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1- Introduction

Dans le langage populaire, les mites représentent deux types d’insectes nuisibles, dont
les teignes qui s’attaquent aux matiéres textiles et les pyrales qui s’attaquent aux denrées
alimentaires. Les céréales constituent I’alimentation de base de la majorité des habitants de
la planéte. Cependant elles subissent des pertes énormes si les conditions de stockage ne sont
pas suffisantes.

Le risque d’infestation est plus grand durant la saison chaude (mai a septembre), au
cours de deux périodes principales de reproduction. L’étude de la reproduction est donc
fondamentale afin de diminuer les dégats causés par ces déprédateurs.

En effet, de nombreuses études réalisées sur divers ordres d’insectes ont démontré
I’implication de I’hormone juvénile et de I’ecdysone (les deux hormones régissant la
croissance et la metamorphose chez les insectes au niveau de deux mues successives
nymphale et imaginale (Nijhout, 1994 ; Riddiford, 1994 et 1996), ils jouent un réle majeur
dans le développement et la reproduction des insectes (Bellés, 2005 ; Wang et al., 2004 ;
Gade et hoffman, 2005).

L’hormone juvénile (JH), un dérivé terpenoide est le grand orchestrateur du
développement et de la reproduction chez les insectes, elle est présente durant toute la vie
larvaire et synthétisée par les corps allates sous la dépendance de neurohormones céphaliques
(Stay et woodhed, 1993; koopmashap et al., 1991).. Sa présence a des niveaux éleveés chez les
insectes immatures empéche le déclenchement de la meétamorphose au moment de la mue,
assurant ainsi le maintien de caractéres « juvéniles » jusqu’a la fin du développement larvaire.
Chez I’adulte, la JH est essentielle a diverses activités reproductrices dont la maturation des
gonades et la production de phéromones sexuelles (Stay et woodhed, 1993 ;Koopmashap et
al.,1997).

L’ecdysone est une prohormone des ecdysteroide correspondant a la famille de stéroides
polyhydroxylés, elle est gonadotropique produite par les glandes prothoraciques, libérée dans
I’hémolymphe puis convertie en 20-hydroxy ecdysone (20 E), hormone active a I’ecdysone
20-monoxygenase (Smith, 1958; Koolman, 1990). Les ecdystéroides sont toujours présentes
chez I’adulte grace a sa synthése par les ovaires des femelles (Hagerdorn, 1985), les testicules
des males (Loeb et al., 1982, 1984) et encore les oenocytes , les sternites et I’épiderme
(Delbecque et al., 1990 ; Spindler et al., 1991 ; Kelly et al., 1992 ; Asahina et al., 1994 ;;

Soltani et al., 1997). Chez la femelle, I’ecdysone en concomitance avec I’hormone juvénile,



régule le développement ovarien chez certaines especes de papillons (Ramaswamy et al.,
1997).

Cette hormone, joue ainsi un réle clé dans la différentiation et la maturation du systeme
reproducteur male (Grimnes et Happ, 1987; Shinbo et Happ, 1989; Loeb et Hakim, 1991) et
la production des spermatozoides (Dumser, 1980 ; Thorson et Riemann, 1982; Gelman et al.,
1988; Gielbultowicz et al ., 1993; Seth et al ., 2002; Kawamura et al ., 2003) et ce, bien avant
le stade adulte. Chez les Lépidoptéres, la compétence des glandes accessoires a produire des
protéines chez I’adulte nécessite une hausse des titres des ecdystéroides au stade pupal
(Sridevi et al ., 1988; Shinbo et Happ, 1989). Par ailleurs, chez ces derniers, I’ecdysone régule
également la production des deux types de spermatozoides, les eupyrenes nucléés qui
fertilisent I’ceuf et les apyrenes anucléés qui jouent un réle d’assistance (Osanai et al ., 1987;
Friedlander, 1997). En effet, une augmentation des ecdystéroides stimule la production des
apyrenes (Gelman et al ., 1988; Kawamura et al ., 2003) tandis que I’injection de la 20-E
semble inhiber la libération des eupyrénes des vas deferens (Thorson et Riemann, 1982;
Gielbultowicz et al ., 1990).

Le potentiel reproducteur des insectes reste un facteur des plus importants de leur
indéniable pullulation. Dans ce cadre, les hormones juvéniles et les ecdystéroides ont pour
fonction de synchroniser la maturation sexuelle avec I’initiation des comportements pré-
copulatoires ayant pour finalité la rencontre des partenaires sexuels en vue de réaliser
I’accouplement (Barth et Lester, 1973). Chez les insectes utilisant la communication chimique
comme mode de recrutement d’un partenaire, la production et I’émission de la phéromone
sexuelle géneralement réalisees par la femelle ainsi que la détection de la phéromone et la
localisation de I’émettrice par le male, sont régies par des mécanismes physiologiques
complexes impliquant I’intervention d’hormones et de neurohormones (Barth, 1961). Ces
aspects de la biologie reproductive des lépidopteres sont intrinséquement liés aux stratégies
reproductives utilisees par les femelles, lesquelles influencent directement la maturation des
ceufs (Renée Dallaire, 2003).

Les connaissances acquises dans le domaine de la physiologie de I’insecte ont abouti a
la mise au point des produits chimiques, tels que les organophosphores, les pyréthrines

naturelles et les pyréthrines de synthese afin de lutter contre les insectes nuisibles (Appel et



Benson, 1995 ; Kaakeh et al., 1997). Cependant leur utilisation abusive a fait apparaitrent a
long terme des effets secondaires dans I’environnement (Cassida et Quistad, 1998)

Pour cette raison la protection des cultures, des foréts et des denrées stockees, contre les
organismes nuisibles, s’inscrit aujourd’hui dans une démarche nouvelle. Avec les conférences
des Nation unies de Stockholm (1982), de Rio de Janeiro (1992) et de Johannesburg (2002),
les questions environnementales sont devenues une préoccupation internationale, majeur et
croissante, en particulier au travers de la convention sur la conservation de la diversité
biologique et du plan d’action mondiale recommandant des pratiques agronomiques durables
(Léveque et Mounolou, 2001). Il s’agit désormais d’intégrer rationnellement I’agriculture

dans les fonctions de I’écosysteme, et non plus de domestiquer la nature.

Grace aux progrés technologiques, I’agriculture se dote aujourd’hui de produits
chimiques plus performants, afin de contr6ler les pertes de récoltes qui sont associées a la
présence de plantes ou d’insectes nuisibles (Nauen et Bretschneider, 2002). C’est ainsi que,
I’industrie phytosanitaire a développé des produits de synthese plus sélectifs et sécuritaires
qui ont menés a la découverte des régulateurs de croissance des insectes (IGRs: Insect Growth
Regulators) insecticides de la troisieme génération (Figure 1), qui stimulent I’action des
hormones de croissance chez les insectes (Dhadialla et al ., 1998) agissant de maniére
specifique en perturbant des éléments physiologiques essentiels liées a la reproduction et au

développement des organismes visés (Degheel, 1990 ; Ishaaya, 1990)

Les analogues de I’hormone juvénile (méthopréne, fénoxycarbe, pyriproxyfene et
diofénolan) ont pour principaux effets de produire, chez les individus traités, un stade
surnumeéraire, des larves permanentes ou des intermédiaires larve-pupe (Gadenne et al ., 1990;
Muyle et Gordon, 1989; Mauchamp et al ., 1989).

Les inhibiteurs de la synthese de la chitine; le représentant principal est le
diflubenzuron qui agit sur la sécrétion cuticulaire en réduisant I’épaisseur de la cuticule et en
perturbant la synthese de la chitine (Cohen, 1987 ; Ishayaa, 1990 ; Soltani et al., 1993).

Les analogues des ecdystéroides, comportant les antagonistes (KK42, KK22) sont des
dérivés de I’imidazole, qui inhibent la biosynthése de I’hormone juvénile, et sont considérés
comme des anti JH (Kadano-Okuda et al., 1987 ; Tunaz et uygun, 2004). Les agonistes des

ecdystéroides, composés non stéroides sont représentés par les bisacylhydrazines. lls sont les



derniers représentants d’une nouvelle classe d’IGRs ( Dhadialla et al., 1998 ; Dhadialla et al.,
2005) ; le RH-5849 (dibenzohylhydrazine), développé en 1988 par Aller et Ramsay, est
efficace sur plusieurs espéces de Lépidoptéres, Coléoptéres et Diptéres (Wing,1988 ; Wing et
Aller,1990) ; le tébufénozide (RH-5992) est un autre analogue de I’hormone de mue,. il
montre une activité ecdystérogénique spécifique aux Lépidopteres (Smagghe et Degheele,
1994a; Smagghe et al., 1996a; Dhadialla et al., 1998; Sundaram et al ., 1998) avec un grand
potentiel pour la protection de produits entreposés dans l'industrie, en particulier contre ses
Iépidoptéres (Hami et autres, 2005). Ces deux molécules agissent en induisant des mues
précoces et incomplétes particulierement chez les Iépidopteres (Retnakaran et al., 2001), ils
miment I’action de I’hormone de mue en se fixant aux récepteurs nucléaires spécifiques
(ECRs) des écdysteroides naturels (Wing, 1985; Garlson et al., 1994 ; Wing et al. ,1998 ;
Dhadiala et al., 2005). Récemment deux nouveaux molécules ont été développés, le
méthoxyfénozide (RH-2485) est significativement plus actif que le RH-5992 envers plusieurs
especes de lépidopteres ( Bruce A Barett. , 2008 ; Jenifer et al., 2003), et le halofénozide (RH-
0345) présente une forte toxicite envers les coléoptéres (Dhadialla et al., 1998 ; Soltani et al.,
2002) et affecte la reproduction( Taibi et al., 2003).

Leurs toxicité relative peut étre classée dans I’ordre suivant RH-2485, RH-5992, RH-
0345 et enfin le RH-5849 (Smagghe et al., 2002).

De nombreuses études ont été menées a travers le monde sur Ephestia kuehniella aux
plans économique (Belles, 1975; Jacob et Cox, 1976), biologique, morphologique,
physiologique (Weiranther, 1989 ; Anderson et Hallberg, 1990), et génétique (Marec et
Mirchi, 1990 ; Traut et Traut, 1991). En Algérie, elle a fait I’objet de quelques travaux (
Maamcha, 1997 ; Taibi, 2003 ; Hami, 2004 ; Chebira-sakraoui,2007). Tous ces acquis ont
permis d’entreprendre des expérimentations approfondies sur les effets des pesticides sur ces

ravageurs.

Notre étude vise a évaluer in vivo I’efficacité de deux agonistes de I’hormone de mue
le methoxyfénozide (RH-2485) et le tébufénozide ( RH-5992) sur un Iépidoptére ravageur des
denrées stockées Ephestia kuehniella ( Zeller).

Elle vise les aspects suivants :

- Potentiel reproducteur des femelles apres traitements des males.

- Biochimie des testicules. (Métabolites, Acides nucléiques)



Groupe. 1 Groupe. 2 Groupe. 3

Analogues et Inhibiteurs de la Agonistes et
inhibiteurs de synthése de la inhibiteurs de
I’hormone juvénile chitine I’hormone de mue

-Pyriproxyfene -Diflubenzuron (DFB) - Bisacylhydrazine (RH-58
-Méthopréne - Flucycloxuron (FCX) RH-5992 , RH-2485 et RH-0345 -
Hydropréne -Hexaflumuron -Imidazole(KK-42 et KK22)
Précocéne | et 11 -Téflubensuron

-Ttriflumuron (TFM)

Figure 1 : Les différents groupes de régulateurs de croissance



2- Matériel et méthodes
2.1. Modéle biologique

2.1.1. Présentation de I’insecte

Originaire de I'Inde, Ephestia kuehniella (Zeller) est un insecte Iépidoptére
holométabole qui existe dans les régions tempérées et mediterranéennes. Cet insecte a une
nette préférence pour la farine d’ou « Pyrale de la farine », mais peut également s'attaquer aux
grains de céréales, biscuits, pates alimentaires, chocolat, riz (Contact Webmaste ,2002). Il a
des mceurs nocturnes, et se tient au repos contre les murs ou caché dans la farine

(Balachowsky ,1972). Sa position systématique est la suivante :

Embranchement Arthropoda

Sous Embranchement Antennata

Super classe Tracheates

Classe Insecta

Sous Classe Ptérygota

Section Néoptéra-oligonéoptéra
Super Ordre Mécopteroidae
Ordre Lépidoptéra

Sous Ordre Hétéroneures
Division Ditrysia

Sous Division Hétéroceres
Super famille Phyraloidae
Famille Pyralidae

Sous famille Gallerinae

Genre Ephestia

Espece kuehniella (Zeller)

2.1.2. Cycle biologique

Le cycle complet du développement est de 80 jours a une température de 27C° et une
humidité de 80%. L'accouplement a lieu immediatement apres le début de la vie d’adulte,
juste apres, la femelle pond environ 100 a 200 ceufs pendant une période de 3 jours formant

un amas au fond et sur les parois des sacs de farine.



Le développement chez Ephestia kuehniella passe par 4 phases (Figure 2), dans un ordre
bien determing, ceuf, larve ou chenille, nymphe ou chrysalide, adulte ou papillon
(Balachowsky, 1972 ; Bendjeddou, 1993 ; Hami, 2004).

*I’ceuf : Il est de couleur blanchétre et de forme ovoide, d’une longueur de 440 pum, et une
largeur de 250 pm.

*L_a larve : A son premier stade, la larve blanche tirant sur le rosé, mesure 1 a 1,5 mm, aprés
six mues, elle atteint 10 & 13 mm au stade final. La larve male se différencie de celle de la
femelle par la présence de deux taches noires sur la face dorsale de I’abdomen, correspondant

aux testicules (Figure 3).

*La chrysalide : les larves du dernier stade commencent a se nymphoser en tissant une
enveloppe de soie « cocon » contenant des substances nutritives dans laquelle elle évoluera
pendant 8 a 12 jours donnant un stade immobile. Elle est de couleur brune et mesure environ

8 a 9 mm de long.

*L’adulte : Il est de couleur grise et mesure 10 a 12 mm d’envergure. Il est formé par deux
paires d’ailes, deux ailes antérieures grisatres avec des points noires et deux ailes postérieures

blanchéatres finement frangées. Sa longévité est de 14 jours.

La finalité de la vie adulte est la reproduction, les males meurent en général quelques

jours apres I’accouplement ; les femelles aprés la ponte.

2.2 — Technique d’élevage

L’élevage est réalisé au laboratoire a une température de 25°C et une humidité relative de
80% (Payne, 1966). Les individus d’Ephestia kuehniella sont déposés dans des jarres en verre
contenant de la farine et recouvertes par un morceau de tulle maintenu par un élastique. Les
larves du dernier stade récoltées a la surface du tulle, sont séparées en fonction de leur sexe.
Les males sont déposées dans des boites en plastique contenant de la farine et du papier plissé
pour qu’elles puissent se nymphoser. L’élevage est suivi quotidiennement et les chrysalides

nouvellement exuviées (0 jours) sont utilisées pour I’expérimentation.



8a12jou

Adulte (X 3)

Longévité: 14 jours
Taille: 20 & 25 mm

marron Forme : ovoide
110 mm Couleur: blanchatre
Longueur: 0,46 mm Euf
Largeur: 0,23 mm
chrysalide (x 35)

(x 6)

Taille: 6,53 15 mm
Couleur : rosatre

Larve

(x3)

Figure 2 : Cycle de développement d’E. kuehniella a 27°C.



Figure3 : Distinction des sexes male (3 et femelle (¥) d'E.kuehniella. (x10)
(Le cercle représente la paire de testicules)



2.3 — Application des insecticides
2.3.1 — presentation des insecticides

Nous avons testé I’effet de deux mimétiques de I’hormone de mue, le méthoxyfénozide
(RH-2485) et le tébufénozide (RH-5992) sur les taux des métabolites testiculaires (glucides,
lipides et proteines) et les Acides nucléiques ( ADN et ARN) chez Ephestia kuehniella
(Zeller).

Le RH-2485 ou méthoxyfénozide est le nom commun du N-tert-Bentyl-N’-(3-
méthoxy-o-tolwoyl)-3.5-xylohydrazide. Sa formule empirique est : CxH2sN2O3 et son poids
moléculaire est de 368.47g. Il appartient a la catégorie des insecticides du groupe des
bisacylhydrazines qui sont des agonistes de deuxiéme génération de I’ecdysone. Il agit
principalement par ingestion chez les larves de Iépidoptére. Son effet a été observé in vivo sur
le développement et la reproduction, il perturbe également la croissance des ovocytes et la
production d’ecdysteroides (Dhadialle et al., 2005).

Le tébufénozide RH-5992, c’est le nom commun du N-tert-butyl-N’-(4ethylhydrazine-
3-5-dimethyl-benzohylhydrazine), sa formule empirique est: CyHy0, et son poids
moléculaire est de 352,48. Il interfere avec I’expression de certains genes de la secrétion
cuticulaire (Retnakaran et al., 1995 ; Dhadialla et al.,1998). Il est particuliérement active
contre les lépidoptéres (Chandler et al., 1992 ; Smagghe et degheel, 1994 ; Retnakaran et
al.,1995) (Figure4).

2.3.2. Traitement

Le RH-2485 et le RH-5992 ont été utilisés par application topique respectivement aux
doses de 0.01 pg et 0,005 g, pour une inhibition de 50 (DL50). Ces deux insecticides ont été
dilués dans I’acétone et 2 pl ont été déposés sur la face ventrale de I’abdomen des chrysalides

males nouvellement exuvies.

2- 4 Détermination du potentiel reproducteur

Apreés traitement avec la DL 50 du méthoxyfénozide RH-2485 et le tébufénozide RH-
5992 sur des chrysalides males nouvellement exuvies on mesure plusieurs paramétres du

potentiel reproducteur, a savoir :
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Figure 4 : Formules de structure de I’hormone de mue et de quelques
agonistes des ecdystéroides
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* La période de préoviposition : déterminée par le nombre de jours séparant I’émergence et
le début de la ponte.

* La période d’oviposition : déterminée par la durée (en jour) de la ponte.

* La fécondité des femelles : c’est le nombre d’ceufs total pondus par une femelle durant la
période d’oviposition.

* La viabilité des ceufs : c’est le nombre d’ceufs éclos parmi la totalité des ceufs pondus par
une femelle.

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

et I’éclosion de I’ceuf.

2-5 Dissection et Prélevement des testicules

Dés leur émergence (0 jour), les adultes traités et témoins sont disséqués sous une loupe
binoculaire, fixé sur le ventre par une aiguille sur une boite de paraffine. Les pattes et les ailes
sont coupées a I’aide de microciseaux, I’abdomen est coupé et les testicules sont préleves avec
une pince et déposés dans des tubes éppendorf contenant 500 ul d’acide trichloracétique
(TCA) a 20% pour I’extraction des métabolites, et 500ul d’eau distillée additionnée de 2pl
phénylméthylsilfonyfluoride (PMSF: 45mg/ml d’éthanol) pour [I’extraction des Acides

nucleiques, puis stockés au congélateur jusqu’au jour du dosage.

2-6 Analyses biochimiques

2. 6.1. Extraction des métabolites

L’extraction des métabolites a été réalisée selon la méthode de shibko et al., (1966) sur

les testicules des séries témoins et traitées.

Les testicules sont broyés dans 500 ul de TCA (20%) a I’aide d’un homogéneiseur a
ultrasons et centrifugés a 5000trs/min pendant 10min, le premier surnageant est récupéré et
servira au dosage des glucides totaux, le culot | additionné de 500 pl d’un mélange
éther/ chloroforme (v/v, 1/1) a subi une deuxiéme centrifugation dans les mémes conditions
que précédemment afin de récupérer le surnageant II, qui sera utilise pour I’analyse
quantitative des lipides, le culot II dissout dans 500 pl de soude (0.1N), permettra la
quantification des protéines (figure 5).
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Tissu (paire de testicules)
500u | (TCA 20%)

v
Broyage (ultrasons)

v
Centrifugation (5000 tours/min, 10min)

|
v |

Surnageant | Culot 1

l

500 pl éther/chloroforme
(Av/1v)

Centriigation
(5000 trs/min, 10min)

l l

Surnageant Il Culot 11

'

5001 NaOH (0,1N)

.

Agitation

v v

Lipides Protéines
(gldsworthy et al.,1972) (bradfort, 1976)

Figure 5: principales étapes d’extraction des métabolites : glucides, lipides et protéines selon
schibko et al., 1966.
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2.6.2. Dosage des métabolites
2.6.2.1 — Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides a été effectué selon la méethode de Duchateau et Florkin (1959)
utilisant I’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide sulfurique concentré
(96%) ,25 ml d’eau distillée) stockée a I’obscurité, et une solution mere de glucose (mg/ml
d’eau distillée) comme standard (Tableau 1).

Tableau 1 : réalisation de la gamme d’etalonnage pour la quantification des glucides.

Tube 0 1 2 3 4 5
Solution mére de glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pI) 100 80 60 40 20 0
Réactif anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

Une fraction aliquote de 100 pl est prélevée de I’extrait glucidique (surnageant I),
additionnée de 4 ml d’anthrone. Aprés agitation, les tubes sont chauffés au bain marie a 80°C
pendant 10 min, il se développe ainsi une coloration verte dont I’intensité est mesurée a I’aide

d’un spectrophotometre a une longueur d’onde de 620 nm contre un blanc de gamme.
2.6.2.2 — Dosage des lipides totaux

Les lipides ont été quantifiés selon la méthode de Glodsworthy et al. (1972) utilisant
la vanilline comme réactif (0.38 g de vanilline, 55ml d’eau distillée, 195 ml d’acide
orthophosphorique a 85%) se conserve pendant 3 semaines a 4°C a I’obscurité. La solution
meére de lipide est préparée en utilisant de I’huile de tournesol (huile de table), 2,5mg d’huile

sont pesés et repris dans 1ml d’un mélange éther /chloroforme (1V/1V) (Tableau 2).

Tableau 2: Realisation de la gamme d'étalonnage pour la quantification des lipides

Tube 0 1 2 3 4 5
Solution mere de lipides (pl) 0 20 40 60 80 100
Ether /chlorophorme (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif Vaniline(ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
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Une fraction aliquote de 100 pl de I'extrait lipidique de chaque échantillon est évaporée
au bain sec a une température voisine de 60°C, puis additionnée de 1ml d'acide sulfurique
concentré (96%).Apres agitation, les tubes sont chauffés a 100 °C pendant 10 min, puis
refroidis pendant 5mn et 200 ul de chaque tube sont additionnés de 2,5ml de réactif
sulfophosphovanillique et on agite vigoureusement. Aprés 30 min a I'obscurité, il se forme un
complexe rose dont les absorbances sont lues a une longueur d'onde de 530 nm contre un

blanc de gamme.

2.6.2.3 — Dosage des protéines totales

La quantification des protéines a été réalisée selon la méthode de Bradford (1976)
utilisant le bleu brillant de coumassie (G250, Merck) comme réactif (100mg BBC ,50 ml
d'éthanol absolu 95°, 100ml d'acide ortho phosphorique a 85% complété a 1000ml par de I'eau
distillée) sa durée de conservation est de 2a 3 semaines a 4°C, et I'albumine de sérum de beeuf

(BSA, Sigma) comme protéine standard a 1mg/ml (tableau 3).

Tableau 3: Realisation de la gamme d'étalonnage pour la quantification des protéines

Tube 0 1 2 3 4 5
Solution (BSA) 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

Une fraction aliquote de 100ul de la gamme et de l'extrait protéique de chaque
échantillon est additionnée de 4ml de réactif BBC.
Apres agitation, il se développe une coloration bleue dont les absorbances sont lues dans un

spectrophotometre a une longueur d'onde de 595 nm contre un blanc de gamme.

2.6.3 Extraction des acides nucléiques

Les testicules sont déposés dans des tubes d’eppendorf contenant 500ul d’eau distillée
additionnée de 2pl phénylméthylsilfonyfluoride (PMSF) (45mg de PMSF/1ml éthanol), puis
stockés au congélateur a -20° jusqu’au jour du dosage. L’extraction est illustrée dans la

figure 7.
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Broyage du tissu (1 paire de testicules)

1 ml de saccharose (0,25 M) + la soude NaOH

(0,006N))

L’homogénat (0,625 ml) + 0,125ml Acide perchlorique PCA ( 6,97 M)

15min (0°C)

Centrifugation
(4000 tours / min, 15 min).

—

Culot (1) +1,25 ml PCA (0,5 M).
Centrifugation (4000 tours / min, 15 min).

Culot (2) +2,25 ml NaOH (0,3 N).
Incubation (37°C, 60min)

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

\4

Centrifugation (4000 tours / min, 15 min).

¥

Culot (3) +1,25 ml PCA (0,5 M) Surnageant (3)

Centrifugation (4000 tours / min, 15 min). +

Surnageant (2) ==

\

Surnageant (1)

!

Fraction soluble
dans I’acide

ARN

Culot (4) +1ml de PCA (0.15 M).
Incubation (90°C, 20min)

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

Surnageant (4) s

Centrifugation (4000 tours / min, 15 min).

\4 v

Culot (5) +1,25 ml de PCA (0,15M). Surnageant (5)___

M

Centrifugation (4000 tours / min, 15 min).

Y

Schneider (1957)

ADN
Schneider(1957)

M

Culot (6) Surnageant (6)

Figure6 : Principales étapes d’extraction des acides nucléiques : ADN, ARN selon Shibko et

al., 1966.
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2.6.4 Dosage des Acides nucléiques

2.6.4.1 Dosage de I’ARN
L’ARN a été quantifié selon la méthode de Schneider (1957) qui utilise I’orcinol
comme reéactif (0,5 g de FeCls, 1g d’orcinol et 100 ml d’HCI) et une solution mére d’ARN
extrait de levure de boulangerie comme standard (1 mg/ml d’eau distillée) (Tableau 4).

Tableau 4 : Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification du taux d’ARN.

Tubes 1 2 3 4 5
ARN standard (ul) 0 20 40 60 80
Eau distillée (ml) 1,5 1,48 1,46 1,44 1,42
Orcinol (ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 15

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

d’onde de 660 nm contre un blanc de gamme.

2.6.4.2 Dosage de I’ADN

L’ADN a été quantifie selon la méthode de Scheneider (1957) qui utilise le
diphénylamine comme reéactif (1g de diphénylamine, 100 ml d’acide acétique glacial, 2,75 ml
d’acide sulfurigue) et une solution mere d’ADN extrait de thymus de veau comme standard (1

mg/ml d’eau distillée) (Tableau 5).

Tableau 5 : Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification du taux d’ADN.

Tubes 1 2 3 4 5
ADN standard (pl) 0 20 40 60 80
Eau distillée (ul) 500 480 460 440 420
Diphénylamine (ml) 1 1 1 1 1
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Aprés chauffage au bain marie pendant 20 minutes a 90°C, il se développe alors une
coloration rosatre.
Le dosage de I’ADN est effectué sur des fractions aliquotes (100ul) des extraits biologiques
auquel est additionné 1 ml de réactif de diphénylamine.
Les absorbances sont lues dans un a une longueur d’onde de 602 nm contre un blanc de

gamme.

3 — Analyse statistique

La comparaison des résultats a été déterminée a partir des droites de régression des

différentes courbes d'étalonnage par le logiciel Minitab. (Weisberg. 2003).
Les données de nos résultats sont exprimeées par la moyenne plus ou moins I'écart type

(mzs). Les moyennes des différentes séries sont comparées deux a deux en utilisant le test de

Student avec un seuil de signification P< 5%.

18



4- Résultats

4-1 Effets du RH-2485 et RH-5992 sur le potentiel reproducteur

L ¢elevage des couples d’Ephestia kuehniella nous a permis de suivre de prés plusieurs
parameétres de leur potentiel reproducteur.
Aprés suivi de nos expérimentations, nos résultats montrent que le RH-5992 et RH-2485

présente des effets différents sur les parameétres d’étude :

L’administration du RH-5992 par application topique a des chrysalides males
nouvellement exuviées, prolonge la période de préoviposition chez les femelles. Les résultats
révelent une différence tres hautement significatifs (P=0,001) avec le témoin et le traité avec
le RH-2485 (Tableau 6, Figure 7).

Le traitement avec le RH-2485 n’induit aucun effet sur le parametre précédent, mais
exerce un effet sur la viabilité des ceufs ce traduisant par une diminution hautement
significative (P=0,003) (Tableau 9, Figure 10).

Nous devons signalés que les deux traitements (RH-2485 et RH-5992) n’exercent aucun
effet significatif sur I’oviposition, la fécondité et la durée d’eclosion des oeufs. Pour ses trois
parameétres I’étude statistique ne révéle aucune différence significative entre les témoins et les
traités.(Tableau 7 Figure 8), ( Tableau 8, Figure 9), (Tableau 10, Figure 11).
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Tableau 6 : Effet du RH-2485 et RH-5992 administrés par application topique a I’émergence

des chrysalides males d” Ephestia kuehniella (Z), sur la durée (jour) de préoviposition

(m<£s, n=5).

Traitements Témoin RH-2485 RH-5992
Période de 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 2,8+ 0,40%**
préoviposition
Seuil de signification P=1,00 P=0,001
35 -
§ 5 xex .[ m Témoin
S B RH-2485
O RH5992
c 25
8
Z 5]
2
3 15/
2
o
5] 11
©
\§ 0,5
>
&) o

Traitements

Figure 7 Effet du RH-2485 et RH-5992 administrés par application topique a I’émergence des

chrysalides méles d” Ephestia kuehniella (Z), sur la durée (jour) de préoviposition

(m+s, n=5).
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Tableau 7 : Effet du RH-2485 et RH-5992 administrés par application topique a I’émergence
des chrysalides méles d’ Ephestia kuehniella (Z), sur la durée (jour) d’oviposition

(m+s, n=5).

Traitements Témoin RH-2485 RH-5992
Période 3,2+0,4 3,8+ 0,40 3,4+ 0,49
d’oviposition
Seuil de signification P=0,06 P=0,5
4.5
— B Témoin
5 ] T B RH-2485
8 35 - O RH5992
s 2
:./:) 215 i
o
a 2
'S
O 15
o
@ 14
L
=] 0,5
Q
0 a

Traitements

Figure 8 : Effet du RH-2485 et RH-5992 administrés par application topique a I’émergence
des chrysalides males d” Ephestia kuehniella (Z), sur la durée (jour) d’oviposition

(m+s, n=5).
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Tableau 8 : Effet du RH-2485 et RH-5992 administrés par application topique a I’émergence

des chrysalides males d’ Ephestia kuehniella (Z), sur la fécondité des femelles (nombre

d’ceufs) (m £ s, n=5).

Traitements Témoin RH-2485 RH-5992
Fecondite 102,25 + 10,70 89,5+ 11,70 96,66 + 10,53
(ceufs/femelle)
Seuil de signification P=0,26 P=0,59
120 —
B Témoin
2 100 - T o RH-2485
Q 0 RH-5992
£
o 80 1
&
g8 0
3
© 40 1
o
Q0
£ 201
(@)
2
0 |

Traitements

Figure 9: Effet du RH-2485 et RH-5992 administrés par application topique a I’émergence

des chrysalides males d’ Ephestia kuehniella (Z), sur la fécondité des femelles (nombre

d’ceufs) (m * s, n=5).
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Nombre d’ceufs eclos

Tableau 9 : Effet du RH-2485 et RH-5992 administrés par application topique a I’émergence

des chrysalides méles d’ Ephestia kuehniella (2), sur la viabilité des oeufs

(m+s, n=5).

Traitements Témoin RH-2485 RH-5992
Nombre d’ceufs 82,00+ 9,82 34,75+ 11,64 90,00 + 12,74
éclos
Seuil de signification P=0,003 P=0,4
120
B Témoin
100 - '|' o RH-2485
0O RH-5992
&) |
&) |
**
| I
20 |
0 |

Figure 10 : Effet du RH-2485 et RH-5992 administrés par application topique a I’émergence

Traitements

des chrysalides méles d’ Ephestia kuehniella (2), sur la viabilité des oeufs

(m+s, n=5).
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Durée d’éclosion (Jour)

Tableau 10 : Effet du RH-2485 et RH-5992 administrés par application topique a
I’émergence des chrysalides males d” Ephestia kuehniella (Z), sur la durée du développement

embryonnaire ( m + s, n=5).

Traitements Témoin RH-2485 RH-5992
Durée d’eclosion 4,38 £ 0,56 4,93+ 0,83 4,87+ 0,54
Seuil de signification P=0,38 P=0,33

7 _

B Témoin
6 O RH-2485
T '|' 0O RH5992

5 .

4 .

3 _

2 .

1 .

O il

Traitements

Figure 11 : Effet du RH-2485 et RH-5992 administrés par application topique a I’émergence
des chrysalides males d’ Ephestia kuehniella (Z), sur la durée du développement

embryonnaire ( m + s, n=5).
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4-2 Effets du RH-2485 et RH-5992 sur les métabolites testiculaires

Afin de déterminer I’effet du méthoxyfénozide (RH-2485) et tébufénozide (RH-5992)
sur les métabolites testiculaires, les teneurs en glucide, lipide et protéine ont été dosées sur des
males adultes d’Ephestia kuehniella. Les courbes d’étalonnage exprimant I’ Absorbance en
fonction des quantités de métabolites standards nous permettrons d’estimer leurs valeurs sur

les males traités et non traités.
4-2-1 Effet sur le taux des glucides testiculaires

Les résultats sont obtenus a partir de la courbe d’étalonnage exprimant I’absorbance en
fonction de la quantité de glucose comme standard (Tableau 10, Figure 12). Ils montrent que
I’administration du RH-2485 n’entraine aucune différence significative par rapport au témoin.
Une élévation du taux des glucides a été observée lorsque les chrysalides méales sont traitées
avec le RH-5992. Statistiguement ce résultat révéle une différence hautement significative
(P=0,008). (Tableau 11, Figure 13)

4-2-2 Effet sur le taux des lipides testiculaires

Les quantités des lipides sont estimées a partir de la courbe de référence exprimant
I’absorbance en fonction des quantités des lipides standards (Tableau 12, Figure 14). Les
résultats ne montrent aucune différence significative entre les témoins et les traités.
(Tableaul3, Figure 15)

4-2-3 Effet sur le taux des protéines testiculaires

L’effet de RH-2485 et RH-5992 sur les taux des protéines testiculaires déterminés a
partir de la courbe de référence exprimant I’absorbance en fonction des quantités d’albumine
comme protéine standard (Tableau 14, Figure 16) ne révelent aprés étude statistique aucun
effet significative. (Tableau 15, Figure 17).
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Tableau 11 : Dosage des glucides : réalisation de la gamme d’étalonnage (m £ S; n= 3)

Quantité du glucose (ug)

20

40

60

80

100

Absorbances

0,256

0,476

0,634

1,018

1,293

1,4

127 Y=0,0127x -0,0235

0,8 -
0,6 -

04 -

Absorbances

0,2 -

R?=0,98

100

20

-0,2

Figure 12 : Dosage des glucides : droite de régression exprimant les absorbances en fonction

Quantités de glucose (ug)

des quantités de glucose (ug). (R2 : ceefficient de détermination).
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Tableau 12 : Effet des deux agonistes des ecdystéroides (RH-2485, RH-5992) administrés
par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des glucides
testiculaires (g /mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m £ s; n=3).

Traitement Témoins RH-2485 RH-5992
m=s 71,41 + 14,05 77,38 +18,51 207,65 + 26,75**
Seuil de signification P=0,7 P =0,008
250
o *% @ Témoin
'E T O RH2485
E ? 200 1 0 RH5992
23
2%
5
>
=) 100 -
g I
< 2
X< w0
@
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Traitements

Figure 13 : Effet des deux agonistes des ecdystéroides (RH-2485, RH-5992) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des glucides testiculaires
(g /mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m £'s; n=3).
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Tableau 13 : Dosage des lipides : réalisation de la gamme d’étalonnage (m % s; n= 3)

Quantité de lipides (1g) 0 50 100 150 200 250
Absorbances 0 0,026 | 0051 | 0,108 | 0,155 | 0,227
0,25

Y=0,0009x -0,0183  R’=0,96

0,2

Absorbances

-0,05
Quantité de lipide (ug)

Figure 14 : Dosage des lipides : droite de régression exprimant les absorbances en fonction

des quantités de lipides (ug). (R?: ceefficient de détermination).
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Taux des lipides testiculaires

Tableau 14 : Effet des deux agonistes des ecdystéroides (RH-2485, RH-5992) administrés

par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des lipides

testiculaires (ng/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella. (m = s; n = 3).

Traitement

Témoins

RH-2485

RH-5992

m=s

813,58 + 32,25

415,13 + 63,42

482,60 + 75,70

Seuil de signification

P =0,006

P =0,002

900,00
800,00 -
700,00
600,00 -
500,00 -
400,00 -
300,00 -

200,00

(Hg/mg de testicules)

100,00 -

0,00 -

@ Ténoin
O RH-2485
O RH5992

Traitements

Figure 15 : Effet des deux agonistes des ecdystéroides (RH-2485, RH-5992) administrés par

application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des lipides testiculaires

(1g/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m % s; n=3).
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Tableau 15 : Dosage des protéines : réalisation de la gamme d’étalonnage, (m % s; n=3).

Quantité d’albumine (ug) | O 20 40 60 80 100
Absorbances 0 0259 | 0378 | 0,677 | 1,006 | 1,193
1,4
12+ Y=0,01215x -0,022  R2=0,97

Absorbances

D 20 40 60 80 100 120

0,2
Quantité d’albumine (ug)

Figure 16: Dosage des protéines : droite de régression exprimant les absorbances en fonction

des quantités d’albumine (ug). (R?: coefficient de détermination)
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Tableau 16 : Effet des deux agonistes des ecdystéroides (RH-2485, RH-5992) administrés
par application topique a I’émergence des chrysalides méales sur le taux des protéines
testiculaires (ng/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m = s; n = 3).

Traitement Témoins RH-2485 RH-5992
m=s 59,73+ 7,43 64,17 + 6,08 82,73+1251

Seuil de signification P=0,5 P=0,1
. 120
o @ Témoin
‘T
= — 100 - o RH-2485
29 T 0 RH-5992
8 3
e 80 -
2%
cC L
T8 |
=g

~ 40
£3
X
R
|_

0 _

Traitements

Figure 17 : Effet des deux agonistes des ecdystéroides (RH-2485, RH-5992) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides méales sur le taux des protéines testiculaires

(1g/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m + s; n=3).
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4-3 Effets du RH-2485 et RH-5992 sur les Acides Nucléiques testiculaires

4-3-1 Effet sur le taux d’ADN

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

exprimant I’absorbance en fonction des quantités d’ADN. (Tableau 16, Figure 19)

Comparativement au taux témoin, I’ADN testiculaire a été affecté par RH-2485 et RH-
5992 d’une maniére significative ou on remarque respectivement une diminution et élévation
du taux d’ADN. (Tableaul7, Figure 20).

4-3-2 Effet sur le taux d’ARN

La détermination des quantités d’ARN a éte réalisée a partir des courbes de références
exprimant I’absorbance en fonction des quantités d’ARN. (Tableau 18, Figure 21)

La comparaison entre les séries témoins et traités montre que les RH-2485 et RH-5992

n’ont aucun effet significatif sut le taux d’ARN testiculaire. (Tableau 19, Figure 22).
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Tableau 17: Dosage d’ADN : realisation de la gamme d’étalonnage (m + s, n=3)

Quantité d’ADN (ug) 0 20 40 60 80
Absorbances 0 0,134 0,221 0,285 0,336
04
0,35 - Abs = 0.0306 + 0.0041 ADN R?=0.96 .

0,3
0,25 -
0,2

0,15 -

Absorbances

0,1

0,05 -

Quantité d’ADN

Figure 18 : Courbe d'étalonnage des Absorbances en fonction des Quantites des ADN (ug)

(R?= coefficient de corrélation).
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Taux d’ADN
(ug/mg de testicules)

Tableau 18 : Effet des deux agonistes des ecdystéroides (RH-2485, RH-5992) administrés

par application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des ADN testiculaires

(1g/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella. (m £s; n = 3).

Traitement Témoins RH-2485 RH-5992
mz=s 10,08 £ 1,16 5,20+ 1,73* 24,43 £ 2,62*
Seuil de signification P =0,045 P =0,019

30,00

25,00 -

20,00 -

15,00

10,00 -

5,00 -

0,00 -

Traitements

B Témoin
@ RH-2485
O RH-5992

Figure 19 : Effet des deux agonistes des ecdystéroides (RH-2485, RH-5992) administrés par

application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des ADN testiculaires

(1g/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m + s; n=3).
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Tableau 19: Dosage d’ARN : réalisation de la gamme d’étalonnage (m + s, n=3)

Quantité d’ARN (ug) 0 20 40 60 80
Absorbances 0 0,025 0,079 0,088 0,109

014
0124  Abs=0,004 + 0,0014 ARN R?=0,94

01
0,08 -

0,06 -

Absorbances

0,04

0,02 -

Quantité d’ARN

Figure 20 : Courbe d'étalonnage des Absorbances en fonction des Quantités des ARN (ug)

(R?= coefficient de corrélation).
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Taux d’ARN
(Hg/mg de testicules)

Tableau 20 : Effet des deux agonistes des ecdystéroides (RH-2485, RH-5992) administrés

par application topique a I’émergence des chrysalides méles sur le taux des ARN testiculaires

(1g/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella. (m £s; n = 3).

Traitement

Témoins

RH-2485

RH-5992

m=s

737,19+ 61,51

568,41 + 23,91

552,52+ 58,61

Seuil de signification

P =0,069

P =0,057

900,00
800,00 -
700,00 -
600,00 -
500,00 -
400,00 -
300,00 -
200,00 -

100,00 -

0,00 -

Traitements

B Témoin
@ RH-2485
O RH-5992

Figure 21 : Effet des deux agonistes des ecdystéroides (RH-2485, RH-5992) administrés par

application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des ARN testiculaires

(ng/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m £'s; n= 3).




5-Discussion

Les fonctions et I’importance de I’ecdysone dans la biologie reproductive des insectes
varient grandement d’une espéce a I’autre, reflétant ainsi les divers modes de reproduction

déployes par ces organismes.

Au niveau fondamental, ces recherches permettent entre autres d’augmenter les connaissances
des multiples réles de I’ecdysone dans le développement, la métamorphose et la physiologie de la

reproduction (Renée Dallaire, 2003)

5-1 Effets du méthoxyfénozide (RH-2485) et tébufénozide (RH-5992) sur le potentiel

reproducteur

La reproduction varie selon la physiologie des animaux et dépend de divers facteurs tels
que la quantité de la nourriture et la température de I’élevage Elle met en jeu de nombreux
mécanismes qui permettent la localisation, la reconnaissance du partenaire sexuel et
I’accouplement entre deux individus de la méme espece, afin d’engendrer des descendances
viables et fertiles. (Weaver Mc Farlane, 1990).

L’étude du RH-5992 et RH-2485 confére plusieurs avantages tant au niveau de la
recherche appliquée qu’au niveau de la recherche fondamentale, puisque ces analogues de la
croissance sont employés dans le but de contrdler les populations d’insectes. (Rachedi, 2002 ;
Jenifer A, 2003 ; Hami, 2004 ; Bruce A Barett, 2008).

Notre présente étude réalisée dans des conditions expérimentales, montre que
I’administration de ses deux insecticides prolonge respectivement de maniére tres hautement
significative la période de préoviposition et diminue de maniere hautement significative la

viabilité des ceufs chez les femelles adulte d’Ephestia kuehniella.

En effet, des études réalisées chez plusieurs espéces appartenant a différentes familles
(Crambidae, Noctuidae, Pyralidae et Torticidae) ont démonté que le tébufénozide réduisait la
fertilité des males avec une chute du nombre d’eupyrénes chez certains lépidoptéres dont

Helicoverpa zea (Carpenter et Chandler, 1994), Cydia pomonella (Sun et Barett, 1999),
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Argyrotaenia velutiana et Choristoneura rosaceana (Sun et al, 2000) ainsi que leur succes
d’accouplement (Renée dallaire, 2003).

Selon Smagghe et al (2004), I’oviposition et la viabilité des ceufs sont moins affectés
chez les males que chez les femelles de C.pomonella traités avec le RH-5992. Sun et Barett
(1999) ont montrés une diminution de la fécondité lorsque les males sont traités avec le RH-

2485 chez C.pomonella.

Plusieurs études ont démonté que le RH-5992 et le RH-2485 puissent affecter le
potentiel reproducteur apres traitement des femelles chez plusieurs ordres d’insectes.
Chez H.zea, Carpenter et chandler (1994) ont aussi rapporté que le tébufénozide provoque
une réduction de la masse des ovaires chez des femelles traitées. Une exposition continue au
RH-5992 et RH-2485 réduit le nombre d’ceufs pondus chez A.veluuntinana et C.rasaceana
(Sun et autre, 2000).

Des travaux récents réalisés au sein de notre laboratoire, ont prouvé que le RH-2485
affecte le potentiel reproducteur apres traitement des femelles d’Ephestia kuehniella (Gramdi,
2007 ; Taibi, 2007). L’effet du RH-5992 était plus prononcé sur les méles traités que sur les
femelles. Ainsi, le poids des testicules était plus affecté que celui des ovaires (Khebeb et al,
2008).

5-2 effets du Méthoxyfénozide (RH-2485) et Tébufénozide (RH-5992) sur les

meétabolites testiculaires

La reproduction chez les insectes est conditionnée par des facteurs physiques et
trophiques au cours desquels une grande quantité d’énergie chimiques (protéines, lipides,

glucides) est transportée vers les gonades (Marangos et al., 1988).

Les glucides sont représentés dans I’organisme soit sous forme de réserve (glycogéne)
soit immédiatement utilisable (Tréhalose : sucre major chez les insectes).En tant qu’éléments
énergétiques, les glucides jouent un role essentiel dans la physiologie des insectes. Ils
serviront a I’elaboration des produits génitaux (Chalabi, 2001).

Les taux de glycogene et de tréhalose dans les tissus sont étroitement liés aux événements

physiologiques tels que le vol, la mue et la reproduction (Wiens et Gilbert, 1967).
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Les lipides représentent la principale source d’énergie chez les insectes (Beenakers et
al., 1985). lIs sont transportés du corps gras, site de leur synthese et stockage (Keely, 1985 ;
Van Hensden et Law, 1989), vers les organes utilisateurs (Kibly 1963, et Chino et al.,
1981).Plusieurs études ont démontré que les triglycérides, dont le corps gras est le site majeur

de stockage chez les insectes, sont une réserve metabolique importante.

Les protéines jouent un réle fondamental dans I’organisme de toutes les espéces
biologiques vivantes et interviennent comme source énergétique dans la formation des
gametes (Borsa et Millet, 1992). Ces derniers entrent dans diverses réactions et peuvent
assurer la catalyse biochimique, la régulation hormonale et s’intégrer dans la cellule comme

éléments structuraux en méme temps que les glucides et les lipides (Jacob et al., 1961).

Pour cette raison, nous avons dose les principaux métabolites réalisés dans les testicules
afin de déterminer d’éventuelles variations dans leur métabolisme biochimique.
Selon les résultats, il est apparu que seulement le RH-5992 a un effet hautement significatif
ou il augmente le taux des glucides dans les testicules d’Ephestia kuehniella, par contre le
RH-2485 n’a aucun effet sur les trois métabolites testiculaires.

D’autres travaux ont déterminé apres traitement des femelles, que le méthoxyfénozide
entraine une réduction des taux des glucides, protéines et lipides des ovaires d’Ephestia
kuehniella (Gramdi, 2007). Un autre agoniste des ecdystéroides : le RH-0345, entraine une
diminution des taux de lipides et glucides chez Ephestia kuehniella et Tenebrio molitor
(Taibi, 2007). Par contre Gaouaoui (2006) ne trouve aucun effet avec le RH-5992 sur le taux

des glucides.

Une autre analyse quantitative des protéines ovariennes chez Ephestia kuehniella aprés
traitement avec le RH-5992 et le RH-5849, a monté une réduction du pattern protéique ainsi
gu’une diminution des taux des glucides et de lipides (Hami, 2004).

Un analogue de I’hormone juvénile : le pyriproxyféne, chez T.molitor n’affecte pas le
pattern des protéines hémolymphatique (Aribi et al., 2001), le KK-42 diminue par contre les
concentrations en protéines ovariennes chez T.molitor (Soltani-Mazouni et al., 2001).

39



5-3 Effets du Méthoxyfénozide (RH-2485) et Tébufénozide (RH-5992) sur les Acides

nucléiques testiculaires

Les étres vivants sont constitués de certaines biomolécules (acides nucléiques, protéines)
d’une complexité telle que ces molécules sont dotees de propriétés biologiques notamment la

reproduction (Bergeron et Regnault, 1980).

Au niveau des testicules, la spermatogenése chez Nereidae présente un certain nombre
de caractéristiques intéressantes, en ce qui concerne les acides nucléiques en particulier
(Bertout, 1976 et 1977). Ses derniers sont des polymeres de ce que les chimistes appellent des
bases puriques et pyrimidiques, présentes au nombre de quatre ; il en existe deux types:

I’acide désoxyribonucléique (ADN) et I’acides ribonucléique (ARN) (Francois Jacob, 2000).

Au moment de la maturité sexuelle (phase nymphale chez les Iépidoptéres), les cellules
germinales ce transforment en spermatozoides aprés un certains nombres de divisions
successives : la mitose (divisions cellulaires classiques) et la méiose qui divise par deux le
nombre de chromosomes apres réplications de I’ADN. Les ARN codent pour la synthése de

protéines nécessaires a la formation des organites des spermatozoides.

Cette transformation nécessite un facteur macromoléculaire présent dans I’hémolymphe.
L’ecdysone se lie a des sites spéecifiques de la paroi du testicule, altére sa perméabilité et
permettrait I’entrée de ce facteur macromoléculaire : I’ecdysone est donc indispensable a la

spermatogenese (contrélant le fonctionnement de I’appareil reproducteur).

Nos résultats mettent en évidence, une réduction et une élévation significative du taux
d’ADN testiculaires chez les adultes d’Ephestia kuehniella, montrant ainsi que la synthése
d’ADN a été affectée respectivement par le RH-2485 et le RH-5992 lors de leur application in
vivo au moment de la maturité sexuelle.

Cette affection n’a pas été enregistrée par la présence de ses deux regulateurs de
croissance sur la synthese d’ARN testiculaires.
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Les travaux de Bendjeddou (1993) ont montrés que I’effet du flucycloxuron (FCX) un
inhibiteur de la synthése de la chitine, sur le taux ovarien d’ADN d’Ephestia kuehniella

augmente significativement.

Des résultats obtenus chez T. molitor indiquent que le captopril (Angiotenseur) n’a pas
d’effet significatif sur le taux ovariens en ADN et ARN (Redjehimi-bouteldja, 2006).

Le traitement avec d’autres agonistes des écdystéroides le RH-0345, RH-5849 ainsi le
RH-5992 entraine une reduction dans le contenu ovarien en ADN chez T.molitor (Soltani-
Mazouni et al., 2001, 2002 ). Chez une autre espece Blatella germanica, son contenu en ADN

ovarien et hémolymphatique a subi une réduction ave le RH-0345 (Rachedi, 2002).
Dans une étude antérieur, Mitlin et al. (1977) ont suggéré que la diminution de I’activité

sexuelle chez Anthonamus grandis résulte de I’inhibition de la synthese d’ADN par le

diflubenzuron (DFB) un autre inhibiteur de la synthese de la chitine chez les femelles adultes.
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6- Conclusion et Perspectives

Le méthoxyfénozide (RH-2485) et le tébufénozide (RH-5992), deux régulateurs de
croissance d’insecte, affectent la composition biochimique des testicules, ainsi que certains
parameétres du potentiel reproducteur des femelles aprés traitement des méles chez Ephestia
kuehniella (Lepidoptera, Pyralidae), traités par application topique a I’émergence des
chrysalides (début de la maturité sexuelle). Le méthoxyfénozide, cet analogue de I’ecdysone
réduit le contenu en ADN testiculaires ainsi g’une diminution de la viabilité des ceufs. Quant
au tébufénozide, il provoque une augmentation des taux d’ADN et des glucides testiculaires

ainsi un prolongement de la période de préoviposition.

En perspective, il serait intéressant d’étudier la synthése des ecdysteroides testiculaires

apres traitement des males avec les molécules étudiees.
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/7

Résumeé

L’étude meneée in vivo a permis d’évaluer I’action de deux molécules sélectives parmi les
régulateurs de croissance des insectes principalement les agonistes non stéroidiens des
ecdystéroides, le méthoxyfénozide (RH-2485) et le tébufénozide (RH-5992), sur le potentiel
reproducteur et la biochimie des testicules d’un ravageur des denrées stockées Ephestia
kuehniella.

Ses deux insecticides ont été administré par application topique a I’émergence des
chrysalides males dans des conditions expérimentales (Température : 25° et Humidité : 80%).
Les résultats obtenus montrent que le RH-2485 et le RH-5992 affectent de maniére différente
seulement deux paramétres du potentiel reproducteur des femelles se traduisant
respectivement par une réduction de la viabilité des ceufs et un prolongement de la période de
préoviposition.

Le dosage des métabolites réalisé dans les testicules chez des males adultes d’Ephestia
kuehniella, indique une augmentation du taux des glucides testiculaires avec le RH-5992.
Avec RH-2485 la composition biochimique des testicules n’a pas été affectée.

L’évaluation des effets du RH-2485 et RH-5992 sur le taux des Acides nucléiques, montre
respectivement une réduction et une élévation du taux d’ADN au niveau des testicules adultes

d’Ephestia kuehniella.
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Abstract

Current in vivo study has permitted the evaluation of two selective molecules action
among regulators of the insects growth mainly non-steroidal agonists of ecdysteroids,
methoxyfenozide (RH-2485) and tebufenozide (RH-5992), which showed their involvement
on the reproductive potential and the testicles biochemistry of Ephestia kuehniella (devastator
of foodstuffs).

These two insecticides have been applied through a topical application at the appearance of

male chrysalis under experimental conditions (temperature: 25°C and moisture: 80%).

The obtained results show that the RH-2485 and the RH-5992 affect differently only two
parameters regarding the reproductive potential of the female insects, which is translated

respectively by a reduction of the viability of eggs and an extension of pre-oviposition period.

The metabolites assay achieved in the males testicles of Ephestia kuehniella show an
increase of the rate of testicular carbohydrates with RH-5992. But, with RH- 2485, the
biochemical composition of testicles is not affected.

The effect of both insecticides (RH-2485 and RH-5992) on the rate of nucleic acids show
respectively a decrease and an increase of the DNA rate at the adults’ testicles of Ephestia

kuehniella.
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