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Introduction

I. INTRODUCTION:

Les invertebres, représentent plus de 95% des especes du régne animal (Wilson et al.,
1999), sont présents presque dans tous les types d'écosystemes et constituent une part tres
importante de la biodiversité des milieux terrestres et aquatiques. Les Arthropodes sont I’un
d’embranchements des invertébrés les plus importants, avec plus d’un million d’espéces
connues, dont les trois quarts de ses especes appartenant a la classe des insectes (Gourmelon
& Ahtiainen, 2007). L’importance de cette classe ne s’exprime pas seulement par le nombre
d’espéces (Chapman, 2009), mais aussi par I'étendue de leurs habitats et la diversité des
formes (Regniere, 2009). La plupart des insectes sont inoffensifs, certains ont un intérét
économique, par contre d’autres tels que les diptéres hématophages ont un impact sur la santé
humaine et animale (Marquardt, 2005). Ces dipteres en raison de leur hématophagie occupent
une place toute particuliére a cause des nuisances considérables qu’ils peuvent occasionner,
mais surtout a cause de leur role de vecteur potentiel de divers agents pathogénes (virus,
bactéries, protozoaires, etc) (Takken & Knols, 2007; Mavoungou et al., 2008). lls sont
répartis dans diverses familles telles que les Tabanidae (les taons), les Psychodidae (les
phlébotomes) et les Cératopogonidae (les culicoides), mais la famille la plus connue est celle
des Culicidae regroupant les moustiques (Mullen & Durden, 2002).

Les moustiques, comptés plus de 3500 espéces, sont réparties majoritairement au sein
de trois genres principaux Aedes, Anopheles et Culex (Alves et al., 2010). Les femelles de ces
especes vectrices, contrairement aux males, sont hématophages et possédent de longues et
fines piéces buccales (Harbach, 2007), qui aprés avoir traversées les tissus cutanés perforent
avec précision les capillaires veineux dont elles absorbent le sang en deux a trois minutes.
Lorsque le moustique est affecté par un agent pathogeéne, il I’inocule a son hote lors de la
pigQre par la salive infectée. Les maladies vectorielles transmises par les moustiques sont
présente dans toutes les régions du monde, et représentent aujourd’hui 14 % des maladies
infectieuses et 28 % des maladies émergentes qui pesent lourdement sur la santé publique et
I’économie mondiale (Morens et al., 2004; Jones et al., 2008; Tolle, 2009). Parmi les
maladies les plus importantes on retrouve le paludisme, transmis par les moustiques du genre
Anopheles, est une maladie parasitaire pottentiellement mortelle a causé une mortalité qui
avoisine le 863 000 déces en 2008 (WHO, 2009). Au paludisme s’ajoute le virus de la
dengue, responsable d’épidémies ou surviennent des fiévres hémorragiques, dont 50 a 100

millions de nouveaux cas de cette maladie sont détectés chaque année en Amérique et en Asie
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(Suaya et al., 2009), ses principaux vecteurs sont Aedes aegypti et Aedes albopuctus
(Halstead, 2007; La Ruche et al., 2010; Schmidt-Chanasit et al., 2010). Les moustiques
peuvent ¢également étre vecteurs d’agents pathogénes de maladies animales comme
I’encéphalite équine ou de zoonoses comme le Virus du Nil Occidental (WNV); qui est
aujourd’hui présent sur tous les continents a I’exception de 1’ Antarctique faisant de lui le virus
le plus répandu dans le monde (Kramer et al., 2008). Ce virus (WNV), transmis par les
moustiques du genre Culex (Campbell et al., 2002), a fait son apparition en Algérie en 1994 et
était responsable de 20 cas dont 8 déces (Le Guenno et al., 1996). Le virus de I’encéphalite
japonaise, est une autre zoonose transmis aussi par des moustiques du genre Culex, s’est

étendu récemment dans le sous-continent indien et en Australie (Gould et al., 2008).

En Algérie, la faune Culicidienne, par sa large répartition et sa forte abondance, a fait
I'objet d'un grand nombre de travaux concernant la systématique et la morphométrie (Messai
et al., 2010; Bouabida et al., 2012; Boudemaghe et al., 2012; Bendali et al., 2013), la
biochimie (Bendali, 2006; Bouaziz et al., 2011) et surtout la lutte chimique et biologique
(Bendali et al., 2001; Boudjelida et al., 2002; Soltani et al., 2010; Tabti & Abdellaoui-
Hassaine, 2013). La lutte contre ces vecteurs de maladies a pris beaucoup d’ampleur avec le
temps, soit par 1’utilisation de certaines Bactéries (Boudjelida et al., 2008; Aissaoui &
Boudjelida, 2014), soit par I’utilisation des poissons larvivores (Ghosh et al., 2005; Chandra
et al., 2008; Pramanik & Aditya 2009), ou encore par I’utilisation des plantes (Dharmaggada
et al., 2005; George & Vincent, 2005; Dua et al., 2006). Mais, I’utilisation des pesticides
chimiques reste le principal moyen de lutte et de contr6le des populations de moustiques
(Becker et al., 2010). Parmi les grandes familles de pesticides, on distingue les organochlorés,
les organophosphorés et les carbamates. Beaucoup de molécules appartiennent a chacune de
ces familles sont révélées également toxiques et agissent sur le systeme nerveux (Colborn,
2006; Grandjean & Landrigan, 2006). La neurotoxicité, la non sélectivité¢ et I’application
abusive et répétée de ces produits chimiques a conduit non seulement a la pollution de
I’environnement (Paoletti & Pimentel, 2000), a leur accumulation dans les chaines trophiques
en affectant ainsi la santé humaine et animale (Norman, 2000; Snedeker, 2001; Den Hond &
Schoeters, 2006; Schoeters & Hoogenboom, 2006; Bonde et al., 2008), mais aussi a
I’apparition de certains phénomenes de résistance chez certaines especes de moustiques (Lima
et al., 2011; Belinato et al., 2012; Osta et al., 2012), comme chez d’autres espéces d’insectes
(Yang et al., 2009; Carvalho et al., 2013).
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Toutes ces raisons ont motivé les chercheurs de trouver d’autres alternatives aux
insecticides classiques (kim et al., 2000) et ont conduit a la découverte de nouveaux composes
chimiques, sélectives et non polluantes (Grafton-Cadwell et al., 2005) dégradable et semble
non toxique pour les organismes non visés (Kostyukovsky et al., 2000), nommées les
régulateurs de croissance des insectes (Insect Growth Regulators: 1.G.Rs). Ces molécules
agissent sur les deux principales hormones de développement et de la reproduction des
Insectes; I’hormone juvénile (HJ) et ’hormone de mue, mais aussi sur un composé majeur de
la cuticule, la chitine, perturbant ainsi la mue, la métamorphose et leur régulation endocrine
(Ishaaya, 1990; Dhadialla et al., 2005). Les I.G.Rs sont regroupés en trois catégories selon
leur mode d’action, soit des analogues de I'normone juvénile, soit des analogues de
I’hormone de mue, ou bien des inhibiteurs de la synthese de la chitine. Les analogues de
I’hormone juvénile, agissent sur la sécrétion cuticulaire en induisant chez les individus traites,
un stade surnuméraire des larves permanentes ou des intermediaires larve-pupe (Gorman et
al., 2002), tandis que les analogues de I’hormone de mue mime 1’action de la 20E en se fixant
sur les récepteurs spécifiques des ecdystéroides entrainant des mues prématurées et létales
(Dhadialla et al., 1998). Les inhibiteurs de la synthése de la chitine (1.S.C), dont le
diflubenzuron (DFB) est le plus connu, entrave la mue larvaire en interférant avec la
byosynthése de la chitine; un polymeére linéaire de N-acétylglucosamine représentant 5 a 25
% de la cuticule des insectes et 2 a 72% de la masse corporel des arthropodes (Merzendorfer
& Zimoch, 2003), en altérant ainsi la structure cuticulaire (Hassan, 2009; Salokhe et al.,
2013). L’efficacité de ces molécules a été testée a 1’égard de plusieurs ordres d’insectes, tels
que les Iépidoptéres, les coléoptéres ainsi que les dipteres (Khalil et al., 2010; Sial & Brunner,
2010; Chandra et al., 2013; Singh & Johonson, 2013).

La présente étude consiste a évaluer 1’efficacité d’un inhibiteur de la synthése de la
chitine (novaluron) sur I’espéce de moustique, Culex pipiens, qui présente le plus d’intérét en
Algérie, vue de sa large répartition géographique et son abondance principalement dans les
zones urbaines. Une premiere partie du travail a été destiné a I’étude toxicologique du
novaluron sur des différents stades de développement de Culex pipiens. Ensuite, pour une
meilleure compréhension du mode d’action de cette molécule, les concentrations 1étales (CLsg
et CLgo) ont fait I’objet d’une autre partie d’investigation sur 1’effet du novaluron sur
plusieurs aspects; biochimique, hormonal, structural et de reproduction, dans le but de

proposer les I.G.R.s comme une bonne alternative des pesticides conventionnels pour lutter
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contre les moustiques vecteurs de maladie, afin de réduire leur réle épidémiologique sur la

santé humaine et animale tout en respectant I’environnement.
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Il. MATERIELS ET METHODES:

Le présent travail consiste a évaluer I’efficacité d’un régulateur de croissance des
insectes, novaluron, a 1’égard d’une espéce a intérét médical, Culex pipiens, sur le
développement, la composition biochimique, le profil hormonale des ecdystéroides, la

structure cuticulaire et la potentiel de la reproduction.
1. Matériel biologique:

Le matériel biologique est représenté par I’espéce de moustique la plus abondante dans
les zones urbaines, Culex pipiens, c'est un moustique capable de coloniser différents biotopes,
grace a sa forte capacité d’adaptation (Savage & Miller, 1995). Les dipteres du genre Culex
sont des agents nuisants et des vecteurs compétents pour plusieurs agents pathogenes affectant
I’homme et les animaux, tel est le cas du virus du Nil occidental et de la fievre de la Vallée du
Rift (Moutailler et al., 2008; Krida et al., 2011; Reusken et al., 2011).

1.1. Position systematique :

La position systématique de 1’espéce étudiée selon Linne (1857) est la suivante:

Régne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Classe : Insecta

Ordre : Diptera
Famille : Culicidae
Genre : Culex

Espece : Culex pipiens

1.2. Cycle de développement des moustiques:

Les moustiques sont des insectes holométabole, qui au cours de leur cycle de
développement passent par une premiére vie aquatique contenant les ceufs, les stades larvaires
et le stade nymphale puis, aprés la métamorphose, une vie aérienne comprenant le stade
adulte (Figure 1) (Clements, 2000). Ce cycle dure environ douze a vingt jours dans les

conditions optimales. L'accouplement des moustiques a lieu en vol ou dans la végétation et il
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ne se fait en générale qu'une seule fois durant leurs vies. La femelle, apres la prise du sang, se

pose dans un endroit abrité¢ pour digérer son repas. La ponte des ceufs aura lieu 2 a 4 jours
apres la prise du sang.

Emergence

Milieu aérien Repas sanguin

/

Eclosion
4°™ Mue

4 stades larvaires

Figure 1: Cycle de développement biologique du moustique Culex pipiens (photo

personnelle).

1.2.1. Les ceufs de moustiques:

Selon les genres, les femelles gravides pondent leurs ceufs de différentes maniéres, les
ceufs d’Aedes sont généralement déposées un par un sur un substrat humide a I’interface

6
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air/eau. Les femelles du genre Culex pondent plus d’une centaine d’ceufs a la surface de I’eau
sous forme de barquettes ou nacelle (Figure 2), alors que les ceufs du genre Anopheles sont
pondus individuellement a la surface de ’cau. Le nombre des ceufs pondus peut atteindre le

300 selon les espéces (Urquhart, 1996) qui éclosent en 24 a 48 heures (Ripert, 2007).

(Eufs agglomérées

Figure 2: Nacelle d’ceufs de Culex pipiens (X16,66) (www.google.com/image).
1.2.3. Les stades larvaires :

Pour tous les moustiques, le développement embryonnaire (dans 1’ceuf), commence
pratiqguement apres la ponte des ceufs. Au bout de quelques jours a une semaine ou plus
I’embryon se développe en larve entierement formée, pour une grande partie des especes la
larve éclore une fois qu’elle est formée (Figure 3). Quatre stades larvaires se succedent
séparés chacun par une mue (Cachareul, 1997). La durée du stade larvaire varie selon les
espéces de Culicidae, la température du milieu, la densité larvaire ainsi que la disponibilité en
nourriture. Dans les zones tropicales, elle ne dure que quelques jours pour des espéces telles
que Aedes aegypti et Aedes albopictus alors qu’en zone tempérée, elle peut durer plusieurs
mois chez le moustique Aedes rusticus (Clements, 1992). Les larves peuvent étre présentes
dans des étendues d'eau permanentes ou temporaires, fortement polluées ou pures, grandes ou
petites, méme les plus petites accumulations d’eau dans les seaux, vases, pneus, empreintes,
sont des habitats larvaires potentiels (Clements, 2000). Les larves de moustiques sont
généralement considérées comme détritivores bien qu’elles se nourrissent aussi de micro-

organismes vivants tels que les bactéries et les algues.
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Plusieurs paires de soies touffues

Papille anale N Thorax

\
~ aaa%»

Siphon respiratoire

Téte
Abdomen

Figure 3: Morphologie générale d’une larve de moustiques (X17,33)

(www.google.com/image).
1..2.4. Le stade nymphal :

Aprés les quatre stades larvaires, s’ensuit le stade nymphal ou pupal (Figure 4), au
cours duquel de profonds changements permettent a 1’insecte de passer de 1’état aquatique a
I’état aérien. En effet, les organes des larves subissent une histolyse pour mettre en place le
corps de I’adulte. La nymphe est extrémement sensible et plonge dans 1’eau au moindre
mouvement percu (Cachareul, 1997). Dans ce stade qui dure en moyenne 1 a 3 jours, la

nymphe ne se nourrit pas, la bouche et I’anus sont clos (Himmi et al, 1995).

Trompe respiratoire

Abdomen

Céphalo-Thorax

4— Palettes natatoires

Figure 4 : Nymphe de moustiques (X20,18) (www.google.com/image).
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1.2.5. Le stade adulte :

L’adulte, une fois métamorphosé, provoque une cassure au niveau de la téte nymphale
et émerge a la surface de 1’eau (Figure 5). Les méles atteignent leur maturité sexuelle au bout
d’un jour alors que les femelles I’atteignent au bout de 1 a 2 jours, et elles sont plus grandes
que les males issus d’une méme émergence (Clements, 1999). Les moustiques, comme
beaucoup d’insectes se nourrissent de nectar, source d’énergic. Seules les femelles sont
hématophages; elles n’ont pas besoin de sang pour leur propre survie mais en retirent les
protéines nécessaires a la maturation de leurs ceufs. La fécondation des ceufs s’effectue lors de
la ponte grace au stockage du sperme des males par la femelle dans une spermathéque. En
général, la durée de vie des moustiques adultes varie d'une semaine a plus d'une trentaine de
jours. Deux éléments permettent de distinguer le male de la femelle a I’ ceil nu; les palpes
maxillaires sont trés courts et effiles chez la femelle, contrairement au male ou ils sont plus
longs que la trompe et ses antennes sont plus développées et trés poilues (Urquhart et al.,
1996; Euzeby, 2008).

Thorax
Antennes ¢ Paire d’ailes

Abdomen

Pattes moyennes '\
Pattes postérieures

Figure 5 : Aspect général d’un adulte de moustique (X17,83) (www.google.com/image).
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1.2.6. Elevage de moustiques :

L’élevage de moustiques a été réalisé sous les conditions de laboratoire avec une
température de 25C° + 2 et une photopériode journaliere (Bendali et al., 2001), dans des cages
de forme cubiques (30 x 30 x 30 cm) avec une armature en bois, couverte de tulle comportant
sur le coté un manchon qui permet I’introduction du matériels d’¢levage (Figure 6). La
capture des adultes a été effectuée au niveau des caves des batiments de 1’agglomération de la
commune de Sidi Ammar, a la wilaya d’Annaba, a I'aide d'un tube & essaie posé rapidement
sur les moustiques qui s'envolent et gagnent le fond du tube. Les adultes de moustiques sont
nourris de dattes suspendues dans les cages d’élevage contenant des récipients remplis d'eau
déchlorurée (Figure 6) ou les femelles peuvent pondre des ceufs en amas sous forme de
nacelle flottante a la surface de 1’eau. Une fois les ceufs éclosent, les larves sont nourries d'un
mélange de biscuit (75%) et de levure séche (25%) (Bendali, 2006), qui permet un apport de
protéines, de glucides et de Vitamine B (Andrean et al., 1981). Une fois que les larves
atteignent le stade nymphal, les pupes sont disposées dans des cages ou elles se
transformeront en adulte. Le changement de I’eau et 1’ajout de la nourriture sont effectués

tous les 2 a 3 jours.

Figure 6: Matériels d’élevage des moustiques au laboratoire (photo personnelle).

2. Matériel chimique :

Le matériel chimique utilisé est présenté par le novaluron, qui est une molécule
chimique appartienne a la classe des inhibiteurs de la synthese de la chitine et a la famille des
benzoylphenylurées (Figure 7). En interférant avec le processus de la biosynthése de la

10
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chitine, le novaluron (EC, courtesy by Rohm and Haas, Spring House, PA) comme toutes les
substances actives des benzoylphénylurées vise sélectivement les stades larvaires (Cutler et
al., 2007) et provoque 1’apparition d’un dépdt endocuticulaire anormal ce qui entraine la mort

de I’insecte (Farnesi et al., 2012).
2.1. Propriétés physico-chimiques :
Les propriétés physico-chimiques du novaluron sont les suivantes:

Nom commun : Novaluron.

Nom chimique: N-[3-chloro-4-(1,1,2-trifluoro-2-trifluoromethoxyethoxy)phenyl]-3-(2,6-

difluorobenzoyl)urea.

Formule empirique : C17Hg Cl FgN2 Oy,

Famille chimique : benzoylphénylurée.

Poids moléculaire : 492,7 g/mol. T° de Fusion: 176 a 179 C°.
Solubilité dans I’eau: 3 pg/l.

Photolyse: 139jours.

| ﬁ
0 i
; F\ ﬁD ? F
¢ D clF CH o
N N/
N—C\ /c\
F |L N o F
|
H

Figure 7: Structure chimique du novaluron (www.google.com/image).

2.2. Essales toxicologiques:

Les essais toxicologiques ont été réalisés a partir d’une formulation de 10% du
novaluron avec différentes concentrations 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 et 0, 9 (ug/l), a I’égard des larves
L3 et L4 de Culex pipiens. Le traitement, pour les séries traitées et témoins de chaque stade,
sont réalisés en trois répeétitions pour chaque concentrations dans des récipients comportant

chacun 25 larves nouvellement exuviées. Chaque récipient contient 500 ml d’eau d’élevage

11
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additionnée aux concentrations choisies du produit testé. Apres une exposition de 24h aux
différentes concentrations, selon les recommandations de 1’0O.M.S, I’ajout de la nourriture et
le changement d’eau sont effectués jusqu’a 1’émergence des adultes. La toxicité du novaluron
a I’égard du moustique Culex pipiens a été révélée apres plusieurs étapes avec un logiciel
MINITAB (version 13,31 PA State College, USA):

Mortalité observée (M.O): Le pourcentage de la mortalité observée chez les larves témoins
et traitées de Culex pipiens a été déterminé par la formule suivante :
Nombre de moustiques morts apres traitement

MO= 100
Nombre total de moustiques x

Mortalité corrigée (M.C): Le pourcentage de la mortalité observée est corrigé par la formule
d’Abott (1925), afin d’éliminer la mortalité naturelle, si elle est enregistrée dans la série des

témoins (4 a 16%), et d’évaluer la toxicité réelle du novaluron.

M.C Mortalité observée chez les traitées — Mortalité observée chez les témoins 100
.C= X
100 — Mortaltié observée chez les témoins

La transformation angulaire : Les pourcentages de la mortalité corrigée subissent une
transformation angulaire selon Bliss, cité par Fisher & Yates (1957), les données ainsi font
I’objet d’une analyse de la variance a un critére de classification (traitement) réalisée avec le

Minitab pour déterminer le seuil de signification (P).

L’analyse de probits : Les moyennes de la mortalité corrigée se convertissent en probits
(Fisher & Yates, 1957) et les concentrations testés en logarithmes décimaux. Ces logarithmes
décimaux en fonction des probits permettent de déterminer la droite de régression a partir de
laquelle les CLsg et CLgg sont estimées (Finney, 1971).

ProbitX - b

Y=aX+bdonc; X=———ouY =probit 50 (90) et X = log CLso (CLgo).

Exemple: probit 50 =5 donc: X = = log CLso

5—b
a

Anti log X = CLs. Ainsi que pour la CLg.

12
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L’intervalle de confiance : La méthode de Swaroop, (1965) précise I’intervalle de confiance
avec une probabilité de 95%, en donnant la limite inférieure et supérieure de chaque

concentration létale (CLso et CLgo).

Limite supérieure =CLso x FCLso et Limite inférieure = CLso / FCLsg

FCL50 = Anti IOg C o C=s8 (2??.";*..""N_j et S — CLE‘I',’CLEU-I;CLEU I,.’CL‘]_ﬁ.

N: Nombre des insectes morts entre la CLyg et la CLgs; S: Slope.
3. Effet du novaluron sur le développement de Culex pipiens :

L’effet du novaluron sur le développement de Culex pipiens a été déterminé sur deux
paramétres, la durée de développement et la longueur des séries larvaires traitées aux
concentrations létales (CLso et CLgp) ainsi que des séries témoins. L’effet du novaluron sur la
durée de développement larvaire a été estimé par une action directe (enregistrée dans le stade
traitée) et indirecte (enregistrée dans les stades de développements qui suivent le stade traitée)
du produit testé avec plusieurs répétitions pour obtenir un nombre suffisants de larves
survivantes. L’effet du novaluron sur la longueur des larves a été effectué sur 10 larves pour
chaque age; 1 et 3 jours pour les L3 et 1, 3, 5 et 7 jours pour les L4. Les larves et les nymphes
mortes, sous ’effet de cet insecticide, ont fait 1’objet d’une observation microscopique, afin

d’enregistrer les différents aspects morphologiques.

4. Dosage des métabolites:

L’analyse biochimique des différents métabolites (protéines, glucides et lipides) a été
effectuée sur le corps entier des larves L4 de Culex pipiens agées de 1, 3, 5 et 7jours, selon la

méthode de Shibko et al. (1966) résumée dans la figure 8.

4.1. Extraction des métabolites:

L’extraction des métabolites a été conduit avec un nombre de 5 répétions pour chaque
traitement (CLso, CLgo) ainsi que le témoin. Un groupe de 10 larves nouvellement exuviés, de
chaque répétition, est pesé et homogénéisé dans 1 ml d'acide trichloracétique ou TCA (20 %).
Aprés une premiere centrifugation de la solution broyée (5000 trs/min a 4°C, pendant 10

min), le surnageant (I) obtenu sert au dosage des glucides totaux selon la méthode de
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Duchateau & Florkin (1959), tandis que le reste des tubes (culot 1) est additionné du mélange
en partie égale d'éther et de chloroforme et subie ensuite une seconde centrifugation(5000
trs/min a 4°C, pendant 10 min), qui donne un autre surnageant (I1) destiné au dosage des
lipides totaux (Goldsworthy et al., 1972). Alors que, le culot (I1) sera dissout dans de la
soude (0,1 N) et utilisé pour la quantification des protéines totales selon Bradford (1976).

4.2. Dosage des glucides:

Le dosage des glucides totaux a éteé réalise selon la méthode de Duchateau & Florkin
(1959). Elle consiste a additionner a 100 ul du surnageant I, contenu dans un tube a essai, 4
ml du réactif d'anthrone et de chauffer le mélange a 80 °C pendant 10 mn, une coloration
verte se développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucide présente dans
I'échantillon, et la lecture de I'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620 nm. La
préparation du réactif d'anthrone se fait comme suit: a 150 mg d'anthrone est ajouté 75 ml
d'acide sulfurique concentré et 25 ml d'eau distillée, pour obtenir a la fin une solution limpide
de couleur verte, utilisé aprés 4h d’obscurité. La quantité des glucides est calculée a partir de
la gamme d'étalonnage, effectuée a partir d'une solution mére de glucoselmg/Iml d’eau
distillée (Tableau 1).

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

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére 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

4.3. Dosage des lipides:

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al,. (1972)
en utilisant la vanilline comme réactif. Le dosage des lipides se fait sur des prises de 100 pl
du surnagent Il qui subissent une évaporation totale puis 1ml d'acide sulfurique concentré a
été ajouté, les tubes sont ensuite agités et mises pendant 10 min dans un bain de sable a 100
°C. Apres refroidissement, 200 pl de ce mélange est ajouté a 2,5 ml de la vanilline et aprés 30
mn d’obscurité, une coloration rose se développe. La densité optique est lue dans un
spectrophotométre a une longueur d'onde de 530 nm. Le réactif est préparé comme suit: faire

Dissoudre 0,38 g de vanilline dans 55 ml d'eau distillée et ajouter 195 ml d'acide
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ortphosphorique a 85%, ce réactif se conserve a l'obscurité. La quantité des lipides est
calculée a partir de la droite de régression obtenue a partir de la gamme d'étalonnage,
effectuée a partir d'une solution meére de lipides en ajoutant a 2,5 mg d'huile de table
(tournesol 99% triglycérides) 1 ml d'éther chloroforme (1V/1V) (Tableau. 2).

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

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution meére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (ul) 100 |80 60 40 20 0
Reactif Vanilline (ml) 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25

4.4. Dosage des protéines:

Le dosage de protéines totales est effectué selon la méthode de Bradford (1976) en
ajoutant & 100pl du culot Il, 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie (BBC) G 250
(Merck). La solution de BBC, se prépare comme suit: 100 mg de BBC est homogénéise dans
50 ml d'éthanol (95°), ensuite 100 ml d'acide orthophosphorique a 85% est additionné au
mélange et ensuite compléter a 1000 ml avec I'eau distillée. Celui-ci révele la présence des
protéines en les colorants en bleu. L'absorbance est lue au spectrophotométre a une longueur
d'onde de 595 nm. La gamme d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de

sérum de beeuf (Sigma) titrant 1 mg/ml d’eau distillée (Tableau.3).

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
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Corps entier des Larves L4 (n=10)

Imlde TCAa20%

Broyage (homogénéiseur a ultrasons)

Centrifugation 1 (5000 trs/mn, 10)
I X

Surnageant | Culot |
1 ml éther/ chloroforme
Centrifugation 2 (5000 trs/mn, 10 mn)
100 pl du surnagent | s |
Surnageant Il Culot I
100 pl du surnagent 11 '
Anthrone (4 ml) 1 mI'NaoH (0,1 N)
\J
Evaporation totale Agitation
Chauffer 80° C 1 ml acide sulfirique 100 pl du culot 11 + 4 ml BBC
(10 mn)
Agitation
Agitation
10 mn au bain de sable
’ Dosage aliquot (200 pl + 2,5 ml de vanilline)
Glucides (Duchateau & Lipides Protéines (Bradford,
Florkin , 1959) (Golldsworthy, et al., 1976)
1972)

Figure 8 : Extraction et dosage des glucides, lipide et protéines.
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5. Effet du novaluron sur les ecdysteroides de Culex pipiens:

Le profil hormonal des ecdystéroides a €té déterminé par une méthode enzymo-
immunologique (EIA). Cette technique a été adaptée a 1’analyse de I’hormone de mue (20E)

par Porcheron et al. (1989) et modifiée par De Reggi et al. (1992).
5.1. Principe du dosage:

Le principe de cette technique est de mettre en compétition le traceur enzymatique (la
peroxydase couplée a la 2-succinyl-20E) et les ecdystéroides des échantillons biologiques
pour les mémes sites limités d’un anticorps anti-ecdystéroide appelé anticorps primaire. Les
échantillons sont fixés par un second anticorps (anticorps anti-immunoglobuline) retenu sur
une microplaque a 96 puits (NUNC Immunoplate Maxisorp F96, Danemark). Apres
incubation, lavage et révélation, le signal colorimétrique (exprimé par les absorbances) sera
inversement proportionnel a la quantité d’ecdystéroides contenus dans les échantillons et
exprimé sous la forme d’un rapport:

B/Bo(%) = (B-T) / (Bo-T) X 100
B: absorbances de 1’échantillon ou du standard.
B0: absorbances en absence d’hormone.
T: absorbances en absence d’hormone et d’anticorps.

5.2. Extraction des hormones :

Le corps entier des séries témoins et traitées de différents ages (1, 2, 4 et 6 jours)
préalablement peses, est conservés dans des tubes eppendorf contenant 500 pl de méthanol.
Aprés broyage aux ultrasons et une centrifugation a 2700 tours pendant 10 minutes, le
surnageant est récupére et évaporé dans un bain a sec réglé a 60°C. Les extraits secs obtenus
sont dissous dans 500 pl de tampon EIA (Tampon phosphate (0,1M, pH 7,4) additionné de
Nacl 0,4AM, EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acetique acide), BSA (Sérum Albumine

Bovine), et eau distillée) et conservés au congélateur jusqu’au dosage.
5.3. Dosage des ecdystéroide:

Le dosage des ecdystéroides est realisé apres plusieurs étapes résumees dans la

figure 9, a savoir :
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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 200 pl d’une solution purifiée
d’immunoglobuline anti-lgG (Sigma, Angleterre) dans chaque puits. Cette solution est
préparée en rajoutant 200 ml de solution mere de tampon phosphate (0,1M; pH=7,4) et 400
ml d’eau distillée a 2 mg d’anti-immunoglobuline. Les plaques sont laissées pendant 24
heures a une température ambiante. Ce traitement est suivi d’une saturation dans un tampon
EIA a 0,3 % d’albumine bovine, distribué a raison de 100 pl dans chaque puits. Les plaques

seront conservées a 4°C et peuvent étre utilisées 12 heures apres la saturation.

Distribution des différents éléments: Apres lavage de la microplaque avec le tampon de
lavage (Tampon phosphate additionné de tween 20 et d'eau distillée), afin d'éliminer la
solution de saturation, la répartition des échantillons dans les différents puits se fait a l'aide

d'une micropipette multicanaux, dans l'ordre suivant:

- Le premier puits de la premiere colonne est réservé au témoin dans lequel on distribue 100

pl du tampon EIA et 50 pl du traceur enzymatique.

- Les puits restants de la premiére colonne sont réservés aux blancs (B0O), en absence
d’hormone, dans lesquels on distribue 50 ul du tampon EIA, 50 pl du traceur enzymatique

et 50 pl d’anticorps.

- Dans la deuxieme et la troisieme colonne, on distribue en double respectivement 50 pl des
différentes concentrations des solutions standards (10** & 107), 50 pl du traceur

enzymatique et 50 pl d’anticorps.

- Tous les puits restants sont réservés aux échantillons a doser dans lesquels on distribue
respectivement 50 pl d’échantillon, 50 pl du traceur et 50 pl d’anticorps. Le volume final
dans chaque puits doit étre de 150 ul. Enfin, la microplaque est mise sous agitation pendant

trois heures a une température ambiante et a 1’obscurité.

Lavage et révélation: Au terme de I’incubation, la microplaque est lavée afin d’éliminer tout
¢lément non fixé sur I’anticorps utilisé. La révélation de la coloration se fait par la

tétraméthyl-benzydine (TMB) pendant 30 a 45 mn et sous agitation.

Lecture des densités optiques: Les densités optiques sont mesurées a I’aide d’un lecteur de

plaque a 630 nm, puis a 450 nm apreés addition d’acide sulfurique H»SO4 2N qui permet
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d’amplifier et de stabiliser la coloration. La quantification des taux des ecdystéroides a été
réalisée a I’aide d’un logiciel Graphpad prisme version 5.00 et les résultats du dosage sont
exprimés en pg équivalent 20E/Ech du corps entier des larves.

Etapel : Coating pour 24 heures a température ambiante (Fixation des anticorps sur la
microplaque) et saturation (12 heures a 4°C).

Y Y Y: Anticorps secondaire (anti-immunoglobuline).

Etape2 : Distribution des différents éléments.

Le traceur enzymatique (1), I’échantillon ( %) et I’anticorps primaire ()

T T

Etape 3 : réaction immunologique puis lavage des éléments non fixés.

=Y

Etape 4 : Révélation de la peroxydase avec la TMB et lecture des densités optiques a 630 nm:

e Coloration faible forte concentration d’ecdystéroide.
e Coloration forte faible concentration d’ecdystéroide.

Figure 9: Principe du dosage EIA d’aprés Porcheron et al. (1989).
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6. Etude structurale de la cuticule de Culex pipiens:

L’¢épaisseur de la cuticule a été déterminée sur des coupes semi-fines préparées selon
la technique de microscopie électronique a transmission, réalisée par Karnovsky (1965) et
modifiée par Friend & Farquhar (1967).

6.1. Microscopie électronique a transmission:

Les larves du stade L4 de Culex pipiens témoins et traitées avec le novaluron (CLs et
CLgo), sont prélevees a differents ages (1, 4 et 6jours) avec 3 répétitions de chaque série, et
déposeées dans des tubes eppendorf contenant du fixateur. Les échantillons doivent passer par
plusieurs étapes afin d’éviter toute altération des tissus et assurer la stabilité de leur structure

macromoléculaire.
-Fixation:

La fixation est généralement réalisée par des substances chimiques dites les fixateurs
ayant la caractéristique de préserver les constituants cellulaires a leurs état naturel. Le fixateur
utilisé est composé d’un mélange de paraformaldéhyde 5 % (10 ml) et glutaraldehyde 25 %
(3 ml). A cette formulation est additionné de I’eau distillée (7 ml), de sucrose (1 ml) et de
tampon cacodylate 0,4 M (5 ml). La fixation se pratique par immersion des piéces dans des
tubes bien bouchés et étiquetés et stockés a 4°C. Apres une fixation qui peut durée plusieurs
semaines les spécimens sont rincés avec un mélange de cacodylate 0,4 M (10 ml), eau
distillée (18 ml) et sucrose (12 ml), dans 2 bains de 20 minutes chacun et un troisieme
jusqu’au lendemain. Une post-fixation est réalisée dans le mélange tetroxyde d’osmium (2,5

ml), cacodylate (2,5 ml), sucrose et eau distillée (2 ml), pendant une heure.
-Déshydratation:

La déshydratation des échantillons est effectuée a 1’aide d’alcool éthylique, dans des
bains a degrés croissants 30°, 70°, 95° (10 minutes chacun) et 100° (3 fois 10 minutes). Les

pieces subissent par la suite un bain d’oxyde de propyléne (2 fois 30 minutes).
-Inclusion:

Pour cette étape, le milieu d’inclusion est la résine qui est préparée d’un mélange de 60
ml de DDSA (Dodecyl Sulfate Aldéhyde), 25 ml d’épidote et 20 ml d’araldite. L’inclusion est

effectuée dans 3bains. Le premier bain est réalisé avec des quantités égales d’oxyde de
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propyléne et de résine additionnée de 4 % d’accélérateur DMP 30 (2, 4,6-bis diméthyl-amino-
méthyl-phénol) pendant une heure, le deuxiéme bain est fait dans un mélange de résine et
d’accélérateur a 4 % jusqu’au lendemain et finalement un troisiéme bain qu’est effectué avec
de la résine et de I’accélérateur 4 % pendant une heure. La derniéere étape est la mise en bloc,
réalisée dans des moules en forme de cercueil remplis de résine ou les échantillons sont
orientées. Les moules sont ensuite placées dans une étuve a 60°C, pour une polymérisation de

la résine pendant toute la nuit.
-Microtomie et coloration des coupes semi-fines:

La confection des coupes est assurée par un ultra-microtome LBK 2088 muni d’un
couteau en verre réalisés par un Knife Maker LBK 7800. Avant 1’opération, le bloc est taillé
puis collé au porte objet. Les coupes semi-fines d’une épaisseur de 1 a 2 um sont obtenues et
déposées sur des lames propres en verre, séchées et colorées au bleu de toluidine (Bleu de
Toluidine a 1 % et Borax de Na a 1 % dans I’eau distillée) pendant 8 a 10 minutes. Les lames

sont finalement prétes a 1’observation microscopique.
6.2. Observations et mensuration des coupes:

L’observation des lames est effectuée afin de révéler les coupes intéressantes qui
expliquent la structure cuticulaire des séries témoins et traitées. La morphométrie des
différentes coupes sélectionnées est effectuée a I’aide d’un microscope photonique pourvu d’un

micromeétre oculaire préalablement étalonné.
7. Effet du novaluron sur le potentiel de la reproduction de Culex pipiens:

Le potentiel de la reproduction du moustique Culex pipiens a été mené par deux
expérimentations; la premiere consiste a faire exposer des larves L4 nouvellement exuviées,
aux deux concentrations létales CLsg et CLgo. Aprés 24h de traitement, les larves sont placées
dans des nouveaux récipients contenant de 1’eau propre et de la nourriture jusqu’a
I’émergence. Ensuite, un effectif égal des adultes méles et femelles (20 adultes témoins et
traitées) a eteé retenu et mise en cage en déterminant ainsi le nombre des ceufs pondus (compte
sous binoculaire), la fécondité ainsi que le pourcentage d’éclosion. Dans une seconde
expérimentation, un nombre des ceufs nouvellement pondus (Témoin= 1588 ceufs, CLgo=
1544 ceufs, CLgo= 1562 ceufs) issus des adultes élevés sous les conditions de laboratoire, a été

exposées aux deux concentrations létales du novaluron jusqu’a 1’éclosion, pour déterminer le
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pourcentage d’éclosion (%). Les différents paraméetres du potentiel de la reproduction ont été
calculés par les formules suivantes:

La fécondité (F):

__MNombre total des oeufs pondus

x100

Nombre totale des femelles

La réduction de la fécondité:

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

x100
Nombre des oeufs pondus chez les témoins

Le pourcentage d’éclosion (PE):

_ MNombre des ceufs éclos

PE= x100

Mombre des ceufs pondus

La réduction du pourcentage d’éclosion:

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

=x100
Nombre des oeufs éclos chez les témoins
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I11. RESULTATS:

1. Toxicité du novaluron sur le stade larvaire L3 de Culex pipiens:

Les essaies toxicologiques du novaluron, effectués sur les stades de développement de
Culexs piens, sont présentés par la mortalité des larves suite aux traitement. La toxicité de
cette molécule est déterminée par une action directe, exprimée par la mortalité enregistée
durant le stade traité (L3 ou L4), et une action cumulée exprimée par la mortalité enregistrés

durant le stade traité jusqu'a I’émergence des adultes.

1.1. Action directe:

La mortalité observée apres une exposition de 24h des larves L3 de Culex pipiens, des
différentes séries d’expérience aux concentrations du novaluron, (0,1; 0,3; 0,5; 0,7et 0,9 ug/l),
est mentionnée dans le tableau 4. Pour la concentration la plus faible 0,1 pg/l un taux de 32
% est enregistré. Cette mortalité augmente en fonction des concentrations, jusqu’a 97,33 %
pour la concentration la plus élevée 0,9 ug/l. La correction des mortalités observées a été
effectuée selon la formule d’Abott et présentée dans le Tableau 5. La mortalité corrigée est
toujours considérable avec des moyennes, qui varie entre 25,41 % et 97,05% pour les
concentrations 0,1 et 0,9 pg/ respectivement. Une transformation angulaire des mortalités
corrigées a été effectuée (Tableau 6) pour normaliser les données obtenus, et permet
d’éffectuer I’analyse statistique (ANOVA). L’analyse satatistique a un seul critére de
classification (traitement) révéle un effet hautement significatif (P<0,001) pour les différentes
concentrations du novaluron a 1’égard des larves L3 de Culex pipiens (Tableau 7). Par la suite,
une transformation des moyennes des mortalités corrigées en probits et les concentrations
testées en logarithmes décimaux a été réalisée (Tableau 8), en déterminant 1’équation de la
droite de régression mentionnée dans la figure 10, dont le coefficient de détermination (R2=
0,94) révele une liaison trés forte entre les probits et les logarithmes décimaux. Les
concentrations létales CLsy et CLgp, sont estimées a partir de 1’équation et la droite de
régression. La CLsg est de 0,21 pg/l avec un intervalle de confiance de 0,15 a 0,27 (ug/l) et la
CLgo est de 0,69 pg/l avec un intervalle de confiance de 0,51 a 0,91 (pg/l) respectivement
(Tableau 9).
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Tableau 4: Mortalité observée (%) des larves L3 de Culex pipiens, nouvellement exuviées,

apres traitement par les différentes concentrations du novaluron (C: concentrations; R:

répétition; m = SE; n=75).

R/C Témoin 0,1 pg/l 0,3 g/l 0,5 ug/l 0,7 ug/l 0,9 ug/l

R1 4 36 68 76 84 92

R2 4 28 56 88 88 100

R3 8 32 52 76 96 100
m+SE | 533+188 | 32,00+ 3,26 | 58,66 +8,32 | 80,66 +5,24 | 89,33+4,98 | 97,33+ 3,77

Tableau 5: Mortalité corrigée (%) des larves L3 de Culex pipiens, nouvellement exuviées,

aprés traitement par les différentes concentrations du novaluron (C: concentrations, R:

répétition, m £ SE, n=75).
R/IC 0,1 pg/l 0,3 pg/l 0,5 pg/l 0,7 pg/l 0,9 g/l
R1 33,33 66,66 75 83,33 91,16
R2 25 54,16 87,5 87,5 100
R3 23,91 47,82 73,91 95,65 100
m+SE | 2541+515 | 56,21+782 | 7880755 | 88,82+511 | 97,05+4,16

Tableau 6: Transformation angulaire du taux de mortalité corrigée des larves L3 de Culex

pipiens apres traitement au novaluron (C: concentrations, R: répétions, m £ SE, n=75).

R/IC 0,1 pg/l 0,3 pg/l 0,5 pg/l 0,7 pg/l 0,9 ug/l
R1 35,06 54,33 60 65,65 72,54
R2 30 47,09 68,87 68,87 84,26
R3 28,66 43,78 58,69 77,08 84,26
m+SE |[3224+275 |48,4+4,40 62,52 +4,52 | 70,53 +4.81 80,35+ 5,24
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Tableau 7: Analyse de la variance de données transformées lors du traitement au novaluron

des larves L3 de Culex pipiens.

Source Ddl SC CM F. Obs P
Factorielle 4 51715 1292,7 50,83 0,000***
Erreur 10 254,4 254

Total 14 5425,8

Tableau 8: Transformation en logarithmes décimaux les concentrations testées, et en probits

les mortalités corrigées apres traitement des L3 de Culex pipiens.

Concentrations (ug/l) 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
Logarithme décimaux (X) 1 1,47 1,69 1,84 1,95
Mortalités corrigées (%) 25,41 56,21 78,80 88,82 97,05
Probits (y) 4,33 5,15 5,79 6,18 6,88
8 -
. y=2,5204x+1,6443
R*=0,9495 b4
G -
5
o
& 3
1 -
0 T T T 1
0 0,5 1 1.5 2 2.5
Log. Concentrations

Figure 10: La droite de régression des probits des moyennes de mortalité corrigée des larves
L3 en fonction des logarithmes décimaux des concertations (R* = Coefficient de

détermination).
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Tableau 9: Toxicité du novaluron a 1’égard des larves L3 de Culex pipiens.

CLso (Hg/l) CLgo (ng/l)
Stade Slope Intervalle de confiance (95%) | Intervalle de confiance (95%)
L3 2,4 0,15>0,21>0,27 0,51>0,69>0,91

1.2. Action cumulée:

L’action cumulée du novaluron sur les larves L3 qui est enregistrée jusqu'a
I’émergence des adultes est présentée dans le tableau 10. Les taux de mortalité observée et
cumulée, sont comprises entre 32% pour la concentration la plus faible 0,1 pg/l et 100% pour
les concentrations les plus élevées (0,7 pg/l et 0,9 pg/l), avec une relation concentration —
réponse. Les moyennes de la mortalité observée sont corrigées, pour éleminer les mortalités
observées chez les témoins (Tableau 11), puis subissent une transformation angulaire
(Tableau 12). Ensuite les données obtenus ont fait 1’objet d’une analyse statistique a un seul
critére de classification qui révéle un effet hautement significatif (P<0,001) du produit testé
sur I’ensemble des stades étudiés (Tableau 13). Par la suite une transformation des moyennes
des mortalités corrigées en probits et des concentrations testées en logarithmes décimaux a
été realisée (Tableau 14), pour évaluer 1’équation et tracer la droite de régression (Figure 11).
Le coefficient de détermination de cette droite (R2= 0,89) révele une liaison positive tres forte
entre les probits et les logarithmes décimaux. Les concentrations CLsg et CLgo, déterminées a
partir de la droite de régression sont respectivement 0,16 g/l avec un intervalle de confiance
0,13 4 0,18 (ug/l), et 0,30 g/l avec un intervalle de confiance de 0,25 a 0,35 (ug/l) (Tableau
15).

Tableau 10: Mortalité observée (%) des larves L3 de Culex pipiens, nouvellement exuviées,
apres traitement par les différentes concentrations du novaluron (C: concentrations, R:

répétions, m = SE, n=75).

R/IC Témoin 0,1 pg/l 0,3 pg/l 0,5 pg/l 0,7ug/l 0,9 ng/l

R1 12 24 76 84 100 100

R2 8 36 68 92 100 100

R3 12 36 52 88 100 100
m+ SE | 10,66 +1,88 | 32,00 +5,65 | 66,00+ 7,88 | 88,00 +3,26 | 100,0 + 0,00 | 100,0 + 0,00
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Tableau 11: Mortalité corrigée (%) des larves L 3 de Culex pipiens, nouvellement exuviées,

apres traitement par les différentes concentrations du novaluron (C: concentrations, R:

répétitions, m = SE, n=75).

R/IC 0,1 pg/l 0,3 pg/l 0,5 pg/l 0,7 pg/l 0,9 g/l
R1 18,63 12,72 81,81 100 100
R2 30,43 65,21 91,30 100 100
R3 27,27 52,27 86,36 100 100
m + SE 25,29 £5,19 63,73 +£8,53 | 86,49 + 3,87 | 100,00 + 0,00 | 100,00 + 0,00

Tableau 12: Transformation angulaire du taux de mortalité corrigée des larves L3 de Culex

pipiens apres traitement au novaluron (C: concentrations, R: répétitions, m = SE, n=75).

R/IC 0,1 pg/l 0,3 pg/l 0,5 pg/l 0,7 pg/l 0,9 pg/l
R1 25,50 58,63 64,16 84,26 84,26
R2 33,21 53,73 72,54 84,26 84,26
R3 31,31 46,15 68,03 84,26 84,26

m + SE 30,00 + 3,27 52,83+5,13 | 68,24+ 3,42 | 84,26 £0,00 | 84,26 + 0,00

Tableau 13: Analyse de la variance des données transformées lors du traitement

novaluron des larves L3 de Culex pipiens .

au

Source Ddl SC CM F.obs P
Factorielle | 4 6357,2 1589,3 108,47 0,000
Erreur 10 146,5 14,7

Total 14 6503,8

Tableau 14: Transformation en logarithmes décimaux Les concentrations testées et en probits

Les mortalités corrigées apres traitement des L3 de Culex pipiens.

Concentrations (ug/l) 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
Logarithmes décimaux (X) 1 1,47 1,69 1,84 1,95
Mortalités corrigées (%) 25,29 63,73 86,49 100 100
Probits (y) 4,33 5,35 6,09 8,71 8,71
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Figure 11: La droite de régression des probits des moyennes de mortalité corrigée en fonction

des logarithmes décimaux des concertations (R?= Coefficient de détermination).

Tableau 15: Toxicité du novaluron a 1’égard des larves L3 de Culex pipiens.

CLso (ug/l) CLgo (Hg/l)
Stade Slope Intervalle de confiance (95%) | Intervalle de confiance (95%)
L3 1,67 0,13>0,16>0,18 0,30>0,25>0,35

2. Toxicité du novaluron sur le stade larvaire L4:

2.1. Action directe:

L’efficacité du novaluron a été évaluée sur des larves L4 de Culex pipiens exposées
pendant 24h a la méme gamme de concentrations du novaluron de 0,1 & 0,9 pg/l. La mortalité
observée durant ce stade traité est mentionnée dans le tableau 16 avec des taux de 20 % pour
la concentration la plus faible 0,1 pg/l et 93,33 % pour la concentration la plus élevée 0,9
pg/l, avec toujour une relation concentration—réponse . la mortalité observee, corrigee par la
formule d’Abott, est mentionnée dans le tableau 17. Les moyennes de la mortalité corrigées
sont normalisées par une transformation angulaire (Tableau 18) pour éffectuer une analyse
statistique. Les résultats de 1’analyses statistique a un seul critére de classification (traitement)
révelent un effet hautement significatif (P<0,001) (Tableau 19). L’équation et la droite de
régression ont étés determinés (Figure 12) apres une transformation des moyennes des

mortalités corrigées en probits et les concentrations testées en logarithmes décimaux (Tableau
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20). Le coefficient de détermination (R? = 0,90) révele une liaison aussi positive entre les

probits et les logarithmes décimaux des concentrations testées. Les concentrations létales

CLso et CLgo, estimées a partir de I’équation et la droite de régression sont respectivement

0,33 ug/l avec un intervalle de confiance de 0,22 a 0,40 (ug/l) et 0,75 pg/l avec un intervalle
de confiance de 0,50 & 1,05 (ug/l) (Tableau 21).

Tableau 16: Mortalité observée (%) des larves L4 de Culex pipiens nouvellement exuviées,

aprés traitement par les différentes concentrations du novaluron (C: concentrations, R:

répétition, m £ SE, n = 75).

R/IC Témoin 0,1 pg/l 0,3 pg/l 0,5 pg/l 0,7 pg/l 0,9 ug/l

R1 4 28 36 72 92 96

R2 8 20 48 64 78 96

R3 8 24 40 60 88 82
m+SE | 6,66+1,88 | 20,00 +£6,53 | 41,33 +6,11 | 65,33 +4,98 | 86,00 +5,88 | 93,33 +4,61

Tableau 17: Mortalité corrigée (%) des larves L4 de Culex pipiens, nouvellement exuviées,

apres traitement par les différentes concentrations du novaluron (C: concentrations, R:

répétition, m £ SE, n=75).

R/IC 0,1 pg/l 0,3 pg/l 0,5 pg/l 0,7 pg/l 0,9 g/l
R1 25 33,33 70,83 91,16 95,83
R2 13,04 43,47 60,86 76,08 95,65
R3 17,39 34,78 56,52 86,95 80,43

m + SE 18,47 + 4,94 37,19+ 4,47 62,73+599 | 84,7+6,38 | 90,63+7,21

Tableau 18: Transformation angulaire du taux de mortalité corrigée des larves L4 de Culex

pipiens aprés traitement au novaluron (C: concentrations, R: répétions, m £ SE; n = 75).

R/C 0,1 po/l 0,3 po/l 0,5 pg/l 0,7 pg/l 0,9 uga/l
R1 30 35,06 56,79 72,54 77,08
R2 21,13 40,98 50,77 60,67 77,08
R3 24,35 35,67 48,45 68,03 63,43
m + SE 25,13+3,66 |37,23+2,65 |52,00+351 |67,08+4,89 |66,97+5,03
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Tableau 19: Analyse de la variance des données transformées lors du traitement au novaluron

des larves L4 de Culex pipiens.

Source Ddl SC CM F.obs P
Factorielle |4 4740,2 1185,0 40,22 0,000***
Erreur 10 2947 29,5

Total 14 5034,8

Tableau 20: Transformation en logarithmes décimaux les concentrations testées et en probits

les mortalités corrigées apres traitement des L4 de Culex pipiens.

Concentrations (ug/l) 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
Logarithmes décimaux (X) 1 1,47 1,69 1,84 1,95
Mortalités corrigées (%) 18,47 37,19 62,73 84,7 90,63
Probits (y) 3,09 4,67 5,32 6,02 6,92
8 -
. y=3,0275%+0,5063
T R*=0,9041
G -
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Figure 12: La droite de régression des probits des moyennes de mortalité corrigée des larves
L3 en fonction des logarithmes décimaux des concertations (R® = Coefficient de

détermination).

Tableau 21: Toxicité du novaluron a I’égard des larves L3 de Culex pipiens.

CLso (1g/l) CLgo (ug/l)
Stade Slope Intervalle de confiance (95%) | Intervalle de confiance (95%)
L4 2,4 0,22>0,33>0,41 0,59>0,75>1,05
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2.2. Action cumulée:

L’effet cumulé du novaluron sur le stade L4 de Culex pipiens est mentionné dans le
tableau 22. Une augmentation de la mortalité observée (%) est enregistrée a chaque fois qu’on
augmente en concentration avec des pourcentage de 25,33 % pour la concentration de 0,1 pg/I
a 100% pour la concentration de 0,9 ug/l. Par la suite une correction des mortalités observées
a été effectuée (Tableau 23) et les données ont ensuite subies une transformation angulaire
(Tableau 24). L’analyse statistique a un seul critére de classification (traitement) des données
obtenus, révéle un effet cumulé hautement significatif (p<0,001) (Tableau 25). Une
transformation des moyennes des mortalités corrigées et des concentrations testées en
logarithmes décimaux a été realisée (Tableau 26), pour tracer et évaluer 1’équation de la
droite de régression (Figure 13). Le coefficient de détermination (R2= 0,89) révele une liaison
positive entre les probits et les logarithmes décimaux des concentrations testées. Les
concentrations létales CLsy et ClLgy, déterminées a partir de 1’équation de la droite de
régression sont de 0,22 pg/l avec un intervalle de confiance de 0,19 a 0,25 (ug/l) et de 0,48

pg/l avec un intervalle de confiance de 0,42 a 0,54 (ug/l) respectivement (Tableau 27).

Tableau 22: Mortalité observée (%) des larves L4 de Culex pipiens, nouvellement exuviées,
aprés traitement par les différentes concentrations du novaluron (C: concentrations, R:
répétition, m £ SE, n=75).

R/IC Témoin 0,1 pg/l 0,3 ug/l 0,5 pg/l 0,7 ug/l 0,9 ug/l
R1 4 28 52 56 92 100
R2 4 12 48 72 88 100
R3 4 28 44 80 92 100
m+ SE | 4,00+ 0,00 | 25,33 +3,77 | 48,00+ 3,26 | 69,33+9,79 | 90,66+ 1,88 | 100+0,00
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Tableau 23: Mortalité corrigée (%) des larves L4 de Culex pipiens, nouvellement exuviées,

apres traitement par les différentes concentrations du novaluron (C: concentrations, R:

répétitions, m + SE, n=75).

R/IC 0,1 pg/l 0, 3 ug/l 0,5 pg/l 0,7 pg/l 0,9 g/l
R1 25 50 54,16 91,16 100
R2 8,33 45,83 68 87,5 100
R3 25 41,66 76 91,16 100

m + SE 19,44 +7,85 | 45,83 +3,40 | 66,05+9,02 | 89,94 +1,72 100 = 0,00

Tableau 24: Transformation angulaire du taux de mortalité corrigée des larves L4 de Culex

pipiens apres traitement au novaluron (C: concentrations, R: répétitions, m = SE, n=75).

R/IC 0,1 pg/l 0,3 pg/l 0,5 pg/l 0,7 pg/l 0,9 g/l
R1 30 45 47,09 72,54 84,26
R2 16,43 40,13 55,55 68,89 84,26
R3 30 39,84 60,67 72,54 84,26

m = SE 2547 +6,39 | 4165+2,36 | 54,43+£559 | 71,32+1,72 | 84,26 +0,00

Tableau 25: Analyse de la variance des données transformées lors du traitement au

novaluron des larves L4 de Culex pipiens.

Source DL SC CM F. Obs P
Factorielle | 4 6515,0 1628,7 67,16 0,000 ***
Erreur 10 242,5 24,3

Total 14 6757,5

Tableau 26: Transformation en logarithmes décimaux les concentrations testées et en probits

Les mortalités corrigées apres traitement des L4 de Culex pipiens.

Concentrations (ug/l) 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
Logarithmes décimaux (X) 1 1,47 1,69 1,84 1,95
Mortalités corrigées (%) 19,44 45,83 66,05 89,94 100
Probits (y) 4,13 4,89 5,41 6,27 8,71
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Figure 13: La droite de régression des probits des moyennes de mortalité corrigée en fonction

des logarithmes décimaux des concertations (R? = Coefficient de détermination).

Tableau 27: Toxicité du novaluron a I’égard des larves L3 de Culex pipiens.

CLso (ug/l) CLgo (Hg/l)
Stade Slope Intervalle de confiance (95%) | Intervalle de confiance (95%)
L4 1,5 0,19>0,22>0,25 0,42>0,48>0,54

3. Effet du novaluron sur le développement de Culex pipiens:

L’évaluation de I’effet du novaluron sur le développement de Culex pipiens a été
réalisée aussi sur les deux stades larvaires L3 et L4, en étudiant son action directe et indirecte
sur la durée des stades de développements (larves, nymphe et adulte), la taille (longueur)

ainsi que les changements morphologiques observés suite au traitement.
3.1. Effet du novaluron sur la durée de développement de Culex pipiens:

L’effet de I’inhibiteur de la synthése de la chitine, novaluron, a été évalué sur la durée
de développement des L3 et L4 de Culex pipiens. L’action directe de ce produit sur la duree
des stades larvaires est estimée de leur 1*" jour d’exuviation jusqu’a la mue complete du stade
traité. L’action indirecte est évaluée sur les stades de développement qui suivent le stade
traité. La durée de développement des larves L3 de la série des témoins est de 4,35 jours

tandis que chez la série des larves traitées, est de 4,53 et 5,53 jours pour les larves exposées a
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la CLso et ClLgo respectivement. La comparaison des moyennes, réalisée par le test t de
Student, ne révele aucune différence significative (P>0,05) entre la durée de développement
des témoins et celle des traitées avec la CLsy (Tableau 28). Par contre le traitement a ClLgg
provoque une augmentation significative comparativement au témoin (P<0,05). L’effet
indirecte du novaluron sur les deux stades, L4 et nymphale, ne présente aucune différence
significative entre les series traitées et témoins (P>0,05). Tandis qu’au stade adulte, une
diminution trés significative de la longevité a eté constatée apres traitement a la CLsp et a la
CLgo (P<0,01).

Tableau 28: Durée (j) de développement (larvaire, nymphale et adulte), aprés traitement au
novaluron avec les concentrations létales (CLsp; CLgg) des larves L3 nouvellement exuviées
de Culex pipiens. (n=20 : 60) (* P<0,05 = différence significative; **P<0,01 = différence trés

significative; ***P<0,00 1 = différence hautement significative).

Stade de développement Témoin CLso= 0,21 ug/l CLgo= 0,69 ug/l
Stade L3 4,35+0,3 4,53 £ 0,49 5,53 +0,58*
Stade L4 6,50 £ 0,52 7,6+0,32 7,33+£0,78
Stade nymphal 3,83+£0,55 3,32+£0,45 3,90 £0,75
Longévité des adultes 32,33 + 3,20 25,42 + 5 21** 24,51 + 4,11**

Le tableau 29 représente les résultats de la durée de développement des larves L4
apreés traitement par le novaluron. Chez les séries témoins, la durée de développement est
estimée de 6,80 jours tandis que chez les séries traitées a la CLso une prolongation de la durée
a été enregistrée, et estimée de 7,33 jours avec une aucune différence significative (P>0,05).
Par contre, la ClLgy a prolongé la durée de développement des L4 (9,16 jours)
significativement (P<0,05) et ce comparativement aux témoins. Pour les adultes émergés du
traitement larvaire (L4), ’action indirecte du novaluron a diminué leur durée de vie trés

significativement (P<0,01) par rapport aux adultes témoins (Tableau 29).
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Tableau 29: Durée (j) de développement (larvaire, nymphale et adulte), aprés traitement au
novaluron avec les concentrations létales (CLso; CLgg) des larves L4 nouvellement exuviées
de Culex pipiens. (n = 20 : 60) (* P<0,05= différence significative; ** P<0,01 = différence

trés significative; ***P<0,001 = différence hautement significative).

Stade de développement Témoin CLso= 0,33 g/l CLgo=0,75ug/I
Stade L4 6,80 = 0,40 7,6 +0,32 9,16 + 0,78*
Stade nymphal 3,53+1,67 3,66 £ 0,30 3,81 +£0,65
Longévité des adultes 32,33 £ 3,20 27,53 £ 3,16** 27,34 + 3,62**

3.2. Effet du novaluron sur la taille des larves de Culex pipiens:

Les résultats de 1’effet du novaluron sur la taille exprimé par la longueur des larves L3
de Culex pipiens sont représentés par la figure 14. La longueur des larves L3 témoins est de
3,4 mm a I’age de 1 jour et atteint le 4,49 mm au 3°™ jour. Chez les séries traitées par la
CLso, la taille a I’age de 1jour jusqu’au 3jours, est estimee de 3,48 & 4,43 mm, tandis que chez
les séries exposees a la ClLgo la taille est de 3,44 a 4,14 mm. L’analyse statistiques des
moyennes obtenus montre que le novaluron a réduit significativement (P<0,01) la longueur

des larves L3 par rapport aux témoins du méme age.
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Figure 14: Effet du novaluron (CLsp = 0,21 pg/l et CLgo = 0,69 pg/l) sur la longueur des
larves L3 de Culex pipiens (m = SE) (** P<0,01 = différence tres significative).
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Les résultats de 1’effet du novaluron sur la longueur des larves L4 sont représentés par
la figure 15. Chez les séries témoins, la longueur au premier jour du développement est d’une
valeur de 5,58 mm puis augmente en fonction d’age pour atteindre une valeur de 6,74 mm au
7°™ jour. Chez les séries traitées, la taille au premier jour de développement est comprise
entre 5,49 et 5,52 mm pour la CLso et CLgo respectivement (Figure 15). Ces valeurs ont été
augmenté jusqu’a 6,48 et 6,35 (mm) au 7°™ jour pour les séries exposées a la Cls et & la
CLgo respectivement. L’analyse statistique révele une diminution significative de la taille (P<

0,01) chez les séries traitées par rapport aux témoins du méme age.
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Figure 15: Effet du novaluron (CLso= 0,33 pg/l et CLgo= 0,75 ug/l) sur la longueur des larves
L4 de Culex pipiens (m + SE) (* P<0,05 = différence significative; ** P<0,01 = différence
trés significative).

3. 3. Effet du novaluron sur I’aspect morphologique:

Les larves mortes suite au traitement au le novaluron ont été soumises a une
observation microscopique afin de révéler les aspects ou les changements morphologiques.
Dans la figure 16 (A) une malformation est observée chez les larves traitées, représentée par
un gonflement du thorax qui donne I’impression de double téte. Pour le stade nymphale, les
principaux aspects obsrevés sont; une absence de mélanisation, représentée par un aspect clair

(Figure 16B), et un blocage avec une exuviation incompléte dans la figure 16 (C et D).
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Figure 16: Aspects morphologigues observés au cours du traitement par le novaluron (A:
Gonflement du thorax, B: Absence de mélanisation, C: Blocage et Exuviation incompléte de
la nymphe) (photos personnelles).

4. Effet du novaluron sur les métabolites des larves L4 de Culex pipiens:

L’analyse biochimique des glucides, lipides et protéines de Culex pipiens a été réalisé
aprés une exposition de 24h, des larves L4 aux concentrations létales (CLso= 0,33 pg/l et

CLgo= 0,75 pg/l) de I’inhibiteur de la synthése de la chitine, le novaluron.

4.1. Poids corporel des larves L4 de Culex pipiens:

Les résultats de I’effet de cet inhibiteur de la synthese de la chitine, novaluron, sur le
poids des larves de Culex pipiens sont représentes par le tableau 30. Le poids corporel a I’age
de 1 jour est estimée a 2,92 mg/larve chez les larves témoins, et de 2,83 et 2,9 chez les séries
exposées a la CLsp et CLgo respectivement, avec un seuil de signification P<0,05. De I’age de
3 a 7 jours, une augmentation du poids larvaire (témoins traitées) a été constatée. La valeur

maximale du poids est enregistrée au 7°™ avec 4,6 mg/larve chez les témoins, contrairement
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aux poids des larves traitées (CLsp et Clgp), qui n’atteint que le 3,4 et 3,3 mg/larve
respectivement. L’analyse statistique révéle une différence treés significative (P<0,01) du

poids larvaire traitée agée de 3, 5 et 7 jours par rapport au témoin du méme age.

Tableau 30: Poids larvaire L4 de Culex pipiens apres traitement aux concentrations létales du
novaluron (m = ES; n = 10) (* P<0,05 = différence significative, ** P<0,01 = différence tres

significative; ***P<0,001= différence hautement significative).

Poids (mg)/larve
Age (Jour)
Témoin CLso= 0,33 pg/l | CLgo= 0,75 pg/I
1 2,92+0,13 2,71+ 0,25 2,83+£0,76
3 3,76 £ 0,25 2,60£0,17** | 286+0,11**
5 4,26 + 0,25 3,23 +0,32 ** 3,03£0,5**
7 4,60 +£0,17 3,40 £0,26 ** | 3,30+0,20 **

4.1. Quantité de glucides des larves L4 de Culex pipiens:

Le taux glucides des larves L4 de Culex pipiens a été calculé d’apres une courbe de
référence, utilisant le glucose comme standard, représenté par la figure 17et les résultats du
dosage biochimique sont représentés par la figure 18. La quantité des glucides dans le corps
entier des larves L4 a été estimée a 38 pg/mg a 1’age de 1 jour pour les séries témoins, et a
38,76 et 41,3 (ug/mg) pour les larves exposées a la CLsg ainsi qu’a la CLgo respectivement.
Une augmentation de la quantité de ce métabolite a été constatée en fonction d’age arrivant
jusqu’au 47 pg/mg au 7°™ jour de développement des larves L4 témoins. Tandis que chez les
séries traitées une augmentation beaucoup plus importante a été constatée arrivant au 7°™ jour
jusqu’au 58,5 et de 56,7 (g/mg) pour la CLs et CLgp respectivement. L’analyse statistique
des résultats obtenus, révele un effet significatif du novaluron sur les larves agées de 3jours
apres traitement au novaluron et un effet tres significatif (P<0,01) chez les larves &gées de 5

et 7 jours.
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Figure 17: Dosage des glucides totaux de Culex pipiens: courbe de référence exprimant

I’absorbance en fonction de la quantité du glucose (pg) (R? = Coefficient de détermination).
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Figure 18: Effet du novaluron (CLse= 0,33 pug/l; CLgo= 0,75 pg/l) sur le taux des glucides
(ug/mg) des larves L4 de Culex pipiens (m + SE, n= 10) (* P< 0,05= différence significative,

** P<0,01= différence tres significative).

4.2. Quantite de lipides des larves L4 de Culex pipiens:

La quantité des lipides des larves L4 de Culex pipiens, a été évaluée a partir de la
droite de régression de la gamme d’étalonnage représentée par la figure 19. Les résultats
obtenus du dosage biochimique de ce métabolite, montre une augmentation quantitative des
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lipides en fonction d’age. En effet, chez les témoins 4gés de 1 jour une valeur de 65 pg/mg a
été enregistré, qui augmente jusqu’ au 80 pg/mg au 7°™ jour. Par contre chez les séries
traitées une augmentation beaucoup plus importante que celle des témoins a €té enregistre,
notamment une valeur de 62,7 pg/mg et de 64,2 ug/mg chez les larves agées de 1 jour et
atteint la valeur de 87 et 82 (ug/mg) chez les larves agées de Yémejours, apres traitement a la
CLsp ainsi qu’a la CLgy respectivement (Figure 20). L’analyse statistique des données
obtenues, révéle un effet tres significative (P<0,01) du novaluron sur la quantité des lipides
chez larves L4 agées de 3 et 5 jours chez les séries traitées avec la CLso. Tandis que
I’application de la CLgo présente un effet hautement significatif (P<0,001) chez les larves

agées de 5 et 7 jours.
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Figure 19 : Dosage des lipides totaux de Culex pipiens: courbe de référence exprimant

I’absorbance en fonction de la quantité de lipides (ng) (R*= Coefficient de détermination).
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Figure 20: Effet du novaluron (CLso= 0,33 pg/l, CLgo= 0,75 pug/l) sur le taux des lipides
(ng/mg) des larves L4 de Culex pipiens (m = SE, n= 10) (* P<0,05= différence significative,

** P<0,01= différence tres significative, *** P<0,001= différence hautement significative).

4.3. Quantité de protéines des larves L4 de Culex pipiens :

La gamme d’étalonnage exprimée par 1’absorbance en fonction de la quantité
d’albumine (Figure 21) a permet de calculer les quantités de protéines des larves L4 de Culex

pipiens des séries témoins et traitées. Chez larves témoins une augmentation de la quantité des

protéines a été enregistrée de 1’age de 1 jour (48 pg/mg) jusqu’au 5éme jour (65 pg/mg), puis

une diminution au 7°™ jour enregistrant une valeur de 50 pg/mg (Figure 22). Chez les séries

traitées, une augmentation a été observée du 1% au 3™ geme

7éme

jour puis une diminution du au
jour. L’analyse statistique révele une différence hautement significative entre la quantité
des protéines chez les larves exposées aux deux concentrations létales CLsg et CLgo (P<0,001)

et les séries t¢émoins notamment a 1’age de 3 et 5 jours.
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Figure 21: Dosage des protéines totales de Culex pipiens: courbe de référence exprimant

I’absorbance en fonction de la quantité d’albumine (pg) (R”= Coefficient de détermination).
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Figure 22: Effet du novaluron sur (CLso= 0,33 pg/l; CLgo= 0,75 pg/l) le taux des protéines
(ug/mg) des larves L4 de Culex pipiens (m £ SE, n= 10) (** P<0,01= différence trés

significative, *** P<0,001= différence hautement significative).

5. L’effet du novaluron sur les ecdystéroides des larves L4 de Culex pipiens:

Le dosage quantitatif des ecdystéroides a été réalisé par un une technique enzymo-
immunologique, apres pesage des différents échantillons. La courbe de référence pour le
dosage des séries témoins et traitées au novaluron est représentée par le tableau 31 et la figure

23, exprimant le rapport B/Bg (%) (B: absorbance du blanc, BO: absorbance de 1’échantillon)
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en fonction du logarithme décimal des concentrations molaires de ’hormone standard. Le
profil hormonal au cours du stade larvaire L4 chez les séries témoins et traitées est représenté
par la figure 24. D’aprés les résultats obtenus, le contenu des hormones des larves témoins
augmente du 1% au 4°™ jour suivi d’une diminution au 6°™ jour. Chez les séries traitées, de la
méme maniére que les témoins, une augmentation a été constatée de 1 au 4°™ jour, puis une
baisse du contenu de la 20E (20-Hydroxyecdysone) a été observée (pg/larve) aprés une
exposition de 24h a la CLsy CLgo respectivement. L’analyse statistique, ne révele aucune
différence significative (p<0,05) entre le contenu en ecdystéroides des larves traitées et

témoins.

Tableau 31: Courbe de référence établie avec un anticorps polyclonal et exprimant B/BO en

fonction des concentrations molaires (M) de la 20-Hydroxyecdysone.

Solution standard Concentration (M) B/By
1 10 100,0
2 1083 88,0
3 101 51,0
4 10 19,5
5 100 8,0
6 10° 3,9
7 108 1,2
8 10”7 0,4
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Figure 23: Courbe de référence établie avec un anticorps polyclonal (AC polyclonal de

lapin), exprimant B/B0 en fonction des concentrations molaires (M).
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Figure 24 : Effet du novaluron (CLso= 0,33 pg/l; CLgo= 0,75ug/l) sur le contenu de la 20-
Hydroxyecdysone (pg20 E.equ/Ech) chez les larves L4 de Culex pipiens en utilisant un
anticorps polyclonal (AC Lapin).

6. Etude structurale de la cuticule des larves L4 de Culex pipiens:

Les observations microscopiques des coupes des series témoins et traitées, ont permis

de mesurer ’épaisseur de la cuticule des larves L4 de Culex pipiens. La cuticule se présente

avec 2 couches; une couche interne appelée endocuticule et une externe appelée exocuticule.
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Chez les séries témoins, 1’épaisseur de 1’exocuticule est a son maximum & 4 jours puis
diminue a I’age de 6 jours (Figure 25). Tandis que, chez les séries traitées la méme couche a
subit une diminution significative (P<0,05), qui est constatée a partir de 1’dge de 4jours, et
continue jusqu’au 6™ jour (P<0,01) comparativement aux témoins. L’épaisseur de
I’endocuticule est représenté par la figure 26, ou est enregistré une diminution trés

significative (P<0,01) chez les séries traitées en fonction d’age et de concentration par rapport

aux témoins.
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Figure 25: Effet du novaluron sur I’épaisseur (um) de I’exocuticule chez les larves L4 de
Culex pipiens (m = SE, n= 3).
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Figure 26: Effet du novaluron sur I’épaisseur (um) de I’endocuticule chez les larves L4 de
Culex pipiens (m £ SE, n= 3).
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7. Effet du novaluron sur le potentiel de la reproduction de Culex pipiens:

L’effet du novaluron sur la reproduction de Culex pipiens est évalué a partir de deux
expérimentations; la premiére est effectuée apres une exposition des larves L4 pendant 24h
aux deux concentrations létales (CLsp= 0,33 et ClLg= 0,75 pg/l) et la deuxiéme
expérimentation a été réalisée apreés une exposition des ceufs nouvellement pondus issus de

I’¢levage.

7.1. Effet du novaluron sur le potentiel reproducteur apreés traitement des larves

L4 de Culex pipiens:

Les résultats de la premiére expérimentation apres traitement des L4 de Culex pipiens
par le novaluron sont résumés dans les tableaux 32 et 33. Le nombre des ceufs pondus des
femelles témoins est estimé de 1571 ceufs, tandis que chez les femelles émergées des larves
exposees a la CLsp et la CLgy ce nombre a été diminué en fonction des concentrations
(Tableau 32). De méme pour la fécondité, une réduction trés significative (P<0,01) del5, 32%
chez les séries traitées avec la CLsg et de 16,22% chez les séries traitées a la CLgg par rapport
aux séries non traitées (Tableau 33). De plus, le pourcentage d’éclosion des ceufs est de 97,
41% pour les séries témoins et n’atteint que le 92,04 et 84,08 (%) chez les séries traitées avec
la CLs et CLg respectivement. Cette diminution dans le pourcentage d’éclosion des ceufs
suite au traitement au novaluron est significative (P<0,05) avec la CLsg et trés significative
avec la CLgy (P<0,01) (Tableau 33).

Tableau 32: Effet du novaluron sur les parametres du potentiel reproducteur apres traitements
des larves L4 de Culex pipiens (n=20 femelles, durée= 30j) (**P<0,01: différence trés

significative, *** P<0,001: différence hautement significative).

Nombre des ceufs Pourcentage Fécondité
Concentrations (ug/l) pondus d’¢éclosion (PE) (%)
Témoin 1571 97,41+ 2,07 66,6
CLso- 0,33 1353 92,05 + 4,82* 49,4**
ClLgo=0, 75 1304 84,08 + 5,89** 34,8**

Tableau 33: Réduction de la fécondité et du pourcentage d’éclosion des ceufs de Culex

pipiens apres traitement des larves L4 de Culex pipiens (n=20 femelle, durée = 30j).
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Résultats

Concentrations (ug/l)

Réduction de la fécondité (%)

Réduction du pourcentae

d’éclosion (PE)

CL50: 0,33

15,32+ 0,43

11,37+2,6

CLgo: 0,75

16,22 +1,20

27,4931

7.2. Effet du novaluron sur le potentiel reproducteur apres traitement des ceufs

de Culex pipiens:

Les résultats de 1’exposition des ceufs de Culex pipiens aux deux concentrations létales

de Culex pipiens. (*P<0,05= différence significative).

du novaluron (CLsy et CLgo) sont mentionnés dans le tableau 30. Le pourcentage d’éclosion
des ceufs exposés au novaluron a été diminué par rapport au pourcentage d’éclosion enregistré
chez les séries non traitées, notamment une réduction del, 17 % a éteé révélée chez les ceufs
exposes a la CLso. Tandis que chez les séries exposees a la CLgg la réduction est de 7,76% et
ce comparativement au témoin. L’analyse statistique de 1’ensemble des résultats, révele un

effet significatif du novaluron sur le pourcentage d’éclosion des ceufs de Culex pipiens.

Tableau 34: Effet du novaluron sur le pourcentage d’éclosion (%) aprés traitements des ceufs

Concentrations Nombre des Pourcentage Réduction du
(ng/l) ceufs pondus d’éclosion (%) (PE)
Témoin 1588 97,5+£2,12 /
CLso=0,33 1544 94,68+3,60 1,17+0,25
CLgo= 0,75 1562 90,5+4,10* 7,76x£1,10
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V. DISCUSSION:

La lutte contre les insectes nuisibles et vecteurs de maladies, par essentiellement les
insecticides conventionnels, a fait apparaitre a long terme des effets secondaires sur I’homme
et I’environnement. Ces produits sont répartis en deux générations, la premiere est représentée
par les organochlorés, les organophosphorés et la deuxiéme par les carbamates et les
pérythrinoides. Les régulateurs de croissance des insectes ou les 1.G.Rs (insect growth
regulators) constittuent la troisieme géneration des insectides, développés sur le principe de
perturber la croissance et le développement des insectes. Ces composés ont fait 1’objet de
plusieurs recherches au Laboratoire de Biologie Animale Appliqué (LBAA) a I’égard de
différentes especes cibles (Taibi et al., 2003; Aribi et al., 2006; Khebbeb et al., 2008;
Soltani-Mazouni & Hami, 2010; Bouzereaa & Soltani-Mazouni, 2012; Amira & Boudjelida,
2013), ainsi que sur d’autres espéces non cibles (Chouahda et al., 2005; Soltani et al., 2008;
Zaidi et al., 2011).

Les essaies toxicologiques par le régulateur de croissance des insectes, novaluron,
menés a I’égard des larves L3 et L4 de Culex pipiens montrent que son application directe a
différentes concentrations, présente un effet toxique exprimé par une mortalité relativement
importante comparativement aux témoins. L’efficacité du novaluron a été montrée par
plusieurs travaux a 1’égard de plusieurs espéces de moustique tels que Aedes aegypti (Apiwat
et al., 2007; Nwankwo et al.,2011; Fontoura et al., 2012) et Culisetae longiareolata (Bouaziz
et al., 2011). Les recherches d’Arredondo-Jiménez & Valdez-Delgado (2006) ont montré
aussi une grande efficacité du novaluron a 1’égard d’Anopheles albimanus, Anopheles
pseudopunctipennis, Aedes aegypti, et Aedes albopictus. De méme, pour les travaux de
Jambulingam et al. (2009) sur Culex quinquefasciatus, et ljumba et al. (2010) sur Anopheles
gambiae qui révelent aussi un effet toxique du novaluron sur les séries traitées. L’action
toxique de ce régulateur de croissance des insectes a été enregistrée contre plusieurs ordres
d’insectes, autres que les diptéres (Cetin et al., 2006; Lohmeyer & Pound, 2012), notamment
a I’égard des lépidopteéres (Gupta & Kumar-Gupta, 2013); des coléoptéres (Arthur &
Fontenot, 2012) et des hémipteres (Kamminga et al., 2012). D’autres molécules appartenant a
la méme classe du novaluron, inhibiteurs de la synthese de la chitine, ont provoqué une
augmentation du taux de mortalités par rapport aux témoins chez les moustiques (Batra et al.,
2005; Chen et al., 2008; Belinato et al., 2010). L’activité larvicide de ces composés est le

résultat de leur interférence avec le processus de la mue, notamment la synthése de la chitine
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en réduisant sa quantité dans la cuticule ce qui affecte les propriétés de cette exosquelette et
conduit a un déficit du rejet de I’ancienne cuticule ce qui est par la suite la cause d’'une mue
incomplete (Merzendenrof et al., 2012; Salokhe et al., 2013). L’effet cumulé du novaluron a
provoqué des ttaux de mortalité de 100% pour les deux stades larvaires étudiés. Le traitement
du stade L3 présente les taux de mortalité les plus élevés par rapport au stade L4 par action
directe ou cumulée, tout comme I’effet du novaluron a 1’égard des larves d’Aedes aegypti
(Mulla et al., 2003) et de Culex quinquefasciatus (Su et al., 2003), ou le stade larvaire L2
présente des taux de mortalités beaucoup plus importante que ceux enregistrés au stade L4.
Des effets similaires ont été enregistrées lors du traitement au chlorfluazuron et teflubenzuron,
des larves L3 et L4 de Spodoptera littoralis (Bayoumi et al., 1998) ainsi que le traitement au
flufenoxuron des larves L2 et L4 de la méme espéce. Beaucoup d’études ont montré que la
plus part des benzoylurées sont efficaces contre les stades larvaires (Linduska et al., 2001,
2002; Cutler et al., 2005), mais aussi sur le stade nymphale et adulte (Rehimi & Soltani,
1999; Bakr et al., 2008; Martins et al., 2008). Les altérations de certaines structures internes
dans le corps de I’insecte peuvent étre la cause de la mort des nymphes et des adultes par effet
cumulé. En effet, la structure et la physiologie des insectes peuvent varier considérablement
au cours de la croissance et du développement, dont certains stades de développement seront
plus sensibles aux insecticides que d'autres, tel est le cas de la cuticule qui sa composition
varie au cours du développement, ce qui a été liée a des changements dans la sensibilité aux
I.G.Rs.

Les inhibiteurs de la synthese de la chitine, sont des molécules qui perturbent la
croissance et le développement des insectes visés en affectant plusieurs parameétres du
développement (Hassan, 2009). Dans une seconde partie de la thése, ’effet du novaluron a
été évalue sur le développement des larves L3 et L4 de Culex pipiens. Les résultats obtenus,
révelent une augmentation de la durée de développement larvaire suivie par une diminution
significative de la longévité des adultes et de la taille en fonction des concentrations, ainsi que
I’apparition de certains aspects morphologiques lors du traitement au novaluron. Cet
inhibiteur de la synthése de la chitine a prolongé significativement la durée de développement
des larves de Culex pipiens aprés traitement a la CLgg. La méme conclusion a été enregistrée
durant son application a I’égard des Culisetae longiareolata (Bouaziz et al., 2011). Des effets
similaires sont indiqués chez plusieurs especes, apres traitement avec certains inhibiteurs de la
synthese de la chitine comme le chlorfluazuron (Mervat et al., 2010; Behroozi et al., 2011),

I’hexaflumuron (Zhu et al., 2011), le lufenuron (Salokhe et al., 2010), le flucycloxuron (Khan

51



Discussion

& Qamar, 2011), ainsi que le triflumuron (Belinato et al., 2009; Arora et al., 2012). D’autre
molécules des 1.G.Rs ont également présentés les mémes effets a 1’égard de certaines especes
de moustiques (El-Shazly & Refaie, 2002; Andrighetti et al., 2008; Mbare et al., 2013).
L’augmentation de la durée de développement des larves peut étre expliquée par 1’effet du
novaluron sur la secrétion cuticulaire en retardant le cycle de mue. La diminution du poids des
larves traitées, peut aussi prolongé la durée de developpement (Bouaziz et al., 2011). La
longévité des adultes qui a été diminuee suite au traitement larvaire par le novaluron peut étre
liée a 1’état physiologique et sanitaire de 1’organisme (larves) suite au traitement. En effet, un
désordre dans la digestion, comme la perturbation du métabolisme, la dégénération de la
membrane peéritrophique (Abdel-Aal et al., 2012) peut étre la cause de la mort de ’adulte et
donc la diminution de la longévité (Soltani, 1984). Cette membrane est une enveloppe
extracellulaire, au niveau del’intestin moyen, composée de facon prédominante de chitine et
de glycoprotéines qui tapissent le tractus digestif de la plupart des invertébrés (Merzendorfer
& Zimoch, 2003; Hegedus et al., 2009). La polymeérisation de la chitine (derniére étape de la
synthese de la chitine) est catalysée par la chitine synthétase (CHS) (Zhang et al., 2012), il a
¢été rapporté qu’une injection d’un antagoniste de cette enzyme augmente la perméabilité de la
membrane péritrophique aux produits toxiques (Kato et al., 2006; Zhang et al., 2010a,b).
L’accumulation ainsi des toxiques dans le corps de l'insecte peut conduire a la mort. La
diminution significative de la taille observée lors du traitement des larves de Culex pipiens par
le novaluron peut étre expliqué par la perturbation quantitative des éléments métaboliques
aux stades larvaires notamment les protéines, lipides et glucides qui sont considérés comme
une source d’énergie et de croissance chez les insectes (Bouaziz et al., 2011). En générale, les
perturbations engendrées par le novaluron sur le développement sont toujours liées a son
mode d’action sur la chitine (Devine et al., 2005; Moussian et al., 2005; Gangishetti et al.,
2009).

Chez les insectes, les dépenses énergétiques tout en volant ou nageant ou exercant
n’importe quelle fonction vitale exigent la synthése et la mobilisation des métabolites
(protéines, glucides et lipides). Ces métabolites jouent un réle essentiel dans la physiologie
des insectes. Les glucides représentent une source d’énergie importante et servent a
I’¢élaboration des produits génitaux et des structures membranaires. Les lipides représentent
35% de la composition des ovocytes chez 1’Aedes aegepty (Troy et al., 1975) et 40% du
poids sec des ceufs (Kawooya & Law, 1988). Les protéines, a leur tour, jouent un réle

fondamental dans diverses réactions et peuvent assurer la catalyse biochimique, la régulation
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hormonale et s’intégrent dans la cellule en tant qu’éléments structuraux en méme temps que
les glucides et les lipides. Ces métabolites sont synthétisés dans le corps gras, (Keely, 1985 ;
Van Hensden & Law, 1989) puis transportés vers les organes utilisateurs (Chino et al., 1981;
Dapporto et al., 2008; Zhou & Miesfeld, 2009 ) via I’hémolymphe (Downer, 1985; Keely,
1985). Plusieurs facteurs endocrines et neuroendocrines, sont impliqués dans ce processus
comme 1’hormone juvénile (Bell & Barth, 1971; Wilhelm & Liischer, 1974; Giorgi, 1979;
Wilson, 1982), I’ecdysone et des neuropeptides (Gade, 2004). Les résultats du dosage des
difféerents métabolites chez les larves L4 de Culex pipiens, révélent une perturbation
quantitative de la composition biochimique des séries traitées au cours du développement. En
effet, le taux de glucides et lipides a été augmenté contrairement aux protéines qui ont été
significativement diminuées. Des effets similaires ont été enregistrés lors du traitement avec
le méme produit a 1’égard de Culisetae longiareolata (Bouaziz et al., 2011). Des inhibiteurs
de la synthése de la chitine entrainent les mémes observations chez certains ordres d’insectes
tels que les Iépidopteres par le diflubenzuron (DFB) (Soltani & Soltani-Mazouni, 1992). Les
mémes effets ont été enregistrées apres traitement, par d’autres inhibiteurs de la synthése de la
chitines, sur certaines espéces de coléopteres (Soltani-Mazouni et al., 1999; Ghoneim et al.,
2003) comme chez certains orthoptéres (Bakr et al., 2007; Ghoneim et al., 2012; Hamadah et
al., 2012; Tanani et al., 2012; Hamadah, 2014). Quelques composés des benzoylurées ont,
Contrairement & nos résultats, diminués la quantité de certains métabolites (Ghoneim et al.,
2005; Mervat et al., 2010; Assar et al., 2010). Les perturbations quantitative observées dans
ce travail, peuvent étre liés a la capacité des 1.G.Rs de modifier la synthése ou le transport de
certains métabolites et de perturber le fonctionnement de I'organisme (Leonardi et al., 2001,
Rodriguez-Ortega et al., 2003). Bouaziz et al. (2011) suggérent que les perturbations des
éléments métaboliques engendrées par I’application du novaluron sur les larves L4 de
Culisetae longiareolata peuvent étre expliquées par la possibilité de considérer le novaluron
comme un agent xénobiotique qui aprés avoir entrer a 1’organisme engendre des
modifications physiologique et morphologique suite a sa réaction avec les molécules ou les
tissus cibles. La diminution des protéines dans la présente étude peuvent étre liée a leur
contribution & la formation des enzymes de détoxification suite a 1’exposition des larves au
produit toxique. Les protéines peuvent se lier aux composés étrangers entant qu’enzyme de
détoxification (Merzendenrof et al., 2012), et par conséquent la diminution de protéines
peuvent refléter la diminution de l'activité de ces enzymes (Kyung & Kim, 1990). La
diminution dans le poids des larves de Culex pipiens obtenus sous les conditions de

laboratoire lors du dosage biochimique, peut étre expliquée ainsi par les perturbations dans la
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quantité des différents métabolites étudiés. Dans une étude récente, I’activité de certaines
enzymes de digestion, résponsable du métabolisme, a été inhibée par les inhibiteurs de la
synthese de la chitine affectant ainsi 1’absorption, la digestion et le transport des nutriments
(Aly Khatter & Farid-Abuldahb, 2011).

Les ecdystéroides correspondent a une famille de stéroides polyhydroxyles,
caractérisées par un noyau stérol portant une jonction cis des cycles A et B (Daviest et al.,
1980). IIs sont appelés les hormones de mue des arthropodes, des 1épidopteres et d’autres
invertébrés (Van Wormhoudt et al., 1985). Le premier ecdystéroide isolé est ’ecdysone (E) a
partir des pupes de Bombyx mori, et sa structure stéroide a été élucidée en 1965 par Huber &
Hoppe. Cette hormone est la forme inactive des ecdystéroides produite par les glandes
prothoraciques et libérée dans 1’hémolymphe. Puis convertie en 20-hydroxyecdysone (20E)
dans différents tissus périphériques (Huang et al., 2008; Rewitez et al., 2006) grace a une
enzyme, 1’ecdysone-20-monooxygenase. Les ecdystéroides jouent un rble majeur dans le
maintient du développement, du métabolisme et des différents aspects de la reproduction des
arthropodes, spécialement les insectes (De Loof, 2006; Manolakou et al., 2006; Svechnikov &
Soder, 2008; Nakagawa & Henrich, 2009). De ce fait, ces substances ont fait 1’objet de
plusieurs études pour confirmer leur intervention dans les différents aspects physiologiques
des arthropodes (Soltani, 1986; Boudjelida et al., 2005; Tine-Djebbar et al., 2012). La source
de sécrétion des molécules stéroidiennes différe d’un stade de développement a un autre, chez
les stades immatures les glandes prothoracique est la source majeur des ecdystéroides apres
une libération de 1’hormone prothoracicotropique (Rewitez et al., 2009) en réponse a des
facteurs neuraux, hormonaux ou environnementaux (Neubueser et al., 2005). Apres la
derniére mue larvaire ou pendant le stade adulte, la glande dégénere chez beaucoup d'espéces
(Glitho et al., 1979; Aribi et al., 1997) et la production est ensuite assurée par d'autres sources
alternatives comme les ovaires et plus spécialement I'épithélium folliculaire (Tu et al., 2002),
les testicules (Loeb et al., 1982, 1984), les oenocytes (Delbeque et al.,1990; Spindler et al.,
1991) et I'épiderme (Soltani et al., 1997). Dans plusieurs études, Il a été rapporté que la 20E
(20 Hydroxy ecdysone) est I’hormone majeur chez le moustique Culex pipiens (Boudjelida et
al., 2005; Tine-djebbar et al., 2012) ainsi que chez Aedes aegypti (Hagedorn et al., 1975) et
Aedes atropalpus (Masler et al., 1980). La prédominance de la 20E a été également
démontrée chez certaines espéces de lépidopteres telles que Cydia pomonella (Soltani, 1986)
et Thaumetopoea pityocampa (Arabi & Soltani, 1992). Dans la présente étude, le contenu des

ecdystéroides dosé dans le corps entiers des larves L4 de Culex pipiens des séries témoins ne
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se differe pas significativement de celui des séries traitées par les deux concentrations létales
CLso et CLgo, comme il ne possede pas la meme structure de ces hormones donc il n’occupe
pas les memes récépteurs que les ecdystéroides. L'analyse quantitative des ecdystéroides au
cours du stade larvaire L4 chez les séries témoins et traitées révele la présence de deux pics
hormonal majeurs a I’age de 2 jours ainsi qu’a 1’age de 4 jours. les pics hormonaux sont
associés a des événements importants dans le développement, notamment la mue (apolyse et
synthése de la nouvelle cuticule) et la métamorphose (Géde et al., 1997; Aribi et al., 1997;
Tine-Djebbar et al., 2011). Le pic a 2 jours coincide avec la synthese de la nouvelle cuticule,
tandis que le 2°™ pic (a 4 jours) est équivalent a I’apolyse (Rehimi & Soltani, 1999). Ces pics
ont eté également retrouvés chez la méme espece, Culex pipiens, par les travaux de
Boudjelida et al. (2005) et Tine-Djebbar et al. (2012). Un 1.G.Rs appartenant a la classe des
inhibiteurs de la synthese de la chitine notamment le KK-42, a diminué la quantité des
ecdystéroides ovarienne chez une espece de coléoptéres (Soltani et al., 2000; Amrani et al.,
2004; Berghiche et al., 2008). 1’halofénozide, un analogue de I’hormone de mue a provoqué
une augmentation quantitative de ces hormones chez Tenebrio molitor (Soltani et al., 2002) et
Culex pipiens (Boudjelida et al., 2005). Tandis qu’une action inhibitrice du pyriproxyféne sur
les taux d'ecdysteroides a été rapportée chez quelques espéces de Coléopteres tels que

Tribolium freemani (Hirachima et al., 1995).

Chez les insectes, la cuticule est la couche externe secrétée par 1’épiderme des
arthropodes. Elle est formée de trois couches, 1’épicuticule, I’exocuticule et I’endocuticule. La
croissance des insectes holométaboles est caractérisée par des mues successives qui se
manifestent par le rejet de 1’ancienne cuticule et la formation d’une nouvelle. Selon les
travaux de Rehimin & Soltani (1999), qui ont permis de déterminer le cycle de la sécrétion de
la cuticule et les changements de son épaisseur au cours du développement de moustique
Culex pipiens, ce cycle démarre par I’apolyse; décollement de 1’ancienne cuticule. Cette étape

se fait au 4°™

jour environ. L’étape suivante, est la digestion des couches profondes de
I’ancienne cuticule par les enzymes protéolytiques et chitinolytiques du liquide de mue est
effectuée. Aprés la synthése de I’épicuticule et des assises pré-exuviales, 1’ancienne cuticule
est rejetée. L’effet du novaluron sur la structure de la cuticule des larves L4 entraine une
perturbation dans 1’épaisseur des différentes couches. En effet, une diminution tres
significative a été enregistrée dans 1’épaisseur de la nouvelle cuticule des L4 de Culex pipiens.

Cette cuticule commence a se distinguer de I’endocuticule au moment de I’apolyse

eme eme
4 6

notamment au jour et atteint son épaisseur maximale au jour. Tandis que 1’épaisseur
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de I’ancienne cuticule commence a diminué a 1’age de 6jours a cause de la digestion des
couches profondes. L’alsystin, un inhibiteur de la synthése de la chitine, entraine aussi une
diminution dans 1’épaisseur de la cuticule chez la méme espéce (Rehimi & Soltani, 1999).
D’autres inhibiteurs de la synthése de la chitine diminuent aussi 1’épaisseur de la cuticule de
plusieurs espéces tels est le cas de diflubenzuron ainsi que le triflumuron sur Tenebrio molitor
(Soltani et al., 1984, 1996). Dans une éetude histologique le novaluron affecte le dépot de la
chitine et par conséquent la structure cuticulaire du moustique Aedes aegypti notamment
I’endocuticule (Farnesi et al., 2012). D’autres recherches confirment I’interférence des
inhibiteurs de la synthése de la chitine avec la mue notamment Hassan & Charnley (1987) qui
ont trouvé dans I’endocuticule de Musca domestica en grande quantité les protéines, et
suggeérent que c’est par ce que la production de la chitine a été complétement inhibé par les
inhibiteurs de la synthese de la chitine. Le traitement par le Flufenxuron sur Spodoptera
littoralis a provogué une destruction de la membrane péritrophique et vacualisation de
I’intestin moyen (Abdel-Aal et al., 2012). De méme pour le Chlorfluazuron, un autre
inhibiteur de la synthese de la chitine, sur la méme espéces de lepidopteres (Perveen & Myata,
2000). Dans les recherches de Hassan (2009) et Adel (2012) la formation de I’endocuticule de
certaines especes de lépidopteres, a été bloquée et la nouvelle cuticule ne contient que
I’épicuticule et 1’exocuticule, qui n’étaient méme pas attaché a 1’épiderme. La cuticule de
beaucoup d’insecte a été affectée par I’action des inhibiteurs de la synthése de la chitine (Bakr
et al., 1997; Sokolova et al., 2003; Al-Mokhlef et al., 2012). Dans les traveaux de Dean et al.
(1999) plusieurs parties du corps de I’insecte ont ét¢ affecté par I’action des inhibiteurs de la
synthése de la chitine comme 1’intestin moyen, la membrane péritrophique, la trachée, et les
glandes cuticulaires. Les analogues de I’hormone de mue interférent aussi avec la secrétion
cutticulaire et a induire la sécrétion d’une nouvelle cuticule par les cellules épidermiques et

augmentent son épaisseur (Soltani et al., 2002, Boudjelida et al., 2005).

Chez les moustiques, Seules les femelles sont hématophages. Aprés la fécondation,
elles partent a la recherche d’un hote pour la prise du sang afin d’assurer la maturation de
leurs ceufs. Ce comportement hématophage durant la reproduction permet la transmission de
nombreuses maladies au cours de l'alimentation. De ce fait, la recherche d’un moyen de lutte
pour limiter les effets liés a ce phénoméne est trés importante. Dans cette nouvelle partie,
I’effet du novaluron a été testé sur des parametres du potentiel reproducteur de moustique
Culex pipiens. Les adultes émergeants des larves traitées au novaluron avec la CLsg et CLygy,

présentent une diminution dans les différents parametres étudiés par rapport aux témoins. Le
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nombre des ceufs des séries traitées a ¢été¢ réduit comparativement au nombre des ceufs issus
des adultes témoins. En outre, la fécondité a été significativement diminuée, de méme que le
pourcentage d'éclosion chez les séries exposées au novaluron. Cependant une réduction moins
importante a été enregistrée aprés traitement des ceufs avec la CLsg et Clgo. Des effets
similaires ont été démontré par I’application du novaluron sur Bemisia argentifolii (Colyd et
al., 2004), Leptinotarsa decemlineata (Alyokhin et al., 2008, 2009), contre Tribolium
casteneum (Trostyanetsky & Kostyukovsky, 2008) et Cydia pomenella (Gokge et al., 2009;
Kim et al., 2011). II a été rapporté que les adultes issues d’un traitement avec les inhibiteurs
de la synthése de la chitine produisent la plupart du temps un nombre d'ccufs moins
importants que chez les séries non traitées (Saxena & Mathur, 1981; Elek, 1998; Parween et
al., 2001; Cutler et al., 2005; Belinato et al., 2009; Sagheer et al., 2011). Autres inhibiteurs de
la synthése de la chitine, ont provoqué des diminutions importantes dans le pourcentage
d’éclosion des ceufs de certaines especes de moustique (Rojas & Morales-Ramos, 2004,
Mervat et al., 2010; Salem et al., 2012; Suman et al., 2013). Plusieurs molécules des
benzoylurées ont provoqués les mémes observations chez quelques espéces de Iépidoptere
comme Pectinophora gossypiella (Rashad et al., 2006), Spodopetra Littoralis (Abdel-Aal,
2006) et chez Spodoptera litura (Shahout et al., 2011). L’hexaflumuron, un inhibiteur de la
synthese de la chitine, entraine aussi les mémes effets (Abo El-Mahasen et al., 2010). Le
diflubenzuron et le flufenoxuron présentent les mémes résultats sur une espéce de coléoptere
Tribolium Castaneum (Salokhe et al., 2003; Sagheer et al., 2011; Merzendorrf et al., 2012).
De méme, pour Le flucycloxuron sur Dysdercus koenigii (khan & Qamar, 2011). |l a été
rapporté que les inhibiteurs de la synthése de la chitine affectent la reproduction via la
perturbation du développement ovarien et le processus de la vitellogénése. En effet, la
perturbation dans la quantité des métabolites des moustiques enregistrée influence sur
plusieurs aspects de la reproduction. La diminution de la taille des larves peut aussi affecter
I’ovogénése des femelles d’une part et le nombre d’ceufs pondus d’autre part. Dans une étude
histologique sur les ovaires des femelles émergées de traitement des L4 d’Anophele gambaie,
un inhibiteurs de la synthése de la chitine a affecté le développement des ovarioles et a
diminué le nombre des follicules ovariennes (Fournet et al., 1993). La réduction de la
fécondité peut a la suite étre expliquée par la réduction des nombres des follicules matures. La
diminution du pourcentage d’éclosion suite au traitement, peut etre liée a la perturbation des
propriétés mécaniques de la cuticule ce qui empéche les larves de traverser la coquille des
ceufs. Dans d’autres études, il a ét¢ montré que le diflubenzuron perturbe le développement

ovarien des femelles émergées apres traitement des nymphes de Schistocerca gregaria (Tail
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et al., 2008) et de Dysdercus koenigii (Khan & Qamar, 2012). Une autre molécule des
inhibiteurs de la synthése de la chitine, le chlorfluazuron, affecte I’embryogénese, diminue la
quantité, des constituants des ceufs de Spodoptera litura (Perveen, 2010, 2011a), et affecte la

gameétogénese de la méme espéce (Perveen, 2011b,c).

La conclusion de I’ensemble des résultats obtenus, mettent en évidence 1’effet toxique
du novaluron a 1’égard du moustique Culex pipiens. En effet la toxicité de cet inhibiteur de la
synthése de la chitine se manifeste contre cette espéce par des perturbations au niveau du
développement larvaire ainsi qu’au niveau de la reproduction des adultes. Les effets de cette
molécule sont peut étre liés d’une part a son mode d’action sur la chitine comme cible
principale, et d’autre part sur la perturbation quantitative des différents éléments métaboliques
étudiés (glucides, lipide et protéine). Suite a ses résultats efficaces des régulateurs de
croissances des insectes a 1’égard des moustiques il serait intéressant d’encourager
’utilisation des ses nouvelles molécules, sans effets secondaires sur les organismes non
visées, a la place des insecticides conventionnels qui sont nocifs pour I’environnement en

générale et I’humain en particulier.
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RESUMES



Résumé:

Les moustiques sont des agents nuisants et des vecteurs de nombreuses maladies
humaines et animales. La lutte contre ces insectes hématophages dépend de [I'utilisation
d’insecticides chimiques ciblant les adultes ou les larves. Cependant, des phénomeénes de
pollution et de résistance a différentes classes d'insecticides chimiques, menacent aujourd’hui
I’environnement en général et I’homme en particulier. Dans ce contexte, il est nécessaire de
proposer de nouvelles alternatives non polluantes et spécifiques comme les régulateurs de
croissance ou Insect Growth Regulators(I.G.Rs). Dans la présente étude, I’effet du novaluron;
un regulateur de croissance des insectes appartenant a la classe des inhibiteurs de la synthése
de la chitine et a la famille des benzoylphénylurées; a été testé sur plusieurs aspects chez une
espéce de moustique a intérét médical notamment le Culex pipiens. Les Essaies
toxicologiques ont été réalisé avec différentes concentrations du produit testé, comprise entre
0,1 et 0,9 (ug/l), sur des larves de 3°™ et 4°™ stade, afin d’évaluer les deux concentrations
létales CLso et Clgo. Qui a leurs tour font I’objet d’une étude sur le développement, la
composition biochimique, le profil hormonal, la structure cuticulaire et le potentiel de la
reproduction de I’espéce de moustique choisie dans ce travail.

Les résultats obtenus dans cette étude révelent un effet toxique du novaluron induisant
des taux de mortalité tres importante chez les séries traitées comparativement aux témoins du
méme age. Une perturbation du développement de Culex pipiens a été constatée chez les
séries exposées aux deux concentrations létales CLsy et Clg, Se traduisant par une
prolongation de la durée de développement suivie d’une diminution dans la longueur (taille)
avec l’apparition de certains aspects morphologiques observés au cours du traitement. Le
dosage biochimique des glucides, lipides et protéines montre une perturbation quantitative de
ces métabolites chez les larves traitées (CLsg et CLgg) par rapport aux larves non traitées. Le
profil hormonal des ecdystéroides des larves exposées au novaluron ne se differe pas
significativement de celui des témoins. L’étude histologique de la cuticule des larves L4 de
Culex pipiens a différents ages révéle une diminution de 1’épaisseur de la nouvelle cuticule
chez les séries traitées par rapport aux séries témoins. L’effet de cette molécule sur le
potentiel de la reproduction des adultes a affecté les différents parametres étudiés apres

traitement des larves qu’apres traitement des ceufs.
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Abstract:

Mosquitoes are vectors of many human and animal diseases. The control of these
insects depends mainly on the use of chemical insecticides targeting adults or larvae.
However, phenomena of pollution and resistance to different classes of chemical insecticides
are threatening the environment in general and humans in particular. In this context, it is
necessary to find alternatives substances specific and non-polluting such as insect growth
regulators or 1.G.Rs. In this study, the effect of novaluron, an insect growth regulators
belonging to the class of chitin synthesis inhibitors and benzoylphenylureas family, was tested
on several different aspects of mosquito species with medical interest, Culex pipiens.
Toxicological essays were conducted with different concentrations between 0.1 and 0.9 (pg/l)
against the 3rd and 4th larval stage of Culex pipiens and to estimate the two lethal
concentrations LCso and LCqg. In other series of experiment the effect of novaluron was tested
on the development, metabolites, and hormonal profile, cuticular structure and reproductive
potential of the mosquito species.

The obtained results showed a toxic effect of novaluron by inducing an important
mortality in the treated series compared to controls of the same instar larvae. Disruption of
larval development was observed in the series exposed to the two lethal concentrations LCs
and LCg, resulting in the increase of development duration of tested larvae with reduction in
adult longevity, followed by a decrease in the length (size) and the appearance of a certain
morphological aspect observed during in death larvae. The biochemical assay of
carbohydrates, lipids and proteins showed a quantitative disturbance of these metabolites
according to age, and concentrations. The hormonal profile of ecdystéroids of treated larvae
with novaluron does not significantly differ from the controls. Histological study of fourth
instar larvae cuticle, at different ages, reveals a decrease in the thickness of the cuticle in
treated series comparative to the untreated ones. The effect of this molecule on reproductive
potential has affected all the studied parameters after treatment of larvae more than after

treatment of eggs.
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