de moustiques au laboratoire; Récipients des larves (A) et
cages des adultes (B).

2. Matériel chimique :

Les pesticides classiques conventionnels sont des produits neurotoxiques répartis en
deux générations, la premicre représentée par les organochlorés, les organophosphorés et la
deuxiéme par les carbamates et les pérythrinoides, contrairement aux pesticides de troisiéme
génération représentée par les régulateurs de croissance des insectes ou les I.G.Rs (insect
growth regulators) qui agissent sur les processus physiologiques des insectes. Ces molécules
sont classées en trois groupes selon leur mode d’action; les inhibiteurs de la synthése de la
chitine, les analogues de 1’hormone juvénile et les agonistes des écdystéroides. Le matériel
chimique utilis¢ dans la présente recherche est 1’halofénozide (RH-0345), un insecticide
agoniste non stéroide de ’hormone de mue (la 20-hydroxyecdysone) qui mime son action en
interférant avec le processus normal de la mue. Cette molécule a été¢ développée en 1988 par
la firme Rohm et Hass (USA) (Figure 7). L’activité de la formulation commerciale du RH-
0345 de 23 % EC (Emulsion Concentrée) a été évaluée sur plusieurs aspects du

développement de Culex pipiens.

cl— & ey
N/ N N/
4 \ _,_,-*'CH 3
H c

N,

Figure 7: Structure chimique de I’halofénozide (www.alanwood.net).
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2.1. Propriétés physico-chimiques d’halofenozide (RH-0345):

Nom commun: halofenozide

Nom chimique: N-tert-butyl-N- (4-chlorobenzoyl)
Nom commercial: RH-0345

Formule empirique: C;sHi9 C1 N, O,

Famille chimique: benzoylhydrazide

Poids moléculaire: 330,810

PH: 5.6

Solubilité dans I’eau: 12,3 ppm

Photolyse: 129 j.

2.2. Essais toxicologiques:

La présente étude toxicologique avec [’utilisation d’halofenozide (le RH-0345)
compléte les travaux antérieurs de Boudjelida et al., (2005), qu’ont été consacré a 1’évaluation
de ’effet de la présente molécule a I’égard des stades larvaires de 1’espece de moustique

Culex pipiens.

L’effet toxique des différentes concentrations d’halofénozide (RH-0345) (8 a 150
ng/l) a été testé a 1’égard des nymphes agées de 1j (premier jour de la nymphose), de Culex
pipiens. Les testes toxicologiques ont été réalisés avec trois répétitions comportant chacune
25 individus pour chaque concentration ainsi que la série des témoins. Les séries traitées des
nymphes ont été exposées a ce produit pendant 24 heures selon les recommandations de
I’O.M.S (1983). Apres, les nymphes sont placées dans des récipients contenant de I’eau

propre, et la mortalité est enregistrée quotidiennement jusqu'a I’émergence des adultes.

3. L’étude statistique:

La mortalité comptée a été enregistrée pour chaque concentration ainsi que le témoin.
Les résultats de la mortalit¢ obtenus sont transformés en mortalit¢ observée pour les
différentes séries de traitement et témoin. Les moyennes plus ou moins I’écart type de la
moralité observée pour chaque concentrations et le témoin, sont calculées a partir des trois

répétitions.
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-Mortalité observée : Le pourcentage de la mortalité observée (M.0O) des nymphes témoins et
traitées de Culex pipiens a été déterminé selon la formule suivante:

nombre de nymphes mortes aprés traitement

M.O = X100

nombre total de nymphes

-Mortalité corrigée : Le pourcentage de la mortalité observée chez les nymphes traitées de
Culex pipiens, est transformée a une mortalité corrigée (M.C) selon la formule d’Abott, 1925
qui permet d’¢éliminer la mortalité naturelle qui doit étre comprise entre 4 et 16 %, et qu’est
enregistrée chez la série des témoins.

mortalité observée chez les traités—mortalité observée chez les témoins

M.C = X 100

100—mortalité observée chez les témoins

-Transformation angulaire : Les pourcentages de la mortalité corrigée (ou observée)
subissent une transformation angulaire selon la méthode de Fisher & Yates (1957). Les
données obtenues ont été analysées par ’AV1 (Analyse de la variance a un seul critére de
classification) pour déterminer le seuil de signification (P) a ’aide de logiciel, Minitanb,

version: 13.31.

-Analyse de probits : La droite de régression de logarithme décimal des concentrations (X) en
fonction des probits (Y); issus de la transformation angulaire des moyennes de la mortalité
corrigée selon Fisher & Yates (1957), permet d’estimer les deux concentrations létales CLs et

CLy selon (Finney, 1971), comme ci-dessous:

ProbitX —-b
Y=aX+bdonc; X= % ou Y = probit 50 (90) et X =log CLs (CLgy).

5—-b
Exemple: probit 50 =5 donc: X = " log CLs

Anti log X = CLs¢. Ainsi que pour la CLq,.

L’intervalle de confiance (limite inférieure et limite supérieure) de ces deux concentrations

1étales (CLsg et CLgg) a été calculé selon la méthode de (Swaroop et al., 1965) comme suit:

Limite supérieure =CLsp x FCLsy et Limite inférieure = CLso / FCLsg
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CL84/CL50+CL50/CL16
2

FCLso=AntilogC on C=2.77,/NxlogSet S =

N: Nombre des nymphes mortes entre la CL¢ et la CLsg4; S: Slope.
4. Effet du RH-0345 sur la durée de développement et la morphologie de Culex pipiens:

Dans une autre série d’expérience, les CLs5=12,58 et CLg= 28,58 pg/l du
halofenozide (RH-0345) (Boudjelida ef al., 2005) ont été testées pour évaluer leurs effets sur
la durée du développement des stades larvaire et le stade nymphal. Les résultats obtenus sont
soumises a une analyse statistique, a 1’aide de test ¢ de Student, par la comparaison des lots
traités par rapport au lot témoin. Les larves et les nymphes mortes ont fait I’objet d’une

observation microscopique, afin d’enregistrer les différents aspects morphologiques.
5. Effet du RH-0345 sur les métabolites des larves L4 de Culex pipiens:

L’effet différé du RH-0345, a été évalué sur les métabolites (glucides, lipides et
protéines) des larves L4. Le dosage des métabolites a été réalisé sur le corps entier des larves
L4 traitées aux concentrations létales (CLso = 12,58 pg/l et CLgo = 28,58 pg/l) (Boudjelida et
al., 2005) et larves témoins, agées de 1, 2, 4 et 6] de Culex pipiens.

5.1. Extraction des métabolites:

L'extraction des métabolites a été réalisée selon Shibko et al. (1966). Le dosage des
métabolites a été effectué¢ sur des pooles de larves (N=10) avec 5 répétitions, chaque lot est
pesé puis placés dans un tube eppendorf contenant 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 %
et broyés a l'aide d'un homogénéiseur a ultrason. Apres une premiére centrifugation (5000 trs /
min a 4°C /10 mn) de ces tubes, le surnageant I obtenu est utilisé pour le dosage des glucides
selon la méthode de Duchateau & Florkin (1959). Au reste des tubes (culot I), 1 ml de
mélange éther/chloroforme (1V/1V) est ajouté et apres une seconde centrifugation (5000 trs
/min, 10 mn), le surnagent II est utilisé pour le dosage des lipides (Goldsworthy et al., 1972)
et le culot II, dissout dans la soude (0,1 N), est utilisé¢ pour le dosage des protéines selon

Bradford (1976).

5.1.1. Dosage des glucides:
Le dosage des glucides a été réalisé selon la technique de Duchateau & Florkin (1959).

Elle consiste a additionner 4 ml de réactif d'anthrone au 100 pl du surnageant I contenu dans
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un tube a essai, et de chauffer le mélange a 80 °C pendant 10 mn. Une coloration verte se
développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantit¢ de glucides présente dans
I'échantillon. La lecture de l'absorbance est faite a 1’aide d’un spectrophotométre avec une
longueur d'onde de 620 nm.

La préparation du réactif d'anthrone se fait comme suit : peser 150 mg d'anthrone,
ajouter 75 ml d'acide sulfurique concentré et 25 ml d'eau distillée. On obtient une solution
limpide de couleur verte qui est stockée a I'obscurité.

La quantité des glucides est calculée a partir de la droite de régression obtenue a partir
de la gamme d'étalonnage (Tableau 1), effectuée a partir d'une solution mere de glucose

Img/1ml d’eau distillée.

Tableau 1. Réalisation de la gamme d'étalonnage des glucides.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution meére de glucose (ul) | 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 | 80 60 40 20 0
Réactif d'anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

5.1.2. Dosage des lipides:

Le dosage des lipides a été déterminé selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972)
en utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. Il se fait sur des prises de 100 pl de
surnageant II qui subissent une évaporation totale puis 1 ml d'acide sulfurique concentrée a
été ajouté, les tubes sont ensuite agités et mises pendant 10 min dans un bain de sable a 100
°C. Apres refroidissement, une quantité de 200 pl a été prise de ce mélange au quel 2,5 ml de
réactif sulfophosphovanillinique a été ajouté, les tubes ont ét¢é mis dans un lieu obscure
pendant 30 min. La densité optique est lue dans un spectrophotométre a une longueur d'onde
de 530 nm. Les lipides forment a chaud avec 1'acide sulfurique, en présence de la vanilline et
d'acide orthophosphorique, des complexes roses. Le réactif sulfophosphovanillinique est
préparé comme suit:

Dissoudre 0,38 g de vanilline dans 55 ml d'eau distillée et ajouter 195 ml d'acide
ortphosphorique a 85%. Ce réactif se conserve pendant 3 semaines a 4 °C et a 1'obscurité.

La quantité de lipides est estimée a partir de la droite de régression obtenue apres une

gamme d'é¢talonnage (Tableau 2), effectuée a partir d'une solution meére de lipides préparée
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comme suit: prendre 2,5 mg d'huile de table (tournesol 99% triglycérides) dans un tube

eppendorf et ajouter 1 ml d'éther chloroforme (1V/1V).

Tableau 2. Réalisation de la gamme d'étalonnage des lipides.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Solution mere de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100

Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) | 100 | 80 60 40 20 0

5.1.3. Dosage des protéines:

Le dosage des protéines est effectué, selon la méthode de Bradford (1976), en prenant
100 pl de culot II, a laquelle 4 ml de réactif du Bleu Brillant de Commassie (BBC) G 250
(Merck) a été ajouté. La solution de BBC, se prépare comme suit: homogénéiser 100 mg de
BBC, dans 50 ml d'éthanol 95°, ajouter ensuite 100 ml d'acide orthophosphorique a 85% et
compléter a 1000 ml avec de 1'eau distillée. La durée de la conservation du réactif est de 2 a 3
semaines a 4 °C. Celui-ci révele la présence des protéines en les colorants en bleu.
L'absorbance est lue au spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 595 nm.

La quantité¢ de protéines est calculée a I’aide de la droite de régression issue d’une
gamme d'é¢talonnage (Tableau 3), réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de boeuf

1 mg/1ml d’eau distillée.

Tableau 3. Réalisation de la gamme d'étalonnage des protéines.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution standard d'albumine (ul) | 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Les principales étapes de dosage sont résumées dans la figure 8. La quantité¢ des
métabolites a ét¢ déterminée par la régression linéaire grace a une courbe d’étalonnage dont
I’équation (y = a x + b) exprime 1’absorbance (ou densités optiques, DO) en fonction de la

quantité du standard utilisé selon la formule suivante:

Do -b
Quantité (glucides, lipides ou protéines) = OT X 10/ poids (mg).
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Insectes n=10

|

1 mlde TCA 220 %

l

Broyage (homogénéiseur a ultrasons)

l

Centrifugation (5000 trs/mn, 10 mn)

—

Surnageant I Culot I

1 ml éther/ chloroforme

Hauorio (5000 s, 10 )

—

Surnageant 1 Culot II
Aliquot (100 pl) l
Anthrone (4 ml) ' 1 ml NaoH (0,1 N)
Evaporation totale l
l Agitation
1 ml acide sulfirique l
Chauffer 80° C -
(10 mn) Dosage aliquot (100 pl)
Agitation l
Agitation
10 mn au bain de sable
Dosage aliquot (200 pl)
Glucides Lipides Protéines

Figure 8: Extraction des glucides, lipides et protéines totaux selon Shibko et al., (1966).
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6. Effet du halofenozide, RH-0345 sur le potentiel de reproduction de Culex pipiens:

Le RH-0345 est un agoniste de la 20 E (I’hormone de mue), ce dernier régule plusieurs
processus avec la JH, notamment la reproduction. Le but de cet expérience est d’évaluer
I’effet de RH-0345 sur quelques paramétres de la reproduction des adultes aprés traitement
aux concentrations létales CLsy = 12,58 ng/l et CLgy = 28,58 ng/l (Boudjelida et al., 2005),
des larves nouvellement exuviées et des nymphes agées de 1j. L expérience a ét¢ menée sur
des séries de répétitions, dont chaque série est formée d’un nombre égal de males et de
femelles (n = 10) issus des larves L4 et des nymphes traitées. Chaque série, des traités et
témoins, est placée dans une cage séparément. La durée de I’étude est considérée pour une
période d’un mois. Les nacelles ont été récupérées et le nombre d'ceufs pondus a été compté
en mettant chaque nacelle sous binoculaire. Le pourcentage d’éclosion (E), la réduction du
taux d'éclosion (RE), la fécondité (F) et la réduction de la fécondité (RF) ont été calculés

selon Chugh et al., (2011) comme suit:

Nombre des oeufs éclos

100

" Nombre total des oeufs

Nombre des oeufs éclos chez les témoins -Nombre des oeufs éclos chez les traitées

RE = — X 100
Nombre des oeufs chez les témoins
F = Nombre total des oeufs pondus
" Nombre Total des femelles
RF= Nbre des oeufs pondus des témoins -nombre des oeufs pondus des traitées X 100

Nombre des oeufs pondus des témoins

Dans une autre série, des lots d’ceufs nouvellement pondus issus d’¢levage (2180 pour
la CLs et 2011 pour la CLg), ont été placés dans de I’eau traitée par les deux concentrations
1étales CLsp = 12,58 pg/l et CLgy = 28,58 ng/l (Boudjelida et al., 2005), jusqu’a I’éclosion.
L’effet du RH-0345 sur I’éclosion a été déterminé en utilisant les mémes formules de Chugh

et al., (2011) citée en haut (E, RE).

7. Caractérisation des hydrocarbures cuticulaires:

Les hydrocarbures sont des composants de la cuticule qui subisse une mue régulée par
I’hormone de mue (20 E) chez tous les insectes. Cette étude vise a évaluer ’effet du RH-0345

sur le taux de ces composants chez des larves L4 agées de 1 et 6j de Culex pipiens pour savoir

17



Matériels et méthodes

si la réduction de 1’épaisseur de la cuticule provoquée par le méme produit chez des larves du
quatrieme stade du méme espece (Boudjelida et al.,, 2005) a une relation avec une réduction

quantitative ou qualitative de ces composants.

7.1. Technique d'extraction: L’extraction des HCs a ét¢ menée sur des larves
individuelles dans un 1 ml d'hexane distillé contenant 10 pg d'octadecan (C18) en tant que
standard interne pendant 5 mn a la température ambiante. Puis, les larves ont été enlevées et

les extraits sont maintenus a -20°C jusqu'a la phase d’analyse.

7.2. Analyse des extraits par chromatographie en phase gazeuse / spectrométrie de

masse (CPG/SM):

Pour I’analyse quantitative, des différents composés retenus, le chromatographe utilisé
est un Varian CP 9000 équipé d'une colonne capillaire en silice fondue de type apolaire (CP
Sil 5CB, 30 m x 0,25 mm de diameétre interne, épaisseur du film 0,22 um, Varian), d'un
injecteur de type split-splitless (fuite de 25 ml/mn pendant 30 sec), et d'un détecteur a
ionisation de flamme. Le gaz vecteur est I'hélium. La programmation de température utilisée
est la suivante: 140°C pendant 2 min, puis 5°C/min jusqu'a 300°C. Les températures de

l'injecteur et du détecteur sont respectivement de 280 et de 290°C.

Le signal obtenu est enregistré sur PC, sous windows, et analysé grace au programme
Maestro (Chrompack). La concentration des différents composés quantifiés est calculée en
fonction du facteur de réponse de chacun d’eux apres injection d’un mélange de référence

(composés de synthese).

Pour I’identification de la nature chimique des différents composés, un microlitre de
chaque échantillon est inject¢ dans un chromatographe en phase gazeuse couplé a un
spectrométre de masse (Shimadzu 2010), équipé du méme type de colonne que ci-dessus. La

programmation de température utilisée est également identique a celle utilisée précédemment.

L’intégration des différents pics est réalisée automatiquement et la nature chimique
des différents composés a ét¢ déterminée par comparaison avec les spectres de masse

contenus dans la banque de données de 1'appareil (NIST/EPA/NIH, Shimadzu).
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III. RESULTATS:

1. Toxicité du RH-0345 sur le stade nymphal de Culex pipiens:

L’étude toxicologique est porté sur le traitement des nymphes de Culex pipiens agées
de 1 jour aux différentes concentrations (8, 12, 16, 26 et 40 pg /1) avec un analogue de
I’hormone de mue, I’halofenozide (RH-0345). Les présentes concentrations du RH-0345
utilisées ont fait 1’objet de travaux antérieurs destinés a évaluer son effet sur les différents

stades larvaires (L1-L4) de la méme espece de moustique, Culex pipiens (Boudjelida, 2006).

Les résultats obtenus, suite au traitement, sont présentés par la moyenne (m + SE) de
la mortalité expimée en pourcentage. D’apres le tableau 4, aucune mortalité observée (%) a
¢été enregistrée pour les différentes concentrations. Dans une autre série d’expérience, les
concentrations ont ét¢ augmentées jusqu'a I’ordre de 150 pg/l (50, 75, 100 et 150 pg /1). Les
résultats révelent toujours aucun effet toxique du halofenozide (RH-0345) sur le stade

nymphal de Culex pipiens (Tabeau 5).

Tableau 4: Mortalité observée (%) des nymphes agées de 1j chez Culex pipiens, apres

traitement avec du halofénozide, RH-0345 aux différentes concentrations. (m = SE; n= 75).

oncentrations Témoin Sug/l 12 ug/l 16 ug/1 26 ug/1 40 pg/1
Répétitio
R1 0 0 0 0 4 0
R2 4 0 4 0 0 0
R3 0 0 0 0 0 0
m+ SE 1,33+£2,30| 0,0+0,0 |133+£230| 0,0£0,0 | 1,33+2,30| 0,0£0,0
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Tableau 5: Mortalité observée (%) des nymphes agées de 1j chez Culex pipiens, apres

traitement avec du halofénozide, RH-0345 aux différentes concentrations. (m = SE; n= 75).

1 centrations | Témoin | 50 pg/1 75ug/1 100 ug /1| 150 pug/1
Répétitions
R1 0 0 0 0 4
R2 4 0 4 0 0
R3 0 0 4 0 0
m =+ SE 1,33+2,30 | 0,0£0,0 | 2,66+2,30 | 0,0+0,0 | 1,33 +£2,30

2. Effet du RH-0345 sur la durée du développement et la morphologie de Culex

pipiens:

L’effet de 1’analogue de I’hormone de mue, le RH-0345 est testée sur la durée de
développement des larves du 4°™ stade et des nymphes de 1’espéce de moustique, Cx. pipiens.
Les deux concentrations létales du RH-0345; CL5o=12,58 pg/l et CL9=28,58 ng/l ont été
appliquées sur des larves du quatrieme stade nouvellement exuviées et des nymphes agées de
1j de Cx. pipiens. La durée de stade larvaire est estimée du 1% jour de ’exuviation jusqu’a la
mue nymphale et la durée nymphale est évaluée du premier jour de la nymphose jusqu'a
I’émergence des adultes. Les résultats obtenus présentés dans le tableau 6 révelent une
diminution tres significative (p = 0,004) de la durée de développement du stade larvaire L4
suite au traitement avec la CLsp=12,58 pg/l qui est définie de 6,66 jours et 7 jours chez les
témoins. Le traitement des larves au CLgy=28,58 pg/l a induit une réduction hautement
significative (p = 0,001) de la durée de développement, qui a été de 6 jours et 7 jours pour le
témoin. L’action différée du RH-0345 sur le stade nymphal ne présente aucun effet
significatif (p = 0,580). Les résultats de traitement des nymphes, présentés dans le tableau 7
montrent que ce régulateur de croissance n’a aucun effet (p = 0,660) sur la durée du stade
traité (effet directe). Par contre une diminution significative (p = 0,042) de la longévité des
adultes issus des larves L4 traitées par la concentration la plus €levée (CLgg) a été constatée
par rapport aux témoins, contrairement a la CLsy, qui présente aucun effet significatif (p =

0,831) (tableau 6).
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Tableau 6: Durée (j) des stades de développement (larvaire, nymphal et adulte), apres
traitement avec le RH-0345 aux concentrations létales (CLso; CLgg) des larves L4

nouvellement exuviées de Culex pipiens. (n =75).

Concentrations Durée de développement Longévité des adultes
Stade larvaire L4 | Stade nymphal
Témoin 7,5+0,52 3,4+0,51 40,1 £5,17
CL50=12,58 ng/l 6,66 + 0,69 ** 3,4+0,51 39,6 £ 5,14
CLgo= 28,58 pg/l 6,00 + 1,05 *** 3,33 £0,5 35,0+£5,27 *

** =p<0,01; *** = p<0,001

Tableau 7: Durée (j) des stades de développement (nymphal et adulte), aprés traitement avec
le RH-0345 aux concentrations létales (CLsyp; CLoy), des nymphes agées de 1j de Culex
pipiens. (n="175).

Concentrations Durée du stade nymphal | Longévité des adultes
Témoin 3,4+0,51 40,1 £5,17
CL50=12,58 pg/l 3,2+0,42 40,6 +4,55
CLgo= 28,58 pg/l 3,3+0,48 35,5+6,85

La mortalit¢ enregistrée suite au traitement a ¢été suivie par une observation
microscopique, afin de déterminer les raisons et les aspects morphologiques liés a la mort de
I’espéce. Les observations ont montrés que le RH-0345 entraine une perturbation du
développement avec 1’apparition de différents aspects morphologiques représentés dans la
figure 9. Une malformation est formée au niveau, du thorax, présentée par un thorax gonflé et
doublé, qui donne I’impression de 2 tétes (dédoublement de la téte) (figure 9: A). La plupart
des adultes morts suite a une exuviation incompléte; soit par un blocage total dans la cuticule
nymphale (figure 9: B) soit par une exuviation partielle limitée a la partie antérieure, ou la

partie postérieure reste bloquée dans la cuticule nymphale (figure 9: C).
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Figure 9: Aspects morphologiques induits par le traitement des larves L4 de Culex pipiens
avec le RH-0345 (A: gonflement du thorax; B: inhibition de 1’exuviation nympho-adulte; C:

exuviation partielle limitée a la partie antérieure).
3. Effet du RH-345 sur les métabolites des larves de Culex pipiens:

Dans une autre série d’expérience, I’effet du Rh-0345 avec les concentrations 1étales
CLsp=12,58 pg/l et CLgy=28,58 ng/l a été évalué sur les métabolites des larves du 4  stade
de Culex pipiens.

3.1. Poids corporel des larves L4:

Le dosage biochimique des larves traitées aux concentrations létales a été initié par le
poids corporel des larves du quatrieme stade de Culex pipiens a différents ages (1, 2, 4 et 6)).
Apres 2 jours du traitement, les résultats (Tableau 8) montrent que le RH-0345 a réduit
significativement (p = 0,045) le poids des larves avec la concentration 1étale CL  =12,58 pg/l
et hautement significative (p = 0,003) avec la CL = 28,58 pg/l. La diminution du poids est
fortement liée a ’augmentation de la concentration (CL et CL ) et la durée du stade (4 et 6j)
(Tableau 8). Le poids des larves, chez la série des témoins augmente en fonction d’age (de 1 a
6j) avec des valeurs qui se varient de 2,10 au 4,30 mg/ larve, par contre le poids chez les
traitées n’a pas dépassé 3,59 et 3,05 mg/ larve aprés traitement par la CL et la CL

respectivement.
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Tableau 8: Effet du RH-0345 (CL et CL ) sur le poids corporel des larves L4 agées de 1, 2,
4 et 6j (mg/ larve).

Age (§) Poids corporel (mg/ larve)
Témoin CLso=12,58 pg/l CLogo=28,58 ng/l
1 2,10+ 0,07 2,12 +£0,05 2,09 +0,06
2 2,95 +£0,07 2,62 £0,04 * 2,46 £ 1,06 **
4 3,97 1,00 3,14 £ 0,05 #** 2,80 £ 0,07 ***
6 4,30 £0,03 3,59 £ 0,02 *** 3,05 £ 0,03 ***

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** =p< 0,001
3.2. Quantité de glucides des larves L4:

La quantité¢ des glucides des larves a été calculée a partir de la droite de régression de la
gamme d’étalonnage en utilisant le glucose comme standard (Figure 10). Les résultats du
dosage biochimique montrent que la quantité des glucides chez la série témoin augmente en
fonction de I’age (Figure 11). La quantité des glucides qui a été de (34,26 png/mg) durant le 1
jour augmente a (52,94 pg/mg) pour 1’age de 6 jours. Le traitement, par les concentrations
létales, CL =12,58 ng/l et CL =28,58 ug/l perturbe significativement cette quantité ou la
valeur des glucides atteint uniquement la valeur de (50,57 et 47,51 pg/mg) pour le 6  jour
respectivement. Les analyses statistiques de ces résultats révelent aucun effet significatif (p =
0,112), 2j apres traitement. Par contre une diminution trés significative (P = 0,002) est

enregistrée pour les durées de 4 et 6] des larves L4 sous I’effet du RH-0345.

0,9 -+

0,8 - y =0,008 x + 0,044
R?=0,985

0,7 -
0,6
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0@ T . T . T )
0 20 40 60 80 100 120

Absorbance

Glucose (pg)

Figure 10: Dosage des glucides totaux des larves L4 de Culex pipiens: courbe de référence
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Figure 11: Effet du RH-345 (CLsp=12,58 pg/l et CL9y=28,58 ng/l) sur la quantité des
glucides (ng/mg poids corporel) des larves L4 de Culex pipiens (m = SE, n = 10).
*=p<0,05; **=p<0,01

3.3. Quantité de lipides des larves L4:

La gamme d’étalonnage exprimée par I’absorbance en fonction de la quantité (Figure 12)
a permet de calculer les quantités de lipides des larves L4 de Cx. pipiens des séries témoins et
traitées. Chez les témoins, une augmentation de la quantité de lipides en fonction d’age a été
observée et atteint la valeur maximale au 6™ jour de 80,82 pg/mg. L’analyse biochimique
des lipides des larves L4 traitées au halofénozide, le RH-0345 avec les concentrations 1étales
révelent une augmentation de la quantité de lipides pour les périodes de 4 et 6 jours avec une
valeur de (75,68 et 84,58 pg/ mg) pour la CLsy=12,58 pg/l et (77,51 et 85,68 nug/ mg) pour
la CL9p=28,58 ng/l respectivement. Les résultats obtenus du traitement des larves avec la
CLso (Figure 13) montrent une augmentation significative pour les périodes de 4 et 6 jours
avec p = 0,042 et p = 0,004 respectivement. Le méme effet est enregistré avec la CLgyy pour

les deux périodes; 4 et 6 jours ou p = 0,004 (Figure 13).
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Figure 12: Dosage des lipides totaux des larves L4 de Culex pipiens: courbe de référence
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Figure 13: Effet du RH-345 (CL =12,58 pg/l et CL =28,58 pg/l) sur le contenu en
lipides (pg/mg poids corporel) des larves L4 de Culex pipiens (m + SE, n = 10).
*=p<0,05;**=p<0,01.

3.4. Quantité de protéines des larves L4:

Les résultats de dosage biochimique des protéines, déterminés a partir d’une gamme
d’étalonnage représentée par la figure 14, montrent que la quantité de protéines chez les séries
témoins, des larves L4 de Cx. pipiens, augmente de 1 a 4 jours ou se produit un pic qui est de
I’ordre de 69,46+01,80 pg/ mg; une diminution a lieu ensuite a 6 jours (Figure 15). Le

traitement avec le RH-0345 a induit une diminution de la quantité de protéines par rapport



Résultats

aux témoins. Cependant, la quantité de protéines n’a pas été perturbée apres traitement des
larves L4 agées de 1, 2 jours. La diminution significative (p=0,004) aprés traitement des
larves L4 par les concentrations létales est enregistrée a 4 jours. Par ailleurs, le traitement
apres 6 jours a induit une réduction des protéines qui est significative uniquement avec la

CL .
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Figure 14: Dosage des protéines totales des larves L4 de Culex pipiens: courbe de référence
exprimant 1’absorbance en fonction de la quantité d’albumine (ng).
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Figure 15: Effet du RH-345 (CL50=12,58 pg/l et CL9y=28,58 ng/l) sur le contenu en
protéines (ng/mg poids corporel) des larves L4 de Culex pipiens (m + SE, n = 10).
*=p<0,05; **=p<0,01; **=p<0,001.
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4. Effet de RHO0-345 sur le potentiel de reproduction de Culex pipiens:

Le controle de la reproduction; le processus de pullulation des moustiques en
particulier et les insectes en général, est un ¢élément fondamental pour minimiser leur
propagation et leurs dégats. Le RH-0345 a été testé a I’égard des larves L4 nouvellement
exuviées, des nymphes agées de 1j et des ceufs nouvellement pondus a deux concentrations
létales; CL = 12,58 pg/l et CL = 28,58 ug/l, pour évaluer I’effet sur la reproduction:
nombre des ceufs pondus, nombre des ceufs éclos, pourcentage d’éclosion et la fécondité des

adultes femelles issues des stades traités (larves L4 et nymphes).
4.1. Traitement des larves L4 de Culex pipiens:

Les résultats obtenus de traitement des larves avec les concentrations 1étales du RH-
0345 (CLsp = 12,58 pg/l et CLgy = 28,58 pg/l) révelent que la fécondité (exprimée par le
nombre des ceufs pondus / femelle), présentée dans la figure 16 a été diminuée
significativement sous 1’effet du traitement par les 2 concentrations. Le calcul du pourcentage
de la réduction (Tableau 9) mis en évidence une chute de 3 % pour la série traitée avec la
CL et de 14 % pour la série traitée avec la CL . Les résultats obtenus des traitements des
larves L4 sont présentés dans le tableau 9. Ils montrent une diminution du nombre des ceufs
pondus qui est estimé de 2065 ceufs chez les témoins et de 1987 et 1738 ceufs pour les CL et
CL respectivement. La méme réduction est observée aussi durant 1’éclosion. Le pourcentage
d’éclosion des séries traitées a été réduit significativement (p = 0,001) pour les 2
concentrations avec un taux de 6 % et 23% chez les série traitées avec la CL et la CL

respectivement.
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Figure 16: Effet du RH-0345 sur la fécondité (nombre des ceufs pondus / femelle) de Culex
pipiens apres traitement des larves (n= 10 femelles; durée = 30j). *=p <0,05.
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Tableau 9: Effet du RH-0345 sur le potentiel reproducteur des adultes femelles de Culex

pipiens apres traitement des larves L4 (n= 10 femelles, durée = 30;).

Concentrations Nombre des Réduction de % d’éclosion Réduction
ceufs pondus  fécondité (%) d’éclosion (%)
Témoin 2065 / 96,10 + 1,34 /
CL5y=12,58 ng/l 1987 3,76 £ 1,57 92,74 £2,22 6,84 +£0,38
kkk
CLgo= 28,58 ng/l 1738 14,38 + 1,13 85,03 +2,27 23,56 £ 0,51
kkk
*** = p<0,001.

4.2. Traitement des nymphes de Culex pipiens:

Les résultats du potentiel de reproduction obtenus de traitement des nymphes avec les
mémes concentrations létales du RH-0345 (CL = 12,58 pg/l et CL = 28,58 pg/l) sont
représentés dans le tableau 10. Le nombre d’ceufs des séries traitées est de 2043 et de 2011
ceufs pour les CL et CL respectivement. L’analyse statistique de ces résultats révele
aucune différence significative (p = 0,166) entre témoin et traités. La fécondité¢ des séries
témoins et traitées aussi ne montre aucune différence (Figure 17). Le pourcentage d’éclosion
estimé des ceufs pondus ne présente aucun changement entre la série des témoins et les séries

des traitées. (Tableau 10).
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Figure 17: Effet du RH-0345 sur la fécondité (nombre des ceufs pondus / femelle) de Culex
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Tableau 10: Effet du RH-0345 sur le potentiel reproducteur des adultes femelles de Culex
pipiens apres traitement des nymphes (n= 10 femelles, durée = 30j).

Concentrations Nombre des Réduction de % d’éclosion Réduction
ceufs pondus | fécondité (%) d’éclosion (%)
Témoin 2065 / 96,10 + 1,34 /
CLso= 12,58 ng/l 2043 1,72 £ 0,47 96,77 £ 0,88 1,04 +£0,77
CLyy= 28,58 ng/l 2011 2,11 £0,78 96,81 +£0,77 1,35+0,48

4.3. Traitement des ceufs de Culex pipiens:

Les résultats du traitement des ceufs nouvellement pondus issues des femelles non
traitées, avec les concentrations létales (CLso= 12,58 pg/l et CLgy = 28,58 pg/l), montrent que
le RH-0345 a réduit significativement le pourcentage d’éclosion des ceufs (p = 0,002) apres
traitement par la CLgo, avec une réduction de plus de 4 %. Cependant, aucun effet a été

enregistré (p = 0,508) apres traitement par la CLso (Tableau 11).

Tableau 11: Effet du RH-0345 sur les ceufs de Culex pipiens traités avec les CLso et CLog.

Concentrations Nombre des % d’éclosion Réduction
ccufs d’éclosion
Témoin 2065 96,10 + 1,34 /
CL50= 12,58 pg/l 2180 95,78 £ 0,71 1,85+ 0,07
CL90= 28,58 ng/l 2011 94,11 + 1,36 * 4,12 +£0,34
* = p<0,05.

5. Caractérisation des hydrocarbures cuticulaires des larves L4 de Cx. pipiens:

La derniére série d’expérience vise a caractériser les hydrocarbures cuticulaires des
larves L4 (témoins et traitées) agées de 1 et 6] de moustique Cx. pipiens et 1’évaluation des
perturbations engendrées par le RH-0345 sur la qualité et les quantités des hydrocarbures

cuticulaires, en fonction d’age et concentration.

L'analyse chimique des hydrocarbures cuticulaires des larves du quatrieme stade de
Cx. pipiens a été effectuée a 1 et 6 jours suivant le traitement avec les deux concentrations
1étales CLso (12,58 pg/l) et CLoy (28,58 pg/l) de I’analogue de I’hormone de mue, le RH-

0345. Les résultats de CPG-SM (chromatographie en phase gaseuse/spectrométrie de masse)
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ont indiqué que ces produits chimiques sont principalement de type n-alkanes, 7

hydrocarbures majeurs ont été détectés (Figure 18) qui sont constitués de 23 a 29 carbones

correspondants aux; Tricosane, Tetracosane, Pentacosane, Hexacosane,
Octacosane et Nonacosane respectivement (tableau 14).
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Figure 18: Profil des hydrocarbures cuticulaires des larves L4 de Culex pipiens (7 pics

Tableau 12: Analyse des hydrocarbures cuticulaires des larves L4 témoins et traitées (CL et
CL ) agées d’1 j de Culex pipiens (ng) (n =5; m £+ s; TR: Temps de Rétention (mn)).

Ne° n-alkane
pic
1 C23
Tricosane
2 C24
Tetracosane
3 C25
Pentacosane
4 C26
Hexacosane
5 C27
Heptacosane
6 C28
Octacosane
7 C29

Nonacosane

TR
(mn)

21,04
22,62
24,15
25,16
25,63
26,06

27.24

Quantité (ng/larve) =6 j

HCCs Quantité (ng/larve) =1 j HCCs

Témoin CL50 CL90 Témoin CL50
8,9 +0,52 1,7+0,28 2,2+0,63 9,6 + 0,60 9,5+0,69
3,6 0,49 1,5+0,35 1,4+0,15 52+0,34 5,4+0,89
9,7 +0,89 1,5+0,21 1,8+0,15 132+0,42  8,1£0,76
43+0,19 1,4+0,15 2,0+0,35 13,0 0,63 12,4 +0,86
52+0,37 2,0+ 0,65 1,7+0,29 9,7+0,70 8,9+0,41
10,1 +0,23  2,7+0,33 3,7+£0,35 22,9 +0,82 10,0 +£0,44
1,3+£0,08 1,6 £0,33 2,1£0,36 14,1+0,57 3,9+0,73

CL90
32+0,73

244026
44+023
10,3 £0,78
4,0 +0,54
7,0 +£0,48

2,5+0,22
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Un certain nombre d'hydrocarbures ont été identifiés et plusieurs autres composés ont
¢été partiellement caractérisés. Aucune différence qualitative n'a été trouvée entre les séries
traitées et les séries de témoin. L'analyse chimique a également indiqué que le traitement avec
I’halofenozide a entrainé une diminution significative des quantités des hydrocarbures
cuticulaires des larves, en fonction de la concentration utilisée (diminution plus remarquable
avec la CL ), tandis que l'analyse quantitative des extraits (figure 19) a montré une
augmentation significative (P < 0,05) de la concentration de chaque hydrocarbure du 1  jour
au6 jour pour la série de témoin.

La réduction de la quantité des hydrocarbures cuticulaires majeurs apres traitement
avec le RH-0345 est représentée par la diminution d’octacosane, pentacosane et tricosane au
1 jour et ’octacosane et le nonacosane au 6  jour qui sont les pics qui présentent les
valeurs maximales par rapport aux autres pics. La quantité d’octacosane a été¢ de 10,1 et 22,9
ng/ larve chez les larves témoins agées de 1 et 6j qui a été diminuée apres traitement par la

CLspau 2,7 et 10,0 ng/ larve et la CLgg au 3,7 et 7,0 ng/ larve respectivement (Tableau 14).
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Figure 19: Chromatogramme des hydrocarbures cuticulaires des larves témoins agées de 1 et

Les résultats quantitatifs des larves traitées en utilisant les deux concentrations CL et
CL du halofenozide ont montré une diminution significative (P < 0,05) des concentrations
d’hydrocarbures pour les deux 4ges comparés aux témoins (figures 20, 21). Egalement une
diminution hautement significative (P < 0,001) de la quantité¢ d'hydrocarbures cuticulaires des
larves traitées avec la CL comparé a celui des traitées avec la CL avec une relation

concentration-réponse qui a été noté.
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Figure 20: Analyse quantitative des hydrocarbures cuticulaires de 2 lots traités au RH-0345
(CL etCL ) des larves L4 de Culex pipiens, agées de 1j comparés a un lot témoin.
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Figure 21: Analyse quantitative des hydrocarbures cuticulaires de 2 lots traités au RH-0345
(CL etCL ) des larves L4 de Culex pipiens, agées de 6] comparés a un lot témoin.
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IV. DISCUSSION ET CONCLUSION:

Les dérivés appartenant a la classe des régulateurs de croissances des insectes (I.G.Rs) ne
sont pas des pesticides neurotoxiques. Leur mode d’action est unique, qui perturbe le
processus de mue et du métamorphose en imitant I'hormone juvénile (les agonistes du JH) ou
I’ecdysone (les agonistes des ecdystéroides) ou en interférant avec la formation de la cuticule

(les inhibiteurs de synthése de la chitine).

Le présent travail consiste a évaluer en premiere partie, I’effet du RH-0345; un agoniste
des ecdystéroides, a 1’égard des nymphes agées de 1 jour de Culex pipiens, avec des
différentes concentrations (8 - 150 pg/l) pendant 24h. Les résultats des essaies toxicologiques
révelent que 1’halofenozide, RH-0345 ne présente aucun effet toxique sur le stade nymphal de
Cx. pipiens. Par contre le RH-0345 et les formulations du RH-5992, RH-5849 ont montrés
une action insecticide a 1’¢égard des nymphes d’Ephestia Kuehniella Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae), aprés une application topique (Hami et al., 2005). L’effet toxique de RH-0345 a
été enregistré sur les différents stades larvaires de Cx. pipiens avec un effet dose-réponse et
une sensibilité pour le stade le plus jeune (Boudjelida et al., 2005). L’analyse toxicologique
du stade L4 a permet d’évaluer les concentrations 1étales, CLsy et CLoy qui sont a 12,58 et
28,58 ng/l respectivement (Boudjelida, 2006). L’absence d’effet du RH-345 sur les nymphes
et due probablement a la rigidit¢ de la cuticule nymphale et que le RH-0345 agit par voie
orale chez les larves (par la nutrition) cependant, les nymphes ne se nourrissent pas et utilisent
les réserves du stade larvaire. Le RH-0345 réduit également et significativement la durée du
stade larvaire L4 de Cx. pipiens. Les mémes résultats ont ét¢ mentionnés durant ’utilisation
du RH-0345, le RH-5849 et le tebufenozide appliqués sur Leptinotarsa decemlineata
(Coleoptera: Chrysomelidae) (Smagghe et al., 1999), contrairement a 1’andalin qui a
provoqué I’allongement de la durée de ce stade chez Culex pipiens (Rehimi & Soltani, 2002);
le lufenuron sur des larves d’Aedes aegypti (Salokhe et al., 2010) et le novaluron sur les
stades larves de Culiseta Longiareolata (Bouaziz et al, 2011). Cependant, le RH-0345
n’affecte pas la durée du stade nymphal de Cx. pipiens et le méme effet est constaté avec
I’application de I’alsystin (Rehimi & Soltani, 1999) et I’andalin (Rehimi & Soltani, 2002) sur
des nymphes de Culex pipiens. Contrairement aux résultats de Lakbar, (2000) avec le RH-
0345 et Soltani et al., (1996) avec le triflumuron qui ont provoqué un allongement de la durée
du stade nymphal chez T. molitor et ceux de Gramdi, (2007), Khebbeb et al., (2008) avec le
RH-2485, RH-5992 respectivement. Par contre les travaux de Hami et al., 2005 avec le (RH-
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5849, RH-5992 et le RH-0345) sur des nymphes d’Ephestia kuehniella zeller ont mis en

¢évidence la diminution de la durée de ce stade de développement.

L’observation microscopique des larves traitées avec le RH-0345 présentent des
changements morphologiques. Plusieurs aspects ont été observés apres traitement des larves;
comme gonflement du thorax qui donne I’impression de deux tétes. Généralement ces
malformations sont accompagnées par une inhibition de I’exuviation larvaire, nympho-adulte,
exuviation partielle de I’adulte limitée a la partie antérieure. Le méme traitement provoque
aussi I’apparition des anomalies de différents types chez 7. molitor (Lakbar, 2000), tout
comme le RH-5849, RH-5992, RH-0345 et le RH-2485 appliqués sur des nymphes
d’Ephestia kuehniella zeller (Hami et al., 2004; Gramdi, 2007), le Flucycloxron et
triflumuron sur des nymphes de 7. molitor (Soltani et al.,1993, 1996), le lufenuron sur des
larves d’Aedes aegypti (Salokhe et al., 2010), le pyriproxyfen sur Plodia interpunctella
(Lipidoptera Pyralidae) (Ghasemi ef al., 2010). Les mémes observations sont enregistrées sur
plusieurs familles d’insectes suite a I’application de certains dérivés des IG.Rs (Khalil et al.,

2010).

Chez les insectes, le corps gras est l'organe principal responsable du métabolisme
énergique, exécutant une fonction semblable a celle du foie chez les vertébrés. Clest
¢galement l'organe de la conversion et de stockage des lipides, des glucides et des protéines
(Chapman, 1998; Arrese & Soulages 2010). Chez les moustiques, la synthese des lipides et
des protéines se fait au niveau de cet organe au quatrieme stade larvaire (Timmermann &
Briegel, 1999). Le taux des glucides et des lipides chez l'adulte est le résultat de 1'énergie
stockée pendant le stade larvaire (Clements, 1996). Les hormones telles que l'octopamine,
I'hormone juvénile III et l'hormone adipokinetic (AKH), sont les facteurs principaux
responsables du métabolisme dans le corps gras chez les insectes (Rachinsky et al., 2000;
Roeder, 2005; Ament et al., 2008). La dépense énergétique tout en volant, courant, et nageant
exige la mobilisation des métabolites chez les insectes, et le stockage et la libération des
glucides, lipides, protéines, et acides aminés (Gade, 2004). Le développement des métabolites
(lipides, glucides et protéines) et les effets biochimiques des 1.G.Rs sur leurs taux chez les
moustiques en particulier et les insectes en général ont fait 1’objet de plusieurs études
notamment chez Aedes aegypti (Ziegler & Ibrahim, 2001); Anopheles gambiae (Kaufmann &
brown, 2008); I’acide mévalonique (anti-JH) et le chlorfluazuron sur Spodoptera littoralis
(Amer, 1990; Ghoneim, 1994); le novaluron (inhibiteur de la synthése de chitine) sur Culiseta

longiareolata et Culex pipiens (Bouaziz et al., 2011; Djeghader et al., 2013); le buprofezin,
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I’hexaflumuron, le lufenuron (inhibiteurs de la synthése de la chitine), le tébufenozide
(analogue de la 20-E) et le pyriproxyfen (analogue de I’hormone juvénile) sur Musca
domestica (Diptera: Muscidae) (Assar et al., 2010); le pyriproxyfen, le tébufenozide et le
lufenuron sur Schistocerca gregaria (Orthoptera: Acrididae) (Hamadah et al., 2012); ...

Afin d’expliquer les effets secondaires du RH-0345, sur la physiologie en général de
I’insecte, le présent travail est complété par une étude biochimique des métabolites, pour
¢valuer les perturbations engendrées par le traitement des larves L4 de Cx. pipiens aux
concentrations létales (CLsy et CLgg) du halofenozide (le RH-0345). Le dosage biochimique
des métabolites met en évidence que le RH-0345 réduit le poids corporel des larves L4 de
différents ages et perturbe le taux des métabolites par la réduction des glucides et des
protéines et 1’augmentation des lipides. Le poids des larves L4 témoins de Cx. pipiens
augmente avec 1’age (de 1 a 6 jours). Cependant, le traitement au RH-0345 a réduit le poids
de ces larves de différents ages (2, 4 et 6 jours) en fonction de la concentration. Les mémes
résultats sont montionés par Bouaziz et al., (2011) et Djeghader et al., (2013) aprés traitement
des larves de Cs. longiareolata et Cx. pipiens avec le novaluron; et ceux de Pineda et al.,
(2007), Nasr et al., (2010) apres traitement des larves de S. /ittoralis avec le méthoxyfénozide,
le buprofezin et le pyriproxyfen. La réduction de la quantit¢ de glucides induite par
I’halofenozide (RH-0345), chez les larves de Cx. pipiens est similaire aux résultats trouvés
chez d'autres especes d'insectes en utilisant des différents 1.G.Rs, comme le pyriproxyfen
(Tanani et al., 2012) contre des nymphes de S. gregaria. Les .G.Rs en général réduit la teneur
en glucides chez quelques espéces d’insectes, comme, Musca domestica par le méthoprene, le
lufenuron et le diofenolan (Abou El-Ela et al., 1990; Ghoneim et al., 2006) et Rhynchophorus
ferrugineus (Coleoptera: Curculionidae) par le lufenuron et le diofenolan (Ghoneim et al.,
2003). Au contraire, la quantit¢ de glucides a ¢été augmentée par le tebufenozide et le
lufenuron (Tanani et al., 2012) contre des nymphes de S. gregaria et apres le traitement avec
un certains 1.G.Rs; par exemple, le diflubenzuron sur des chrysalides ou des adultes femelles
de Tenebrio molitor (Soltani et al., 1987; Soltani-Mazouni et al., 1999); le lufenuron ou le
diofenolan sur les larves de M. domestica (Ghoneim et al., 2006) et le novaluron sur les larves

de Culiseta longiareolata et de Cx. pipiens (Bouaziz et al., 2011; Djeghader et al., 2013).

La diminution du contenu en glucides apres le traitement avec des différents I.G.Rs est due
probablement a la diminution de l'activité de trehalase (EL-Sheikh 2002), ou l'activité¢ de

carboxylase (Mukherjee & Sharma 1996). De plus, les divers effets de pyriproxyfen,
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tébufénozide et lufenuron sur la teneur en glucides hémolymphatiques ou du corps gras des
nymphes de S. gregaria peuvent étre liés a l'interférence de ces 1.G.Rs avec les actions
hormonales sur le métabolisme des glucides (Imboden & Luscher, 1976). Cette perturbation
peuvent étre liée a la capacité des ces molécules de modifier la synthése de certains

métabolites et de perturber le fonctionnement de I'organisme (Rodriguez-Ortega et al., 2003).

L'augmentation de la quantité de lipides induite par le RH-0345, dans la présente étude sur
les larves de Cx. pipiens, est similaire aux résultats de certains travaux chez d'autres especes
d'insectes en utilisant des différents I.G.Rs, comme le novaluron (Bouaziz et al, 2011;
Djeghader et al., 2013) contre des larves de Cs. longiareolata et Cx. pipiens. Contrairement
aux résultats qui révelent une diminution de leur contenu apres traitement par le pyriproxyfen,
le tébufénozide et le lufenuron contre des nymphes de S. gregaria(Hamadah et al., 2012), le
lufenuron, le diofenolan sur des chrysalides du Rhynchophora ferrugineus (Ghoneim et al.,
2003), la 20-hydroxyecdysone et I’azadirachtin (Rharrabe et al., 2008), le pyriproxyfen sur
des larves de Plodia interpunctella (Ghasemi et al., 2010) et le pyriproxyfen sur les
chrysalides d'Eurygaster integriceps (Zibaee et al., 2011).

Ces modifications métaboliques intenses sont liées aux divers systémes hormonaux et
sous un contréle neuroendocrinien (Gade ef al., 1997) ou a leur transport de site de stockage
(le corps gras) via I’hémolymphe vers les organes utilisateurs, notamment la cuticule
(Dapporto et al., 2008) et pour la vitéllogénese (Zhou & Miesfeld, 2009). La quantité des
lipides de réserve semble étre le résultat d'une balance entre la nourriture et la demande pour
servir des processus tels que la reproduction, l'entretien et la croissance et cet équilibre est
troublé par n'importe quel produit toxique (Canavoso et al., 2001). En outre, I'augmentation
du taux de lipides peut étre expliquée par I'accumulation des glucides qui peut mener a leur
conversion aux lipides comme matériel de réserve (Tanani et al., 2012) par la modification de
divers systémes hormonaux sous I’effet de 1’halofénozide qui agit comme un produit

xénobiotique ( Bouaziz ef al., 2011).

La réduction de la quantité des protéines induite par halofenozide, (le RH-0345) sur les
larves traitées de Cx. pipiens est soutenue par des travaux sur d'autres especes d'insectes. La
réduction des protéines est enregistrée suite au traitement des larves de Schistocerca gregaria
avec le tebufenozide et le lufenuron (Ghoneim et al., 2012), le pyriproxyfen (Parveen &

Miyata, 2000); le tébufénozide (Abd El-Mageed, 2008), le flufenoxuron et le chlorfluazurn
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(Zohry, 2006) ont montré le méme effet contre S. /ittoralis. L’ utilisation du RH-0345 pour le
traitement des larves de Tenebrio molitor (Soltani et al., 2002); le novaluron sur des larves de
Culiseta longiarealata et de Cx. pipiens (Bouaziz et al., 2011; Djeghader et al., 2013) révele
la méme réduction des taux des protéines. Une baisse de la protéinemie est enregistrée chez L.
decemilneata aprés 1’application d’autres régulateurs comme le 20E, RH-5849 et le RH-5992
(Smagghe et al., 1999), le RH-0345 réduit avec la méme maniére les taux de protéines chez
Tenebrio molitor (Soltani et al., 2002). Par contre la teneur en protéines a ét¢ augmentée par
I’application de pyriproxyfen (Aribi et al., 2006) contre Tenebrio molitor, le méthopréne
contre Bactrocera cucurbitae (Abdul Haq et al., 2010) et par le cyromazine contre le Culex
pipiens (Assar et al., 2012). Ces résultats confirment la diminution des taux de protéines des
larves L4 de Cx. pipiens traitées au RH-0345. La réduction du taux de protéines est expliquée
par ’effet des 1.G.Rs sur les cellules neurosecrétrices responsables de la synthése des
protéines (Bakr et al, 2007), par l'inhibition de la synthése et le métabolisme d'ADN ou
l'interférence des analogues d'ecdysone avec la synthése de protéines (Padmaje & Rao, 2000).
La modification dans la concentration des protéines résulte du changement de volume
d’hémolymphe sous l'effet de l'insecticide (Sugumaran, 2010) et ceci explique la diminution
de la teneur de protéines des larves traitées. Cette induction des protéines pourrait étre
employée comme indicateur (biomarqueur) de l'exposition qui est la réponse a une interaction
entre un agent xénobiotique et une molécule ou une cellule cible. En fait le dosage des
métabolites n’explique pas clairement le mode d’action de la substance utilisée, qui ne reste

pas claire si les effets observés sont liés a la perturbation endocrinienne.

Les agonistes des ecdystéroides en général peuvent affecter la fécondité et/ou la fertilité
chez des différents ordres d’insectes (Knight, 2000; Sun et al, 2000; Osorio et al., 2008;
Pineda et al., 2009; Luna et al., 2011).

La réduction de la fécondité, exprimée par la réduction du nombre d’ceufs pondus par
des femelles de Culex pipiens, émergées du traitement larvaire au RH-0345, interfere, a savoir
comment, avec le processus normal d’ovogenese. Le mécanisme de réponse a I’insecticide
n’est pas bien reconnu, mais peut étre la combinaison de plusieurs facteurs, exemple: Le
ralentissement de la régulation de la synthése des vitéllogénines a partir du corps gras,
I’inhibition de la prise des vitéllogénines circulatoires et/ou les contenus des certains

follicules sont réabsorbés. Des observations précédentes et similaires sont faites sur des
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adultes de 7. molitor (Taibi et al., 2003) et de Callosobruchus maculatus (Kellouche &

Soltani, 2006) apres traitement avec 1’hexaflumuron.

Les mémes résultats sont reportés pour d’Argyrotaenia vellutinana et Choristoneura
rasaceana avec le traitement au RH-5992 et le RH-2485 (Sun et al., 2000). Dallaire et al.
(2004) a observé que le tébufénozide interfere avec les différents aspects de la reproduction
des males et femelles de Choristoneura fumiferana et C. rosaceana et ceux de Shahout et al.
(2011) avec I'utilisation de méthoxyfénozide et chlorfluazuron sur Spodoptera litura. Les
résultats du présent travail, aussi montre la réduction du pourcentage d’éclosion des ceufs
pondus apres traitement avec du RH-345. La réduction est causée par le changement de la
vitellogénese, par la perturbation des sources énergétiques (Suneja ef al., 2003). Les résultats
sont soutenus par I’inhibition total d’éclosion des ceufs de Tribolium castaneum traités par le
DFB (Merzendorfer et al., 2012). Les adultes émergés des nymphes traitées ¢&taient

morphologiquement normal mais ne révélé aucune diminution de fécondité.

Les études moléculaires ont révélé que les effets des agonistes de la 20E sur la
reproduction des insectes étaient dus a la perturbation de I'expression génique dans la cascade
de la hiérarchie de la vitellogenése et / ou choriogenése (Swevers & latrou 1999, 2003; Sun et
al., 2003). En effet, des études réalisées chez plusieurs especes appartenant a différentes
familles (Crambidae, Noctuidae, Pyralidae et Tortricidae) ont démontré que le tébufénozide
affecte le développement ovarien (Smagghe & Degheele, 1994a,b; Salem et al., 1997), réduit
la fécondité (nombre des ceufs pondus) (Knight, 2000; Rodriguez et al., 2001) et méme la
fertilit¢ des femelles (Charmillot et al., 1994; Smagghe & Degheele, 1994a,b; Knight, 2000)
et des males (Carpenter & Chandler, 1994; Sun et al., 2000). Cependant, il est important de
mentionner que cet analogue affecte le potentiel reproducteur de 1’espéce ou le rdle de
I’ecdysone dans la reproduction n’est pas encore prouvé. Des travaux antérieurs, reportent que
le DFB inhibiteur de la synthése de la chitine, diminue également, de fagon significative, le
nombre d'ovocytes et le poids des ovaires (Soltani ef al., 1996) ainsi que les ovocytes basaux
chez T. molitor (Soltani-Mazouni, 1994) et Cydia pomonella (Soltani & Soltani-Mazouni,
1992). La mise en évidence de la forte accumulation du DFB, flucycloxuron et I’halofenozide
au niveau des organes reproducteurs des femelles et des males de 7. molitor, peut expliquer

leurs forts effets sur la reproduction (Chebira et al., 2006).
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Le traitement des ceufs nouvellement pondus de Cx. pipiens a réduit le pourcentage
d’éclosion. Le méme effet est enregistré lors de 1’utilisation des inhibiteurs de la synthese de
chitine a I’égard des ceufs de Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti et Anopheles stephensi,
(Vasuki, 1990). Les résultats sont encore appuyés par les essaies de 1’azadirachtin, DFB et le
pyriproxyfen sur les ceufs de Aedes albopictus, Ae. Aegypti, Ae. Atropalpus et Cx. pipiens
(Suman et al., 2013). Les résultats obtenus mettent en évidence que les différents parametres
de reproduction étudiés sont affectés chez les femelles adultes émergées des larves traitées au
stade L4, mais non pas apres traitement des nymphes ce qui est expliqué par la mise en place
de la vitéllogénese qui débute au stade larvaire, et se continue au stade adulte quelques heures
apres le repas sanguin. La perturbation des parametres de la reproduction provoqués par
I’halofénozide, RH-0345 peut étre expliqué par la diminution du taux des métabolites qui peut
affecter la maturation des ceufs et le pourcentage d’éclosion car les la plupart des larves sont
développées normalement a l'intérieur de la coquille des ceufs mais elles n'ont pas éclos, a
cause de leur faible cuticule larvaire qui n’a pas de la force mécanique pour traverser la
coquille des ceufs. D’autres explications peuvent étre données par la réduction de la durée de
développement du stade L4 sous Dl’effet du RH-0345 qui agit comme agoniste des
ecdystéroides en se liant sur les récepteurs nucléaires spécifiques de I'hormone de mue
naturelle (20 E) (Smagghe et al.,, 2003; Swevers et al.,, 2003; Dhadiala et al., 2005) ainsi il
affecte son contenu aussi (Boudjelida et al., 2005); ce qui cause une perturbation de plusieurs
aspects biologiques comme le poids, les métabolites et la reproduction, qui sont sous contrdle

hormonal, 20 E avec la JH.

Chez les insectes, les hydrocarbures cuticulaires servent principalement a la prévention de
la dessiccation (Urbanski ef al., 2011) et a contribuer a la communication chimique Howard
& Blomquist, 1982). Egalement on suggére que les hydrocarbures ne sont pas simplement des
protecteurs passifs mais jouent en plus un rdle principal dans la sélection de
compagnon/reconnaissance et la divergence de population (Anyanwu et al., 2000). Chez
certains insectes, une partie de la reconnaissance masculine est liée a la détection des
composés spécifiques d'hydrocarbures et d'autres composants de la couche lipidique
cuticulaire (Pescke, 1987). Chez les insectes, les hydrocarbures cuticulaires sont employés

¢galement pour des raisons taxonomiques (Phillips ef al., 1988).

La présente étude vise a caractériser les HCs des larves L4 de différents ages de Culex
pipiens et évaluer l’effet du RH-0345 sur leurs taux. La caractérisation chimique des

hydrocarbures cuticulaires des larves L4 de Cx. pipiens indique la présence d'un certain
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nombre de n-alkanes, appartenants a une chaine de 23 a 29 carbones de longueur. Des HCs
similaires ont été déterminés chez les adultes de Aedes aegypti (Horne & Priestman, 2002),
Aedes albopectus Kruger & Pappas, 1993), Culex quinquefasciatus (Chen et al., 1990) et
Anopheles gambiae (Caputo et al., 2007) avec une chaine de carbones qui commence de 21 a
31. La caractérisation des HCs de Aedes aegypti révele la présence de 78 composés et 42
d'entre eux seulement ont été identifiés (Horne & Priestman, 2002). Les HCs ont été étudiés
aussi chez différentes espéces d’orthopteres (Thomas & Leigh, 2008; Thomas & Simmons,
2009; Bounechada et al., 2011), coléoptéres (Nelson et al, 2003; South et al., 2008;
Golebiowski et al., 2008), hyménopteres (Bernier et al., 1998; Ferreira-caliman et al., 2010;
Choe & Ramirez, 2012), et dipteres (Horne & Priestman, 2002; Zhu et al., 2006; Caputo et
al., 2007; Claude Wicker, 2007).

Les résultats de la présente étude montre des différences uniquement quantitatives dans
les profils d'hydrocarbures des larves de différents ages de Cx. pipiens. L’augmentation des
quantités des HCs du 1% jour au 6°™ jour est accompagnée par une diminution significative
sous l'effet de RH-0345 pour les deux ages tandis qu'aucune différence qualitative n’est
observée. Les différences quantitaves observées entre les HCs des larves traitées et les séries
des témoins reflétent quelques modifications dans la biosynthése des hydrocarbures (Mullen
et al., 2008). Les chaines droites d’alkanes et les n-alkénes sont formées par l'intermédiaire de
I'élongation d'acyle-CoAs gras, qui sont convertis en hydrocarbures avec un carbone de moins
dans la longueur par décarboxylation (Bomquist, 2003; Howard & Blomquist, 2005). De plus,
le taux des HCs changent avec les variations géographiques, climatiques, environnementales
et génétiques (Hefetz et al, 1993; Ingleby et al., 2012; Khidr et al., 2013); la présence
d’endoparasites (Trabalon et al., 2000); I’activité ou le développement ovariens (de Biseau et
al., 2004; Heinze et al., 2002; 1zzo et al., 2010) et la reproduction (Cuvillier-Hot et al., 2004;
Foitzik et al., 2011).

Les résultats issus de la CPG/SM montrent 7 pics majeurs de type n-alkane de C23-C29
chez les larves L4 agées de 1 et 6] avec des différences quantitatives entre age. Les différents
pics présentent des taux variables, chez les périodes d’age des larves de Cx. pipiens. Les
résultats sont confirmés durant I’application du halofenozide et le spinosad a 1’égard de
Blatella germanica qui ont montré la réduction quantitative des hydrocarbures cuticulaires

majeurs (Kilani-Morakchi et al., 2009; Habbachi et al., 2009).
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Les travaux antérieurs sur les HCs des différentes espeéces d’insectes déclarent 1’existence
d’une différence quantitative des HCs en fonction d’age et sexe, et ’absence de différence
qualitative (Hugo et al., 2006; Caputo et al, 2007; South et al., 2008; Kuo et al., 2011;
Sharma et al., 2011, 2012). D’autres auteurs ont observés des différences qualitatives entre les
deux sexes comme chez Drosophila melanogaster (Cobb & Jallon, 1990), les crickets
Laupala (Mullen et al., 2008), larves de Chrysomya rufifacies (Zhu et al., 2006), Teleogryllus
oceanicus (Thomas & Simmons, 2009) et Riptortus pedestris (Yoon et al., 2012).

L'analyse d'hydrocarbures cuticulaires é¢galement a été appliquée comme un outil pour la
séparation des especes de moustique étroitement liées, par la comparaison des pics
chromatographiques majeurs d’Anopheles maculipennis (Milligan et al., 1986 ; Phillips et

al., 1990). Ceci a été fait sans identification entiére des hydrocarbures cuticulaires.

Les présents résultats peuvent étre un support potentiel pour d'autres études comme
l'identification des espeéces de moustiques, les hydrocarbures cuticulaires dans ’activité de la
syntheése de la chitine et 1’action des régulateurs de croissance des insectes a 1’égard d’autres

insectes a interét médical et vétérinaire.
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Résumé:

Ce travail consiste a évaluer I’effet d’un régulateur de croissance, agoniste de
I’hormone de mue, le RH-0345 qui a été appliqué aux concentrations qui varient entre 8§ &
150 pg / 1, sur des nymphes de moustique Culex pipiens, adgées de ljour. Les CLsy et CLgg
(Boudjelida et al., 2005) ont été appliquées sur des larves L4, nymphes et ceufs nouvellement
pondus pour évaluer leurs effets sur plusieurs aspects: morphologique, biochimique,

reproduction et les hydrocarbures cuticulaires chez la méme espéce.

Les résultats obtenus montrent que le RH-0345 n’a aucun effet toxique a 1’égard des
nymphes car une mortalité négligeable a été enregistrée apres traitement. Par contre cette
molécule a perturbé le développement par la réduction de la durée de développement du stade
larvaire L4, cependant il n’a présent¢ aucun effet sur la durée du stade nymphal.
L’observation de plusieurs types de malformations est enregistrée, avec la réduction du poids
des larves et la perturbation des taux des métabolites (glucides, lipides et protéines). De plus,
se produit affecte la reproduction, par la diminution du nombre des ceufs pondus, le
pourcentage d’éclosion et la fécondité suite au traitement des larves. Une réduction du
pourcentage d’éclosion aprés traitement des ceufs aussi a été remarquée, cependant, il ne

présente aucun effet sur ces parameétres apres traitement des nymphes.

L’analyse biochimique des hydrocarbures cuticulaires des larves L4 de Cx. pipiens
agées de 1 & 6 jours montre une variation uniquement quantitative. Le traitement des larves
du stade L4 du méme age au CLsj et CLogj entraine une reduction quantitative des taux des

hydrocarbures cuticulaires sans aucune modification qualitative enregistrée.

Mots clés: régulateur de croissance des insectes, hormone de mue, RH-0345, Culex pipiens,

hydrocarbures cuticulaires.



Abstract:

The present work consists to evaluate the effect of an insect growth regulator, agonist
of molting hormone, the RH-0345 applied at different concentrations ranging between 8 &
150 pg /1, on new pupae of Culex pipiens of 1 day old. The product represented with the LCsg
and LCyy (Boudjelida et al., 2005) was applied on fourth instar larvae, pupae and freshly laid
eggs, of Cx. pipiens in order to evaluate its effect on several biological aspects: morphology,

biochemistry, reproduction and cuticular hydrocarbons of the mosquito species.

The obtained results revealed that the RH-0345 exhibeted any toxic effect on pupae,
but it disturbed the development by the reduction of the developmental duration of the fourth
instar larvae, however, it has no effect on the duration of pupae. Also some malformations
aspects were observed with a reduction of larvae weight and the perturbation of metabolite
contents (carbohydrates, lipids and proteins). The essayes on reproduction revealed that the
product reduced the laid eggs number, the hatching percentage and the fecundity after larvae
treatment. The treatment of the eggs with the same molecule affected the hatching percentage
however, no result was recorded on these reproduction parameters following the pupae

treatment.

The biochemical analysis of cuticular hydrocarbons of the fourth instar larvae of Cx.
piens of 1 & 6 days old revealed only a quantitative increase of the contents without any
changes in the hydrocarbons qualities. The treatment of the larvae of the same age with the
LCsp and LCyg of the RH-0345 showed a modification in the quantities of both ages without

any qualitative perturbation of the cuticular hydrocarbons of these larvae.

Key words: insect growth regulators, molting hormone, RH-0345, Culex pipiens, cuticular

hydrocarbons.
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