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Etude de la biodiversité des Blattes dans les régions semi-arides et arides et évaluation de I'impact d'insecticides chez

Blattella germanica et Blatta orientalis (Dictyoptera, Blattellidae).

INTRODUCTION GENERALE

Les Blattes nommées indifféremment « Cafards » ou « Cancrélats » suivent 1’homme
depuis l'antiquité (Rust et al, 1995; Grancolas, 1998); Ces insectes descendants des
Aptérygotes, semblent étre originaires du vieux monde et plus particuliérement des zones
subtropicales de I’Afrique, du moyen orient et de 1’Asie, zones de fortes chaleurs et
d’humidité importante, facteurs favorables a leur développement (Schal et al., 1984 ;

Grancolas, 1998).

Quatre milles espéces environ sont connues (Garfield, 1990), et parmi ces dernieres, une
vingtaine seulement sont commensales de I'homme, vivant a l'intérieur des habitations ou
dans leur voisinages immédiats et, par conséquent, sont qualifiées de domestiques telles
Periplaneta americana, Blatta orientalis, Supella longipalpa et Blattella germanica (Grancolas,
1998). La plupart des Blattes qui vivent dans les maisons sont nocturnes et fuient la
lumiere (Grancolas, 1998) ; Ces insectes qui vivent groupés, ne possedent pas, dans ce
comportement grégaire, de hiérarchie ou de spécialisation de taches car ce ne sont pas de

véritables insectes sociaux (Rivault et al., 1998).

Dans une classification basée surtout sur la morphologie et le comportement
d’oviposition, McKittrick (1964) subdivise les Blattes en deux grandes super familles : les
Blaberoidea et les Blattoidae qui sont respectivement réparties en 3 familles (Blaberoidae,
Blattellidae et Polyphagidae) et en deux familles (Blattidae et Cryptocercidae). Cette
classification est aujourd’hui utilisée car elle a été appuyée par des études morphologiques
(Cornwell, 1968 ; Roth, 1970 ; Huber, 1974 ; Roth, 1985 ; Grancolas, 1994), physiologiques
(Brossut, 1973 ; Brossut et al., 1975 ; Takegawa & Takahashi, 1990 ; Christensen et al., 1991)
et comportementales (Schal et al., 1984 ; Schal & Bell, 1986 ; Abed, 1992 ; Sirugue, 1992 ;
Grancolas, 1996 ; Vimard, 2000; Durier, 2001). La mauvaise réputation des Blattes
domestiques vient en grande partie du fait qu’elles transmettent une odeur et un gott
désagréable aux produits alimentaires dont elles se nourrissent. Elles souillent la

nourriture par leurs excréments et peuvent potentiellement transmettre de nombreuses
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maladies infectieuses et provoquer des réactions allergiques allant jusqu’aux crises

d’asthme (Mindykowski et al., 2010 ; Peden & Reed, 2010).

La lutte contre les Blattes a été longtemps effectuée en utilisant différents insecticides,
essentiellement chimiques, a action neurotoxique tels que les pyréthrénoides, les
organophosphorés, les organochlorés et les carbamates (Reierson et al., 1983 ; Appel, 1990 ;
Garfield, 1990; Reid et al., 1990; Appel et Benson, 1995; Kaakeh et al., 1997). Ces
insecticides conventionnels ont été efficaces mais leur application pendant de nombreuses
années a largement contribué a entrainer non seulement une résistance chez les Blattes,
mais aussi des effets néfastes pour 'homme et son environnement (Ishaaya & Horowitz,
1998 ; Gagné et al., 1999). L'utilisation massive et non raisonnée des pesticides a fait
apparaitre chez les Blattes des modifications physiologiques, biochimiques et
comportementales conduisant a 'apparition de souches de plus en plus résistantes (Scharf
et al.,, 1997 ; Saito & Hama, 2000). En outre, la biodégradabilité tres lente de ces insecticides
de synthese a permis 'accumulation des résidus et a entrainé la pollution de I'atmosphere,
de I'eau et du sol (Conlong & Mugoya, 1996). Par conséquent, I'industrie chimique a pu
développer, grace aux différentes connaissances acquises en physiologie de l'insecte
(Smith, 1985 ; Gade et al., 1997), des pesticides non polluants agissant sur des processus
physiologiques et biochimiques spécifiques aux organismes visés, les régulateurs de
croissance ou IGRs (Insect growth regulators) et pesticides d’origine naturelle tels que les
néonicotinoides, I'azadirachtine et le spinosad.

Les régulateurs de croissance sont des produits de synthése agonistes ou antagonistes
de I'hormone juvénile (JH) ou de I'’ecdysone, dont les roles principaux sont le contréle du
développement et de la reproduction chez les insectes (Dhadialla et al., 1998, 2005) ; ils
comportent aussi des molécules inhibitrices de la synthese de la chitine, composé majeur
de la cuticule des insectes (Ishaaya, 1990 ; Dhadialla et al., 1998, 2005). Les inhibiteurs de la
synthese de la chitine (diflubenzuron, flucycloxuron et triflumuron) perturbent la mue, la
croissance (Dhadialla et al., 2005 ; Soltani et al., 2008 ; Zaidi & Soltani, 2011), et affectent le
taux des métabolites et des ecdystéroides et la reproduction (Bouaziz et al., 2011 ; Soltani-
Mazouni & Soltani, 1995 ; Soltani et al., 1996 ; Chebira et al., 2006 ; Kellouche & Soltani,

2006). Les analogues de I'hormone juvéniles (méthoprene, fenoxycarbe, pyriproxyfene) ont

2
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pour principaux effets de produire, chez les individus traités, un stade surnuméraire, des
larves permanentes ou des intermédiaires larve-pupe (Gadenne et al., 1990). IlIs présentent
une efficacité chez plusieurs coléopteres et 1épidopteres des denrées stockées (Horowitz &
Ishaaya, 1996 ; Oberlander et al., 1998 ; Aribi et al., 2006). Les antagonistes de 1'HJ
(précoceéne I, précocene II et KK-42) induisent une altération des ovaires et des mues
nymphales prématurées (Delbecque et al., 1986 ; Aribi et al., 1999). Enfin, les agonistes des
ecdystéroides, composés a structure non stéroidale, sont représentés par les
bisacylhydrazines, comme le RH-5849 ou dibenzoylhydrazine, le RH-5992 ou
tebufenozide, le RH-2485 ou méthoxyfenozide et enfin le RH-0345 ou halofenozide. Ces
molécules qui agissent par compétition en se fixant aux récepteurs nucléaires spécifiques
des ecdystéroides (Wing et al., 1988 ; Oberlander et al., 1995), entrainent une perturbation
de la croissance, de la reproduction et du développement (Tine-Djebbar & Soltani, 2008 ;
Smagghe et al., 1996) en interférant avec le processus de mue, en modifiant in vivo et in
vitro la synthese des ecdystéroides (Soltani et al., 1998 ; Soltani et al., 2002 ; Taibi et al.,
2003 ; Berghiche et al., 2008 ; Khebbeb et al., 2008 ; Kilani-Morakchi, 2009 a,b; Soltani-
Mazouni et al., 2012).

La lutte contre les Blattes a aussi fait appel a des produits chimiques inorganiques tels que le
phosphore, le sodium fluoride (Rust et al., 1995) et ’acide borique (Appel, 1990 ; Strong et al., 1993 ;
Rust et al., 1995 ; Hubbard, 1998). Cet insecticide inorganique, fut le premier composé efficace
contre les Blattes (Walter, 1918), mais a partir de 1940, I'utilisation des borates diminue au profit
d’autres insecticides a effets plus rapides (Strong et al., 1993 ; Cornwell, 1976) représentés par les
insecticides conventionnels (organochlorés, carbamates et pyréthrinoides) (Reierson et al., 1983 ;
Appel, 1990 ; Reid et al., 1990). Au cours des années 1960, les borates retrouvent un regain d’intérét
pour leur prix de revient et leur facilité d’application (Hubbard, 1998). Il retrouve aujourd’hui une
place dans la lutte intégrée et ce, de par son innocuité pour ’homme et son environnement (Gore
& Schal, 2004 ; Gore et al., 2004 ; Appel et al., 2004 ; Habes et al., 2006 ; Kilani-Morakchi et al., 2009a ;
Habes et al., 2013). L’acide borique a fait I'objet de nombreuses recherches et plusieurs modes
d’action ont été proposés tels que l'abrasion de la cuticule, I'action neurotoxique ou encore la
désorganisation de I'intestin moyen (Cochran, 1995 ; Habes et al., 2006). Toutefois, le mécanisme

d’action reste inconnu et nécessite des recherches approfondies.
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Les produits naturels a action insecticide sont de plus en plus utilisés pour une lutte
propre et efficace dans le cadre d'un développement durable tels que les néonicotinoides
(Nauen & Bretschneider, 2002), 'azadirachtine (Vinuela et al., 2000 ; Breuer et al., 2003 ;
Shafeek et al., 2004) et le spinosad (Salgado et al, 1998 ; Schneider et al., 2004). Les
néonicotinoides, insecticides d’origine végétale (imidaclopride, thimethoxan et
acétamipride) agissent via les récepteurs de 1'acétylcholine nicotinyl (nAChR) sur le
systéme nerveux central et périphérique des insectes et plusieurs travaux existent dans la
littérature (Kiriyama et al., 2003 ; Nauen et al., 2003 ; Salgado & Saar, 2004). L’azadirachtine,
ou Azadirachta indica, substance naturelle dérivée du Neem (membre de Miliaceae) est un
tétranotritérpénoide, structurellement semblable aux ecdysones d’insectes (Mordue &
Blackwell, 1993). Ce pesticide naturel peut aussi étre considéré comme un régulateur de
croissance, vu son role antiecdystéroide et anti-HJ (Schmutterer, 1997). L’azadirachtine
inhibe I'hormone prothoracicotropique et I’hormone allatotropique (Schmutterer, 1990 ;
Mordue et al., 2005), stimulant les ecdystéroides et I'H] respectivement, affectant ainsi le
développement et la reproduction. L’azadirachtine est capable d'induire de multiples effets
chez divers espéces nuisibles (Naumann & Isman, 1995 ; Liang et al., 2003 ; Riba et al., 2003 ;
Seljansen & Meadow, 2006 ; Pineda et al., 2009); c’est un puissant anti-appétant et répulsif
(Tommé et al., 2013) qui perturbe la mue, le développement et cause de forte mortalités
chez les divers groupes d’insectes phytophages (Liu & Stansly, 1995 ; Mitchell et al., 2004 ;
Kumar et al., 2005). Ce pesticide qui agit comme un régulateur de croissance inhibe la
fécondité et I'attractivité sexuelle. Cette molécule peut également agir en paralysant le
mouvement naturel de I'intestin, provoquant le dépérissement des insectes et un impact au
niveau de la «fitness » de l'organisme (Stark et al., 1990 ; Schmutterer & Singh, 1995;
Andreu et al., 2000 ; Senthil Nathan et al., 2004, 2005, 2006). Ces effets ont été notés chez
plusieurs especes apres traitement avec différentes formulations commerciales
d’azadirachtine (Qadri & Narsaiah, 1978 ; Prabhakaran & Kamble, 1996 ; Shafeek et al.,
2004). Par ailleurs, I'azadirachtine, trés utilisée dans le domaine agricole est considérée
comme non toxique pour les organismes non cibles par rapport aux insecticides
conventionnels (Medina et al., 2004; Charleston et al., 2006; Mordue et al., 2010);

cependant, cette idée est quelquefois controversée (Medina et al., 2004 ; Arno & Gabarra,
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2011; Biondi et al., 2012). Par ailleurs, le développement de populations d’insectes
résistants a ce composé reste a I'étude (Feng & Isman, 1995).

Le spinosad, insecticide naturel (Thompson et al., 2000) est issue de la fermentation d’une
bactérie, Saccharopolyspora spinosa Merts et Yao (Thompson & Hutchins, 1999). Ce
bioinsecticide est classé comme produit a risque réduit du fait de sa faible toxicité pour les
mammiféres, poissons, oiseaux et les arthropodes bénéfiques (Thompson & Hutchins,
1999 ; Cisneros et al., 2002). Le spinosad agit par contact ou ingestion (Salgado et al., 1998)
et présente une dualité d’action en affectant les récepteurs nicotiniques et GABAergiques
(Watson & Salgado, 2001 ; Hsu & Feng, 2006 ; Abd El Mageed & Elgohary, 2006) induisant
la paralysie puis la mort de l'insecte. Le spinosad est tres toxique envers les lépidopteres et
diptéres mais est a trés faibles risques envers les insectes non ciblés, les invertébrés
aquatiques et les mammiféres (Thompson & Sparks, 2002 ; Pineda et al., 2004 ; Sarfraz et
al., 2005 ; Gao et al., 2007; Wang et al., 2004, 2005, 2009 ; Besard et al., 2011; Biondi et al.,
2012). Les caractéristiques du spinosad comme la biodégrabilité, la sélectivité et la dualité
d’action, permettent a ce pesticide d’étre une molécule de choix dans les programmes de
lutte intégrée et les applications anti-résitance.

En Algérie, les blattes domestiques sont des fléaux urbains importants et seuls les
insecticides conventionnels sont utilisés. Des travaux antérieurs réalisés dans notre
laboratoire ont permis d’évaluer certains pesticides non polluants comme 1’acide borique,
(Habes et al., 2006 ; Kilani-Morakchi et al., 2009a) 1'halofenozide et le tebufenozide (Maiza
et al., 2004 ; Kilani-Morakchi et al., 2009b, 2009c), mais aussi l'indoxacarbe et le
benfuracarbe (Maiza et al., 2004, 2010, 2013) sur B. germanica mais aucune étude n’a été
réalisée sur B. orientalis. La littérature reste fragmentaire sur cette blatte comparativement
a P. americana ou B. germanica. Par ailleurs et dans le cadre d'une lutte intégrée, il est
nécessaire d’évaluer l'impact du pesticide sur des parametres biologiques et
physiologiques de I'organisme visé dans une région donnée.

Ce travail propose donc d’étudier l'efficacité d'un insecticide inorganique (Acide
borique) et de deux pesticides d’origine naturelle, I'azadirachtine et le spinosad chez les
blattes, insecte a intérét médical. L'impact de ces molécules non polluantes ont été évalués
chez Blatta orientalis et Blatella germanica, principales especes dans la Wilaya de Tébessa

(N.E-Algérie). Dans un premier temps, l'inventaire réalisé et dont les résultats sont
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présentés dans le premier chapitre, désigne et confirme les especes prépondérantes. Le
second chapitre traite de la toxicité des molécules choisies et précise les différentes doses
létales (et temps létaux) chez B. orientalis ; par ailleurs, I'impact de ces pesticides a été
évalué en utilisant les marqueurs connus de neurotoxicité (AChE), de détoxication (GSTs)
et de stress oxydatif (GSH). Enfin, le potentiel reproducteur étant un des facteurs majeurs
de la pullulation des Blattes, les différents pesticides testés ont été évalués sur des
parametres morphométriques et biochimiques de la reproduction ; les résultats obtenus ont

fait I'objet du troisieme et dernier chapitre.
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MATERIEL ET METHODES

1. Présentation de la région de Tébessa

La wilaya de Tébessa se situe a 1'Est de I'Algérie; s’étendant entre 34,75° et 36° de
latitude Nord, et 8,5° et 7,25° de longitude Est, et présentant une superficie de I'ordre de
13878 km? et une altitude de 960 m au-dessus du niveau de la mer. La wilaya de Tébessa
est limitée au Nord par la wilaya de Souk Ahras, au Sud par la wilaya d'El Oued, a I'Ouest
par la wilaya d'Oum El Bouaghi et Khenchela, et a I'Est par la frontiére algéro-tunisienne
(Figure 1). La wilaya de Tébessa, située dans les hauts plateaux telliens, a un climat semi-

aride avec un hiver assez froid et faiblement neigeux.

2. Méthode d’échantillonnage

Afin de déterminer les différentes especes existantes dans la région de Tébessa, un
échantillonnage a été réalisé dans quatre villes différentes, Bir El Ater, Chéria, Morsott et
Tébessa ville, de janvier a décembre 2006. Les prélevements ont été effectués dans des sites
choisis au hasard. Des piéges ont été placés dans les immeubles, les pizzerias, les
boulangeries, les hopitaux, les restaurants et les patisseries. Ils ont été récupérés 1 fois par
semaine et les Blattes fixées ont été prélevées puis placées dans des flacons contenant de

l'alcool a 70° pour leur conservation au laboratoire jusqu’a leur identification.

3. Etude taxonomique

La classification la plus communément acceptée des Blattes est basée sur quatre
caractéeres (Mckittrick, 1964) : la morphologie du proventricule, la morphologie des
génitalia male et femelle, la musculature des génitalia et le comportement de I'oviposition.
Ainsi, la classification des Blattaria comporte 5 familles et 20 sous-familles (Mckittrick,
1964; Mckittrick & Mackerras, 1965). Les clés d’identification des familles et sous-familles
de Blattaria ont été élaborées par Mckittrick (1964). Enfin, les clés les plus détaillées,
relatives aux espeéces nuisibles, ont été établies par Hebard (1917). L’identification des
especes a été réalisée grace aux clés dichotomiques (Voir annexe) de Chopard (1943) et

Cornwell (1968).
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Figure 1. Présentation de la région d’étude.
4. Matériel biologique utilisé dans les expérimentations
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4.1. Blattella germanica : C'est un insecte Dictyoptere de la famille des Blattellidae, a
développement hétérométabole, qui est caractérisé par deux phénotypes post-
embryonnaires, les larves et les adultes. B. germanica, blatte cosmopolite la plus étroitement
liée a 'homme, constitue un important probléeme en termes d’hygiene et de santé humaine.
B. germanica est de petite taille (10 a 15mm de long) avec un corps aplati dorso-
ventralement et de couleur roussatre a brun avec deux bandes noires longitudinales sur le
pronotum. Les adultes femelles possedent un corps trapu et robuste avec un abdomen
arrondi completement recouvert par les ailes, alors que les maéles présentent un abdomen
effilé et un pygidium non recouvert par les ailes laissant visible le segment terminal de
I'abdomen. Les femelles matures déposent entre 4-8 oothéques, chaque ootheque peut
contenir jusqu’a 37 ceufs ; I'éclosion a lieu apres une période d’incubation de 17 a 22 jours.
Les larves obtenues subissent un nombre de mues variant de 5 a 7 au cours d"une période
de 5 a 6 mois suivant les conditions écologiques. Les larves de dernier stade, d"une taille
visiblement plus grande, subissent enfin la mue imaginale et donnent naissance a des

adultes ailés (Figure 2).

4.2. Blatta orientalis : La blatte orientale est un insecte Dictyoptere de la famille des
Blattidae. La blatte orientale mesure a I'dge adulte entre 3 et 4 cm, et de couleur brune tres
foncée, presque noire. La femelle possede des ailes rudimentaires (réduites a de simples
lobes) et les ailes du male sont bien développées mais courtes n’atteignant pas I'extrémité
abdominale. Elle pond un maximum de 14 ootheques au cours de son existence, et
'oothéque peut contenir jusqu'a 18 ceufs. La période d’'incubation est d’environ 45 jours.
Les larves subissent entre 7 a 10 mues au cours d’une période de 7 a 13 mois (Figure 3). Les
larves de dernier stade subissent enfin la mue imaginale et donnent naissance a des adultes
ailés

5. Elevage

Les Blattes sont placées dans des boites en plastiques (longueur : 24 cm; largeur : 18 cm;
hauteur: 10 cm) portant des ouvertures grillagées sur les coOtés et contenant des
emballages alvéolés d’ceufs servant d’abris. Les Blattes sont nourries avec des biscuits et
abreuvées grace a du coton imbibé d’eau. L'élevage est maintenu a une température de 26

+ 2°C, une humidité relative de 70 % et une photopériode de 12 heures.
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6. Présentation des insecticides et traitements

6.1. Acide borique : (H3BO3), composé inorganique (PM=61,83), inodore, incolore, de
saveur fade, commercialisé (Merck) sous forme de cristaux ou poudre blanche, a un poids
moléculaire de 61,8g et un point de fusion de 171°C. L’acide borique est treés peu volatile,
faiblement soluble dans I'eau (5,75 g/100 ml a 25 °C d’apres Ebeling et al., 1968) ce qui lui
confere une grande stabilité avec un effet résiduel relativement long (Hubbard, 1998). 1l est
également un bon poison stomacal et adhere bien a la cuticule (Rust et al., 1995).
L’insecticide a été administré oralement sous forme de mélange alimentaire (biscuit +
acide borique) a différentes concentrations : 10, 20, 40, 60 et 80 % aux adultes de B.
orientalis nouvellement exuviés.

6.2. Azadirachtine : D’origine naturelle, il provient des graines d’Azadirachta indica, un
arbre originaire d’inde appartenant a la famille des Meliaceae. Il agit comme un régulateur
de croissance a dualité d’action, antagoniste des ecdystéroides et anti hormone juvénile. La
formule chimique est C33sHuO16, et le poids moléculaire est de 720,7g. L’azadirachtine,
émulsion concentrée (EC) a 1%, a été utilisée, sur des adultes males et femelles de B.
orientalis nouvellement exuviées (0 jour), par application topique, a différentes doses (300,
600, 1200, 2400, 4800 et 9000 ng/insecte), choisies apres un screening. Une quantité de 7pl a
été déposée sur la face latéro-ventrale de 'abdomen a l'aide d’une microseringue. Les
témoins regoivent 7ul de solvant (acétone).

6.3. Spinosad : molécule d’origine naturelle, issue de la nouvelle famille chimique des
spinosynes, ou toxines insecticides produites par une bactérie Saccharopolyspora spinosa
(Kirst et al., 1992). Le spinosad, neurotoxique, est un mélange de spinosyn A (Cs2 Hs7 NO1g)
et spinosyn D (Cs1 Hes NOie). Les doses (125, 250, 500, 1000, 2000 et 5000 ng/insecte)
choisies, apres un screening, ont été administrées par application topique (7ul) le jour de

'exuviation des adultes. Les témoins regoivent seulement 7l de solvant (acétone).
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Figure 2. Cycle biologique (Cornwell, 1968) et position systématique de Blattella germanica (L.).
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Figure 3. Cycle biologique (Cornwell, 1968) et position systématique de Blatta orientalis (L.).
7. Toxicité : Essais insecticides

Une étude toxicologique a été menée chez B. orientalis afin de mettre en évidence
I'efficacité de l'acide borique, 'azadirachtine et le spinosad et de définir les doses létales
(DL50, DL90) et les temps létaux (TL50, TL90) pour chaque molécule. L'essai est conduit
en utilisant les différentes doses et concentrations citées plus haut; pour chacune des
doses, il est effectué trois répétitions comportant chacune 20 individus. Par ailleurs, une
série témoin est conduite en parallele pour chaque répétition.

La mortalité des individus est enregistrée a différents intervalles de temps 5, 10, 15 et 20
jours apres traitement. La mortalité observée est ensuite corrigée selon la formule d”Abbott
(1925), afin d’éliminer la mortalité naturelle. Les pourcentages de mortalités observées
subissent une transformation angulaire suivant Bliss cité par Fisher & Yates (1957). Les
données obtenues font 1'objet d'une analyse de la variance a deux criteres de classification
(age, doses). L’analyse des probits (Finney, 1971), réalisée sur les données corrigées,
permet d’obtenir les doses létales (DL) et les temps létaux (TL), puis la méthode de
Swaroop (1957) et Swaroop & Vemura (1966) précisent les intervalles de confiance des

DL et TL estimés.

8. Prélévement et morphométrie des ovaires

Les femelles de B. germanica et B. orientalis des séries témoins et traitées aux différentes
molécules sont échantillonnées, au cours du premier (B. orientalis) et deuxiéme cycle
gonadotrophique (B. germanica et B. orientalis), a différents ages de la vie adulte 0, 2, 4 et 6
jours apres la mue imaginale et aprés le dépot de la premiére oothéque respectivement.
Les ovaires sont prélevés et différents parametres morphométriques sont considérés a
savoir, le nombre d’ovocytes par paire d'ovaires, la taille (longueur et largeur) de 'ovocyte
basal ainsi que le volume de l'ovocyte basal ; ce dernier, exprimé en mm?3, est obtenu

grace a la formule de Lambreas et al. (1991) :

[Volume= 4n /3 (Longueur /2) (largeur / 2)?]
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9. Extraction et dosage des métabolites

L'extraction des différents métabolites (protéines, glucides et lipides) a été réalisée selon
le procédé de Shibko et al. (1966) (Figure 4) sur des ovaires des séries témoins et traitées
des femelles adultes de B. germanica et B. orientalis ; les ovaires prélevés a 0, 2, 4 et 6 jours
apres I'exuviation adulte, sont conservés dans 1 ml d'acide trichloroacétique (TCA) a 20 %.
Les échantillons sont ensuite broyés a l'aide d'un homogénéiseur a ultrasons. Apres une
premiere centrifugation (5000 trs / min a 4°C, 10 mn), le surnageant I obtenu est utilisé
pour le dosage des glucides totaux selon la méthode de Duchateau & Florkin (1959). Au
culot I, on ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme (1V/1V) et aprés une seconde
centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), on obtient le surnageant II qui sera utilisé pour le
dosage des lipides (Goldsworthy et al., 1972 ). Le culot I, est ensuite repris dans de 1'eau

et servira au dosage des protéines selon Bradford (1976).
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Figure 4. Extraction (Shibko et al., 1966) et dosage des métabolites (glucides, lipides et

ovariens) ovariens chez les adultes femelles de B. germanica et B. orientalis.
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9.1. Dosage des protéines ovariennes

Le dosage des protéines ovariennes est effectué selon la méthode de Bradford (1976)
dans une fraction aliquote de 100 pl a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de
commassie (BBC) G 250 (Merck). Le réactif révele la présence des protéines par une
coloration bleue. L'absorbance est lue au spectrophotomeétre 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 (Tableau 1, Figure 5).

La solution de BBC, se prépare comme suit:

On homogénéise 100 mg de BBC, dans 50 ml d'éthanol 95°, on y ajoute ensuite 100 ml d'acide
orthophosphorique a 85% et on compléte a 1000 ml avec I'eau distillée. La durée de la conservation du réactif

est de 2 a 3 semaines a 4 °C

Tableau 1: Dosage des protéines ovariennes: réalisation de la gamme d'étalonnage.

Tubes

2

3

4

5

Albumine (ul)

20

40

60

80

100

80

60

40

20

Eau distillée (ul) 100

Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

0,8

0,7 A

y=0,006x + 0,011

R2=0,974

Absorbance
i< o o
N o o

o
)

o
)

0,1 1

0 20 40 60 80 100 120
Quantité d'albumine (ug)

Figure 5. Dosage des protéines : droite de régression exprimant 1’absorbance en fonction de la
quantité d’albumine (ng) (R?: coefficient de détermination).

9.2. Dosage des glucides ovariens
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Le dosage des glucides ovariens a été réalisé selon Duchateau & Florkin (1959). Elle
consiste a additionner 100 pul du surnageant 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. La lecture de 1'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620 nm. La
gamme d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mére de glucose (Img/ml)
(Tableau 2, Figure 6).

La préparation du réactif d'anthrone se fait comme suit :

Peser 150 mg d'anthrone, ajouter 75 ml d'acide sulfurique concentré et 25 ml d'eau distillée.

Tableau 2: Dosage des glucides ovariens: réalisation de la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
0,8
0.7 1 y =0,006x +0,012 R2 =0,995

Absorbances

0 20 40 60 80 100 120
Quantité de glucose (ug)

Figure 6. Dosage des glucides : droite de régression exprimant 1’absorbance en fonction de la
quantité de glucose (ng) (R2: coefficient de détermination).
9.3. Dosage des lipides ovariens

16



Etude de la biodiversité des Blattes dans les régions semi-arides et arides et évaluation de I'impact d'insecticides chez

Blattella germanica et Blatta orientalis (Dictyoptera, Blattellidae).

Les lipides ovariens ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972)
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique et une solution mere de lipides (2,5mg/ml).
Le dosage des lipides se fait sur des prises aliquotes de 100 pul des extraits lipidiques ou de
gamme étalon auxquelles on évapore totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acide
sulfurique concentré, les tubes sont agités, et mis pendant 10 mn dans un bain a sec. Apres
refroidissement, on prend 200 pl de ce mélange auquel on ajoute 2,5 ml de réactif
sulfophosphovanillinique. Apres 30 mn a l'obscurité, la densité optique est lue dans un
spectrophotometre a une longueur d'onde de 530 nm. Les lipides forment a chaud avec

l'acide sulfurique, en présence de la vanilline, des complexes roses (Tableau 3, Figure 7).
Le réactif est préparé comme suit :

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

La solution mere des lipides est préparée comme suit :

On prend 2,5 mg d'huile de table (tournesol 99% triglycérides) dans un tube eppendorf, on ajoute 1 ml
d'éther chloroforme (1V/1V)

Tableau 3: Dosage des lipides ovariens: réalisation de la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution meére de lipide (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme)(ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

17



Etude de la biodiversité des Blattes dans les régions semi-arides et arides et évaluation de I'impact d'insecticides chez

Blattella germanica et Blatta orientalis (Dictyoptera, Blattellidae).

1,6

1,4 A *
y =0,012x + 0,086 R2=10,949

1,2 1

Absorbance
o L
[ee) o

o
)

o
~

0,2 1

0,0 T T T T -
0 50 100 150 200 250 300

Quantité de lipide (ug)

Figure 7. Dosage des lipides: droite de régression exprimant ’absorbance en fonction de la
quantité de lipide (ug) (R2: coefficient de détermination).

10. Dosages des biomarqueurs

Les tétes des adultes males des séries témoins et traitées aux différents insecticides
(acide borique, azadirachtine et spinosad) ont été utilisés pour le dosage de l'activité
enzymatique de l'acétylcholinestérase (AChE). Les corps décapités ont servis aux dosages
de 'activité des glutathion S-transférases (GST) et du taux du glutathion (GSH).

Tous les dosages ont été menés sur des échantillons biologiques prélevés a 24, 48 et 72
heures apres traitement avec les différentes molécules. Par ailleurs, la concentration en
protéines totales des différents échantillons a été préalablement déterminée suivant la
méthode de Bradford (décrite plus haut), afin de pouvoir calculer les différentes activités
spécifiques et le taux du glutathion. Des séries témoins sont réalisées parallélement.

10.1. Activité de ’acétylcholinestérase

Le dosage de I'acétylcholinestérase (AChE) est réalisé selon la méthode d’Ellman et al.
(1961) qui consiste a fournir a I'enzyme un substrat, 1'acéthyltiocholine (ASCh) dont
I'hydrolyse libere de la thiocholine (SCh) et de I'acide acétique. La thiocholine, en présence
de DTNB (acide 5, 5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique) forme un complexe de couleur jaune

dont l'intensité est lue a une longueur d’onde de 412 nm.
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Les tétes des adultes males (séries témoins et traitées) sont homogénéisées dans 1 ml
de solution détergente [38,03 mg éthylene glycol tris beta aminoethyl éther NNN'N’
(EGTA); 1ml de Triton X 100 %; 5,845 g de chlorure de sodium (NaCl) et 80 ml tampon
Tris 10 mM, pH 7] puis centrifugés (5000trs/mn). Le surnageant récupéré servira comme
source d’enzyme.

Le dosage de l'activité AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 pl a laquelle on
ajoute 100 pl de DTNB [39,6 mg DTNB, 15 mg COsHNa (bicarbonate de sodium), 10 ml
tampon tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml de tampon tris (0,1 M, pH 7). Apres 3 a 5 minutes, 100 pl
de substrat acétylthiocholine [23,6 mg ASCh, 1 ml eau distillée] sont ajoutés. La lecture des
absorbances s’effectue toutes les 4 mn pendant 20 minutes a une longueur d’onde de 412
nm contre un blanc ou la solution détergente remplace le surnageant. L'activité spécifique

est calculée selon la formule suivante:

_ ADo/mn o Vt/ q i
= 136 x 10% vs / msdeprotéines

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (LM/min/mg de
protéines).
A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du
temps.
1,36 x 104 : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M1 cm1).
Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml tampon tris
(0,1 M, pH7) + 0,1 ml acétylthiocholine].
Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml.
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

10.2. Dosage des glutathion S-transférases

La mesure de l'activité des glutathion S-transférases (GSTs) est déterminée selon la
méthode de Habig et al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et

un substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d'un cofacteur le

19



Etude de la biodiversité des Blattes dans les régions semi-arides et arides et évaluation de I'impact d'insecticides chez

Blattella germanica et Blatta orientalis (Dictyoptera, Blattellidae).

glutathion (GSH) et mesurée a une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotometre
visible /UV.

Les échantillons (séries témoins et traitées) sont homogénéisés dans 1 ml de tampon
phosphate (0,1 M, pH 6). L’homogénat est centrifugé a 1400 trs/ mn pendant 30 mn et le
surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB
(ImM)/GSH (5mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml ethanol, 100 ml tampon
phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est effectuée toutes les minutes
pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl
d’eau distillée remplacant la quantité de surnageant.

L’activité spécifique est déterminée d’apreés la formule suivante:

_ ADo/mn o Vt / d i
= "6 vs / msgde protéines

X : millimoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (mM/min/mg de
protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du
temps.

9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM-1 cm?).

Vt: volume total dans la cuve: 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange
CDNB/GSH].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

10.3. Dosage du glutathion
Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker & Cory
(1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de l'acide 2-nitro 5-

mercapturique, résultant de la réduction de l'acide 5-5-dithio-bis-2-nitrobenzoique
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(DTNB) par les groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de
412 nm.

Le dosage s’effectue apres homogénéisation des échantillons dans 1 ml d"une solution
d’éthylene diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 M [7,448 g EDTA, 1000 ml eau distillée].
Afin de protéger les groupements thiols du glutathion, 'homogénat doit subir une
déprotéinisation par l'acide sulfosalicylique (ASS) a 0,25 % [0,25 g ASS, 100 ml eau
distillée] ot 0,2 ml du ASS sont additionnés a 0,8 ml d’homogénat. Le mélange apres
agitation est plongé dans un bain de glace pendant 15 mn, puis centrifugé a 1000 trs/mn
pendant 5 mn.

Un aliquote de 500 pl de 'homogénat (séries témoins et traitées) récupéré est ajouté a 1
ml du tampon tris/ EDTA (0,02 M, pH 9,6) [63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 ml eau
distillée] et 0,025 ml de DTNB (0,01 M) [3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu]. La lecture
des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 412 nm apres 5 minutes de repos
pour la stabilisation de la couleur contre un blanc ou les 500 pl de surnageant sont
remplacés par 500 pl d’eau distillée.

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

_ADoXVdXVt/ de orote
=131 X Vn X Vs mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (uM / mg de protéines).

A Do : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.

13,1 :coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH)(mM-1cm1).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 m]l ASS + 0,8 ml
homogénat].

Vh : volume de I'homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0,8 ml.

Vt : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml tris / EDTA + 0,025 ml
DTNB].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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11. Analyse statistique

Les moyennes + SEM sont calculées pour chaque groupe d’expérience. La régression
linéaire, le test t de student, I’analyse de la variance a un et deux criteres de classification
ont permis de mettre en évidence les différences entre les échantillons pour toutes les
expérimentations. Le test HSD a permis de classer les pesticides testés en groupes de doses
selon leurs effets. Pour toutes les séries de données 1'égalité des variances a été confirmée

grace aux tests de Bartlett et de Levene avant I'utilisation de 1’analyse de la variance.

Analyse des correspondances simples (ACS) :

L’analyse  des  correspondances simples est une méthode d’analyse
multidimensionnelle. Elle donne une représentation graphique de nuage de point projetés
dans les plans formés par les axes pris deux a deux. Pour faire la correspondance entre les
effectifs des différentes espéces de blattes rencontrés dans les différents sites visités selon
les mois d’étude, nous avons eu recours a 'analyse des correspondances simples.

Tous les calculs ont été effectués a I'aide du logiciel MINITAB d’analyse et de traitement

statistique des données version 13,31 pour Windows (X, 2000).

Classification ascendante hiérarchique (CAH) :

La classification hiérarchique ascendante CAH est une méthode de classification
permettant une construction de hiérarchies indicées. On parle de classification
hiérarchique, car chaque classe d'une partition est incluse dans une classe de la partition
suivante. Chaque niveau de hiérarchie représente une classe et que des individus
appartiennent a ces classes. La représentation visuelle est beaucoup plus explicite.
L’analyse hiérarchique consiste a définir le critére de regroupement de deux classes et plus,
en recherchant a chaque étape les classes les plus proches pour les fusionner. On les
fusionne jusqu'a ce qu’il n'y ait plus qu'une seule chose. Cette classification est basée sur le
degré de similarité entres les classes et doit satisfaire a deux conditions : la cohésion (ou

I'indice d’agrégation du lien minimum (cas euclidien) ou homogénéité a l'intérieur des
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classes) et l'isolement (ou hétérogénéité entre les classes). La hiérarchie est représentée

graphiquement par un arbre hiérarchique ou dendrogramme (Bouroche & Saporata, 1980).
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1. Chapitre 1 : Inventaire

2. INTRODUCTION

Les Blattes représentent un groupe largement varié ; elles ont été placées, initialement,
au niveau taxonomique comme famille (Kirby, 1904 ; Shelford, 1906a ; Hebard, 1917, 1919)
ou superfamille (Rehn, 1951) des Orthopteres. Elles sont aussi classées comme un sous-
ordre avec les Mantidés dans 1'ordre des Dictyopteres (Chopard, 1920, 1949 ; Imms, 1957).
Princis (1960) présente une excellente critique de I'histoire de la taxonomie des Blattes et
juge que tous les travaux ont insuffisamment considéré les caractéres biologiques et
anatomiques de ces insectes. Shelford (1906 b, 1912) suggere que le potentiel de
reproduction des Blattes, la structure et 1'émission de 1'oothéque peuvent aussi étre
considérés comme les criteres de classification. Plusieurs caracteres ont été utilisés dans la
classification des Blattes, comme les nervures des ailes (Rehn, 1951) ou l'apparence du
proventricule (Miller & Fisk, 1971).
Plusieurs milliers d’especes de Blattes sont connues dans le monde, mais, la plupart
d’entre elles habitent les zones équatoriales et tropicales car ces insectes affectionnent tout
particulierement la chaleur et I'humidité ; la faune des Blattes est trés riche dans les
régions chaudes et humides de I’Afrique et de I’Amérique tropicale (Gutherie & Tindall,
1968 ; Grandcolas, 1998). Les Blattes vivent sous les feuilles et les pierres, et quelques-unes
dans les grottes ; certaines, au contraire, se sont adaptées au climat désertique (Polyphaga

Héteroganodes) et vivent dans le sable (Wattiez & Beys, 1999).

La résistance des Blattes, aux conditions extrémes, a conduit les scientifiques a
rechercher leur capacité d’adaptation en étudiant leur systématique, leur biologie, leur
écologie, et leur comportement sexuel (Roth & Willis, 1960 ; Princis, 1962, 1971 ; Roth, 1970
; Brossut, 1983). Parmi la grande diversité de Blattes, estimée a quelques 3500 especes,
seule, une vingtaine d’especes domestiques, a été identifiée (Garfield, 1990). Les especes
les plus représentatives sont : la Blatte germanique (Blattella germanica), la blatte des
meubles (Supella supellectilium), la blatte orientale (Blatta orientalis) et la blatte américaine
(Periplaneta americana). Ces especes se sont adaptées au voisinage de 'homme et ont été

disséminées dans le monde entier par les échanges commerciaux (Cornwell, 1968).
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En Afrique du Nord, peu de recherches ont été effectuées sur la faune des
Orthoptéroides et particuliéerement sur les Dictyopteres. En Algérie, la faune des Blattidés
n’est pas suffisamment connue tant sur le plan de la biodiversité que sur le plan de la
biologie spécifique et la littérature a ce sujet est tres ancienne (Finot, 1895 ; Krauss &
Vosseler, 1896; Vosseler, 1902 ; Finot, 1902 ; Werner, 1914 ; Chopard, 1929, 1940) et
nécessite une actualisation des données. Dans la région Est de 1"Algérie, les seules études
récentes sur les Blattes, réalisées par des travaux de notre laboratoire, ont été effectuées
dans la wilaya de Guelma (Cherairia, 2003) et dans la wilaya de Annaba (Habes, 2006).
Aussi, et afin de compléter les données dont nous disposons, nous avons eu pour objectif
de recenser les especes de Blattes présentes dans la région de Tébessa. Par ailleurs et
parallélement a la mise en évidence de la biodiversité de ce taxon, les espéces de Blattes
domestiques sont connues pour étre des insectes nuisibles et vecteurs d’agent pathogenes
(Mindykowski et al., 2010), d’ou l'intérét non seulement économique mais aussi médical
qui leur est porté. Cependant, 'application des insecticides a I'échelle urbaine nécessite
une parfaite connaissance de la répartition spatiotemporelle des especes visées ; aussi, une
étude biologique et écologique des différentes populations de Blattes, s’avere donc
indispensable afin de proposer une lutte appropriée dans la cadre de la lutte intégrée et en

adéquation avec le développement durable.
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2. Résultats
2.1. Tébessa ville (Site 1)
2.1.1. Répartition qualitative et quantitative des especes de Blattes inventoriées
Deux espéces de Blattes domestiques sont présentes au niveau de ce site, il s’agit de B.

germanica et B. orientalis. La période d’étude s’étale de janvier 2006 a décembre 2006.

L’effectif total de B. germanica présente une premiére augmentation des le mois d’avril
puis une seconde au mois d’aolit avec un maximum atteint au mois de septembre ; une
diminution est ensuite enregistrée des le mois d’octobre et ce, jusqu’en décembre avec un
minimum notée entre janvier et mars. Les adultes et les larves suivent la méme tendance et
montrent les valeurs les plus fortes aux mois de mai, juin, aott et septembre. Au cours de
ces périodes, les femelles (101, 123, 129 et 114 individus respectivement) sont plus
importantes que les males (98, 86, 98 et 90 individus respectivement) (Figure 8A). Les
larves augmentent considérablement dés le mois d’aotit avec un maximum en septembre

(312 individus).

B. orientalis présente un profil 1égeérement différent et trois augmentations sont notées,
la premiere en mars, la seconde en mai et juin et la troisiéme en aotit avec un maximum en
octobre ; la baisse de son effectif total débute dés novembre avec un minimum en janvier
et février. Les adultes ont la méme tendance avec un nombre maximale en octobre. Les
fortes valeurs du nombre d'individus sont signalées chez les adultes femelles et les larves,
du mois de septembre a octobre et chez les males durant le mois d’octobre avec 48
individus. Cependant, les larves suivent la méme évolution que chez B. germanica avec un
décalage dans les valeurs maximales. En effet, deux augmentations sont observées, la
premiere des le mois de mai et la seconde en aotit avec un maximum de larves en octobre

(Figure 8B).
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Il est a noter que I'effectif total (toutes catégories confondues) de B. germanica (2976) est
supérieur a celui de B. orientalis (1254), cela pour toute la période de collecte concernant

cette région.
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Figure 8. Fluctuations du nombre des larves, adultes males et femelles de B. germanica (A) et B.

orientalis (B) au cours d’une année dans le site Tébessa ville.

2.1.2. Analyse des correspondances simples (ACS) pour le site Tébessa ville (lieux
/périodes) :
L’Analyse des correspondances simples (ACS) (Figure 9) appliquée pour Ila

distribution des effectifs spécifiques des échantillons en relation avec les différentes
périodes de collectes est représentée sur le plan factoriel F1XF2 avec le maximum d’inertie

65,00% (axe 1 =48,38%, axe 2 =16,62%). Le plan F1xF2 permet de mettre en évidence deux
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ensembles par rapport a I'axe des abscisses (48,38%) ; concernant la répartition des effectifs
collectés au niveau des différentes structures, durant toute la période de notre travail. La
codification des stations, des espéces et des sites est rapportée dans le tableau 4.

Groupe 1: composé essentiellement d'un groupe de valeurs positives par rapport a I'axe
des abscisses. Il est formé par les sites échantillonnés pour l'espece B. germanica: HGT,
CGT, PGT et RGT (745, 931, 442, et 334). Ainsi que MGT, PZGT et BGT (75, 289 et 176)
Groupe 2 : de valeurs négatives par rapport a 'axe des abscisses, composé essentiellement
des sites dans lesquelles ont été collectés les individus de I'espéce B. orientalis, COT, POT
et HOT (365, 190 et 354), IIs représentent les sites avec les plus fortes valeurs pour
'espece B. orientalis au cours de 'année. Ainsi que PZOT, BOT, ROT et MOT (122, 67, 146
et 10). Ce groupe rassemble les sites qui présentent les effectifs les plus bas au cours de
I’année, pour cette espece.

L’ACS nous a permis de distinguer deux groupes (especes) avec des sous-groupes dans

lesquels les effectifs sont en relation avec les lieux de collectes.
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Figure 9. Diagramme de I'ACS des distributions des effectifs des especes récoltées suivant les mois
dans le site Tébessa ville.

28



Etude de la biodiversité des Blattes dans les régions semi-arides et arides et évaluation de I'impact d'insecticides chez

Blattella germanica et Blatta orientalis (Dictyoptera, Blattellidae).

Tableau 4 : La codification des structures, des espéces et des sites utilisée pour 1I"’ACS.

MGT

BGT

PZGT

RGT

PGT

HGT

CGT

MGM

BGM

PZGM

RGM

PGM

HGM

CGM

MGC

BGC

PZGC

RGC

PGC

HGC

Structure, Espece, Site
Maison, B. germanica, Tébessa ville
Boulangerie, B. germanica, Tébessa ville
Pizzeria, B. germanica, Tébessa ville
Restaurant, B. germanica, Tébessa ville
Patisserie, B. germanica, Tébessa ville
Hopital, B. germanica, Tébessa ville
Cafeteria, B. germanica, Tébessa ville
Maison, B. germanica, Morsott
Boulangerie, B.germanica, Morsott
Pizzeria, B. germanica, Morsott
Restaurant, B. germanica, Morsott
Patisserie, B. germanica, Morsott
Hopital, B. germanica, Morsott
Cafeteria, B. germanica, Morsott
Maison, B. germanica, Chréa
Boulangerie, B. germanica, Chréa
Pizzeria, B. germanica, Chréa
Restaurant, B. germanica, Chréa
Patisserie, B. germanica, Chréa

Hopital, B. germanica, Chréa
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MOT

BOT

PZOT

ROT

POT

HOT

COT

MOM

BOM

PZOM

ROM

POM

HOM

COM

MOC

BOC

PZOC

ROC

POC

HOC

Structure, Espece, Site
Maison, B. orientalis, Tébessa ville
Boulangerie, B. orientalis, Tébessa ville
Pizzeria, orientalis, Tébessa ville
Restaurant, B. orientalis, Tébessa ville
Patisserie, B. orientalis, Tébessa ville
Hopital, B. orientalis, Tébessa ville
Cafeteria, B. orientalis, Tébessa ville
Maison, B. orientalis, Morsott
Boulangerie, B. orientalis, Morsott
Pizzeria, B. orientalis, Morsott
Restaurant, B. orientalis, Morsott
Patisserie, B. orientalis, Morsott
Hopital, B. orientalis, Morsott
Cafeteria, B. orientalis, Morsott
Maison, B. orientalis, Chréa
Boulangerie, B. orientalis, Chréa
Pizzeria, B. orientalis, Chréa
Restaurant, B. orientalis, Chréa
Patisserie, B. orientalis, Chréa

Hopital, B. orientalis, Chréa
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CGC Cafeteria, B. germanica, Chréa COC Cafeteria, B. orientalis, Chréa
MGB Maison, B. germanica, Bir El Atter MOB Maison, B. orientalis, Bir El Atter

BGB Boulangerie, B. germanica, Bir El Atter BOB  Boulangerie, B. orientalis, Bir El Atter

PZGB Pizzeria, B. germanica, Bir El Atter PZOB Pizzeria, B. orientalis, Bir El Atter
RGB Restaurant, B. germanica, Bir El Atter ROB  Restaurant, B. orientalis, Bir El Atter
PGB Patisserie, B. germanica, Bir El Atter POB  Patisserie, B. orientalis, Bir El Atter
HGB Hopital, B. germanica, Bir El Atter HOB Hopital, B. orientalis, Bir El Atter
CGB Cafeteria, B. germanica, Bir El Atter COB Cafeteria, B. orientalis, Bir El Atter

2.1.3. Classification ascendante hiérarchique (Dendrogramme) :
En recherchant les similitudes entre les différentes périodes de collectes, I'application

d’'une classification ascendante hiérarchique (CAH), tenant compte des distances
euclidiennes et regroupant les relevés en fonction de la méthode simple, a permis de tracer
les dendrogrammes de la CAH (Figure 10). L’application de la CAH fait ressortir les
groupes de mois suivants :

Groupe 1: composé essentiellement d’aott, septembre et octobre (606-681-642) avec une
forte similarité, et un maximum d’effectif total, avec une nette augmentation des larves.
Groupe 2: constitué par les mois de mai, juin, juillet et novembre (393, 437, 382 et 439) une
nette augmentation des effectifs. C’est la période de reconstitution des effectifs.

Groupe 3 : de moindre similarité et présente une distance euclidienne trés importante par
rapport aux autres groupes, il est formé de mois de janvier, février, mars et avril (88-84-
109-165) ou les effectifs sont les plus bas. La période de diminution des effectifs
correspond a l'automne et 'hiver (période de froid). Le mois de décembre (220) se situe
entre le 2éme groupe et le 3éme groupe.

La CAH nous a permis de mettre en évidence trois grandes périodes au cours de 'année,
ou on note une période de forte pullulation, une période de moyenne pullulation et une

troisieme période de faible pullulation (repos, reconstruction des effectifs).

30



Etude de la biodiversité des Blattes dans les régions semi-arides et arides et évaluation de I'impact d'insecticides chez

Blattella germanica et Blatta orientalis (Dictyoptera, Blattellidae).

TEBESSA
Similarité
84,80
89,87 —
9493 —
100,00 [ | - [ L
: -—— | S R =TI — o s =y
o’ ~ A2 3 &
‘Q \\@ \54@‘ & & _oe«"‘ " \(\3\&\ W § &P@‘o"“ "/\j ‘ﬁ)—\,, v 01\00\_7_ oﬁ\?’f/ y
3 2 1
Variables

Figure 10. Dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique (CAH) appliqué aux
effectifs des espéeces inventoriées dans le site Tébessa ville suivant les mois d’étude.

2.2. Morsott (Site 2)

2.2.1. Répartition qualitative et quantitative des espéces de Blattes inventoriées

La distribution mensuelle des individus de B. germanica et B. orientalis au cours de
I’année 2006 dans le site de Morsott est représentée dans la figure 11 A et B.

B. germanica est présente tout au long de 'année avec une augmentation maximale de
son effectif aux mois de juillet et aott et une diminution des le mois de décembre. Les
mois de mai et juillet sont caractérisés par la présence d'un grand nombre d’adultes
femelles, alors que les larves marquent un pic au mois d’aott avec 588 individus. Les
fortes valeurs sont signalées au mois de juillet (333 individus) et aott (251 individus) pour
les males.

Concernant B. orientalis, le nombre total des individus marque une augmentation aux
mois de juin, juillet et aotit, avec un pic de 958 individus et une diminution aux mois de
janvier, février et mars. Les fortes valeurs sont enregistrées chez les adultes males aux
mois de juin, juillet et aotit et chez les femelles aux mois de juillet, aott et septembre, alors
que chez les larves, un pic est signalé au mois de septembre avec une valeur de 318

individus.
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Figure 11. Fluctuations du nombre des larves, adultes males et femelles de B. germanica (A) et B.
orientalis (B) au cours d’une année dans le site de Morsott.

2.2.2. Analyse des composantes simples (ACS) pour le site Morsott (lieux /périodes) :
L’Analyse des correspondances simples (ACS) appliquée pour la distribution des

effectifs spécifiques des échantillons en relation avec les différentes périodes de collectes
est représentée sur le plan factoriel FIXF2 (Figure 12) avec le maximum d’inertie 78,83 %
(axe 1 = 64,53%, axe 2 = 14,30%). Le plan F1xF2 permet de mettre en évidence deux
ensembles biens individualisés de valeurs différentes, concernant la répartition des

effectifs collectés au niveau des différentes structures visitées par rapport a l'axe des
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abscisses (64,83%). La codification des stations, des especes et des sites est rapportée dans
le tableau 4.
Groupe 1: de valeurs positives par rapport a I'axe des abscisses, constitué essentiellement
des sites échantillonnés pour 'espece B. orientalis. On note la présence des sites avec des
effectifs inférieurs a 800 individus : ROM, POM, PZOM, BOM (790, 617, 703, 639), ainsi
que les sites avec des effectifs supérieurs a 1000 individus : COM, HOM (1406 et 1159).
MOM représente les individus collectés dans les maisons ou I'effectif est le plus bas par
rapport aux autres structures visitées (89).
Groupe 2 : de valeurs négatives par rapport a 'axe des abscisses, composé essentiellement
des sites dans lesquelles les individus de l'espece B. germanica ont été collectés. Dans ce
groupe, on a d'une part les sites RGM, MGM, BGM, PZGM (814, 160, 719, 701) qui
présentent des valeurs positives par rapport a I'axe des ordonnées, avec des effectifs ne
dépassant pas les 800 individus. D’autre part, on a des sites avec des valeurs négatives par
rapport a 'axe des ordonnées : HGM, PGM et CGM (1780, 903 et 1649), avec des effectifs
supérieurs a 900 individus

Cette ACS nous a permis de distinguer deux groupes (especes) avec des sous-groupes

dans lesquels les effectifs sont en relation avec les lieux de collectes.
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Figure 12. Diagramme de I'ACS des distributions des effectifs des especes récoltées
suivant les mois dans le site de Morsott.
2.2.3. Classification ascendante hiérarchique (Dendrogramme) :

En recherchant les similitudes entre les différentes périodes de collectes, I'application
d’une classification ascendante hiérarchique (CAH), tenant compte des distances
euclidiennes et regroupant les relevés en fonction de la méthode simple, a permis de tracer
les dendrogrammes de la CAH (Figure 13). L’application de la CAH fait ressortir les
groupes de mois suivants :

Groupe 1 «effectifs supérieur a 1000» : composé essentiellement de mois d’octobre,
juin, septembre, mai, juillet et aotit, avec des effectifs de 1097, 1519, 1503, 1396, 2132 et 2019
individus respectivement.

Groupe 2 «effectifs entre 190 et inférieur a 750» : formé par le mois de janvier,
février, décembre, mars, avril et novembre, avec des effectifs de 196, 219, 360, 396, 572 et

747 individus respectivement.
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Figure 13. Dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique (CAH) appliqué aux
effectifs des especes inventoriées dans le site de Morsott suivant les mois d’étude.

2.3. Chréa (Site 3)

2.3.1. Répartition qualitative et quantitative des espeéces de Blattes inventoriées

La distribution mensuelle des larves et des adultes de B. germanica et B. orientalis au
cours de 'année 2006 dans le site de Chrea est représentée par les figures 14A, B.

L'effectif de B. germanica (7615) varie en fonction de la période testée. Les valeurs
affichent un maximum d’individus aux mois de juillet, aott et septembre et un minimum
aux mois de février et décembre. Les adultes femelles et males marquent de fortes valeurs
au mois de juillet et aott, alors que chez les larves, une augmentation est signalée du mois
d’aott (563 individus) au mois de septembre (585 individus).

Chez B. orientalis, le nombre total (8290) des individus augmente du mois de février au
mois d’aott. Un pic est enregistré chez les adultes méles au mois de juillet avec 365
individus et chez les adultes femelles au mois de septembre (386). Les larves augmentent

progressivement en nombre de février au mois d’aoftt.
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Figure 14. Fluctuations du nombre des larves, des adultes males et femelles de B.  germanica (A)

et B. orientalis (B) au cours d’une année dans le site de Chréa.

2.3.2. Analyse des correspondances simples (ACS) pour le site Chréa (lieux
/périodes) :

L’Analyse des correspondances simples (ACS) (Figure 15) appliquée pour la
distribution des effectifs spécifiques des échantillons en relation avec les différentes

périodes de collectes est représentée sur le plan factoriel FIXF2 avec le maximum d’inertie
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70,18% (axe 1 =54,21%, axe 2 =15,96%). Le plan F1xF2 permet de mettre en évidence deux
ensembles concernant les sites échantillonnés et cela par rapport a 'axe des abscisses ; de
méme pour la répartition des effectifs collectés au niveau des différentes structures
visitées, ou on note également deux grands groupes bien individualisés de valeurs
différentes par rapport a I'axe des abscisses (54,21%). La codification des stations, des
especes et des sites est rapportée dans le tableau 4.

Groupe 1: de valeurs négatives par rapport a I'axe des abscisses, constitué essentiellement

des sites échantillonnés pour I'espece B. orientalis, avec 2 sous-groupes :

Sous-groupe 1: constitué de ROC, HOC et COC, PZOC de valeurs positives par
rapport a 'axe des ordonnées (1045, 1556 et 2021, 1706) et également,
Sous-groupe 2 : formé de POC, BOC et MOC (726, 975 et 261) de valeurs négatives par

rapport a I’axe des ordonnées.

Groupe 2: de valeurs négatives par rapport a 1'axe des abscisses, rassemble 'essentiel des
sites échantillonnés pour l'espece B. germanica dans la ville de Chréa. Un groupe de
valeurs positive par rapport a 'axe des ordonnées PGC, RGC, BGC (662, 950, 787) et MOC
(247) ; ainsi qu'un deuxieme groupe de valeur négative par rapport a I'axe des ordonnées
composé de HGC, PZGC et CGC (1405, 1640 et 1924).

On remarque une séparation et un éloignement entre les sites des deux especes : des sites

avec des effectifs important et les sites avec des effectifs réduits.
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Figure 15. Diagramme de I'ACS des distributions des effectifs des espéces de Blattes dans site de
Chréa selon les périodes.

2.3.2. Classification ascendante hiérarchique (Dendrogramme) :

En recherchant les similitudes entre les différentes périodes de collectes, I'application
d’une classification ascendante hiérarchique (CAH), tenant compte des distances
euclidiennes et regroupant les relevés en fonction de la méthode simple, a permis de tracer
les dendrogrammes de la CAH (Figure 16). L’application de la CAH (Figure 16) fait
ressortir les groupes de mois suivants :

Groupe 1: composé essentiellement d’aott, septembre et novembre (2308-2125-966,
avec un maximum d’effectif chez les larves plus que les adultes).

Groupe 2: formé par les mois suivants : avril, mai et juillet (1121-1398-2005-début de
I'augmentation des effectifs adultes plus que les larves). Cet ensemble de groupe de mois
affiche une similarité avec le mois de juin (1735-début des augmentations) ainsi que le
mois d’octobre (1458-début de la diminution des effectifs).

Groupe 3: formé par les mois de janvier et décembre (1117-599, début de la
diminution), de moindre similarité et présente une distance euclidienne tres importante

par rapport aux autres groupes, formés de février et mars (440-633, effectifs les plus bas).
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La classification ascendante hiérarchisée nous a permis de ressortir trois périodes
d’évolution des effectifs des deux especes. Une période de forte fluctuation, une deuxieme

période de moyenne fluctuation et une troisieme de faible fluctuation.
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Figure 16. Dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique (CAH) appliqué aux
effectifs des especes inventoriées dans le site de Chréa suivant les mois d’étude.

2.4. Bir El Atter (Site 4)

2.4.1. Répartition qualitative et quantitative des especes de Blattes inventoriées

Pour ce site, les effectifs mensuels dénombrés pour les deux espéces sont représentés
dans la figure 17A, B. Cette figure montre la prédominance des larves de B. germanica et B.
orientalis comparativement aux adultes et cela pour la majorité des mois testés. Chez B.
germanica, le nombre total d'individus (3952), l'effectif des larves et des adultes femelles
marquent des valeurs supérieures aux mois d’aotit et septembre (177, 164 individus). Pour
les males, on note une augmentation du nombre d’individus (33 en janvier) au mois de
juillet avec 152 individus, puis une diminution dans les mois qui suivent.

Par ailleurs chez B. orientalis, le nombre total d’individus (5569), effectif des femelles
et des males affichent une supériorité des valeurs aux mois d’aotit (211, 304) et septembre

(223, 325). Une augmentation du nombre des larves est signalée du mois de mars (25
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individus) au mois de septembre (454 individus), puis diminue dans le mois d’octobre

(325).
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Figure 17. Fluctuations du nombre des larves, des adultes males et femelles de B. germanica (A) et

B. orientalis (B) au cours d"une année dans le site de Bir El Atter.

2.4.2. Analyse des correspondances simples (ACS) pour le site de Bir El Atter (lieux
/périodes) :
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L’Analyse des correspondances simples (ACS) (Figure 18) appliquée pour la
distribution des effectifs spécifiques des échantillons en relation avec les différentes
périodes de collectes, est représentée sur le plan factoriel FIXF2 avec le maximum d’inertie
68,78% (axe 1 =42,51%, axe 2 = 26,27 %).

Le plan F1xF2 permet de mettre en évidence deux ensembles bien individualisés, de
valeurs différentes, concernant les effectifs collectés au niveau des différentes structures
visitées ; par rapport a l'axe des abscisses (42,51%). La codification des stations, des
especes et des sites est rapportée dans le tableau 4.

Groupe 1: de valeurs positives par rapport a I'axe des abscisses, constitué essentiellement
de la majorité des sites échantillonnés pour I'espece B. orientalis ; ROA, POA, BOA et (676,
492, 595 et) ainsi que PZOA, HOA et COA (1152, 1095 et 1359).

Groupe 2 : de valeurs négatives par rapport a 'axe des abscisses, composé essentiellement
des sites dans lesquelles ont été collectés les individus de l'espéce B. germanica, formé
essentiellement par PGA, HGA, PZGA, CGA, RGA et BGA (454, 690, 679, 1039, 539 et
436).

Groupe 3: Les sites représentés par MOA et MGA (200 et 118) de signes différents par
rapport a I'axe 1, forment un groupe isolé (I'effectif le plus bas de toutes les sorties et pour
tous les sites).

La répartition spatiale nous a permis de mettre en évidence les especes dont chacune

dans son biotope spécifique, en fonction de leur importance en effectif.
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Figure 18. Diagramme de I'ACS des distributions des effectifs des especes de Blattes dans le site de
Bir El Atter selon les périodes.

2.4.3. Classification ascendante hiérarchique (Dendrogramme) :

En recherchant les similitudes entre les différentes périodes de collectes, 'application
d’'une classification ascendante hiérarchique (CAH) tenant compte des distance
euclidiennes et regroupant les relevés en fonction de la méthode simple ; a permis de
tracer les dendrogrammes de la CAH (Figure 19). L’application de la CAH fait ressortir les
groupes de mois suivants :

Groupe 1: composé essentiellement des mois présentant un effectif > 1000 : aoft,
septembre (1427-1706, le maximum d’effectif chez les larves plus que chez les adultes) en
liaison avec le mois d’octobre (1196). Cet ensemble de groupe de mois forme un groupe
avec le mois de juillet (1017) et finalement le mois de novembre (841, début des
diminutions des effectifs).

Groupe 2 (début de I'augmentation des effectifs) : formé par le mois de mai et juin (661-
812) qui présente des effectifs réduits mais qui sont en relation avec le groupe du mois de

mars, avril (275-380 respectivement, début de 'augmentation des effectifs)

42



Etude de la biodiversité des Blattes dans les régions semi-arides et arides et évaluation de I'impact d'insecticides chez

Blattella germanica et Blatta orientalis (Dictyoptera, Blattellidae).

Groupe 3 (diminution des effectifs) : de moindre similarité et présente une distance
euclidienne trés importante par rapport aux autres groupes, formé de janvier, février et
décembre (331-610-265, les effectifs les plus bas pour toute I’année).

Trois périodes ont été signalées dans ce dendrogramme et cela en rapport avec la

fluctuation des effectifs au cours de chaque période.

ATTER

96,34 —

9756 —

Similarité

98,78 —

100,00 — ] L

¢ \é\ _h—* /\5’ 4\\ 3 .\Q\\ 7% ( 3 $ \3 \Q’\\\
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Figure 19. Dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique (CAH) appliqué aux
effectifs des especes inventoriées dans le site de Bir El Atter suivant les mois d’étude.
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3. Discussion

Plusieurs travaux ont été entrepris sur la détermination des Blattes rencontrées dans les
habitations ou a proximité dans les différentes régions du monde. Rehn (1950) et Pratt
(1955), établissent une clé précise de 26 genres existants dans les Etats-Unis, Rehn &
Hebard (1927), réalisent une clé de 156 especes (comprenant 47 genres de Blattes) dans
I'Ouest Indien. Rehn (1931, 1937), propose la description et la clé de nombreuses especes
Africaines et des Blattes Malgache ; Chopard (1943) élabore une clé de 14 genres des
Orthoptéroides de 1'Afrique du Nord et Hebard (1929) détermine la clé des espeéces
Malaisiennes.

Les prospections réalisées dans la région de Tébessa, nous ont permis de recenser deux
especes de Blattes domestiques : B. germanica et B. orientalis. Au cours de cette étude, nous
avons remarqué que 'espece B. germanica était plus abondante que B. orientalis.

B. germanica décrite par Linné en 1767, a partir des insectes récoltés au Danemark. Cette
espéce, originaire de I'Afrique (Cornwell, 1968) est rencontrée dans le Nord-Est Africain,
I’Ethiopie et le Soudan. Dans le genre Blattella, B. germanica est la plus répandue et
deviendra domiciliaire. Du Nord-Est Africain, elle s’est étendue vers I'Est de 1'Europe
(Grece, Asie mineure, Mer Noire et le Sud de la Russie) (Rehn, 1945); ainsi, elle se propage
dans toutes les parties du monde grace aux échanges commerciaux. Sa présence a été
signalée en Angleterre, ou elle fut introduite par les corbeilles a pain apportées par les
soldats revenant de la guerre de Crimée (Miall & Denny, 1886). Par ailleurs, cette espece est
omniprésente aux Etats-Unis et au Canada (Cornwell, 1968). B. germanica a été également
trouvée en Tunisie par Bonnet & Finot (1885), au Maroc par Bolivar (1914) et Chopard
(1936). En Algérie, cette espece a été décrite dans la région du Grand Alger et Maison-Carré
par Bolivar en 1914 et par Chopard en 1932. B. germanica est la plus commune et la plus
cosmopolite des espéces domestiques (Grandcolas, 1998); elle préfere la chaleur et
I"humidité et se rencontre dans les habitations, les hopitaux mais aussi dans les commerces
liés a la nourriture (Ebeling, 1978 ; Ross et al, 1984 ; Rust et al, 1995). On peut

occasionnellement la rencontrer sous les fondations au début de I'été jusqu’a 'automne
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(Shuyler, 1956), sous les débris et les dattiers de Californie (Herms, 1926), sous les
décharges de New-York (Felt, 1926), dans les mines d’or et les caves (Porter, 1930).

Concernant B. orientalis, découverte par Linné en 1758 a partir d’insectes collectés en
Amérique, Russie, Suede et Finlande ; il conclut que cette espece est originaire d’Amérique
et fut introduite par la suite en Orient. Par ailleurs, des études réalisées par Rehn (1945) sur
plusieurs espéces de B. orientalis montrent que cette espece est originaire du Nord-africain
et qu’elle est arrivée en Europe grace aux échanges commerciaux. De I'Espagne, elle gagne
le Chili et I’Argentine, ou elle s’installe pour plusieurs années. Rehn (1945) et Cornwell
(1968) ont signalé sa présence en Angleterre ou elle constitue 1'espece majeure domiciliaire.
En Russie, elle occupe les caves habitées par les chauves-souris ; en Crimée péninsule, elle
est présente sous les pierres et les feuilles mortes. En Algérie, B. orientalis est rencontré a
Tlemcen, Oran (Finot, 1895), Ain Safra (Krauss & Vosseler, 1896), Biskra, Touggourt et
Ouargla (Finot, 1902 ; Bolivar, 1914 ; Chopard, 1940). Cette espece préfere les endroits frais
(température entre 20-29°C) ; elle vit typiquement dans les caves et les sous-sols (Cornwell,
1968 ; Grandcolas, 1998).

L’inventaire réalisé dans une région de I'Est Algérien (Guelma), a permis le recensement
de six especes de Blattes : Blattella germanica, Periplaneta americana, Blatta orientalis, Supella
longipalpa, Loboptera decipiens et Ectobius lividus (Cherairia, 2003). De plus, 1'échantillonnage
mené dans divers sites de la région d’Annaba a mis en évidence la présence de trois
espéces de Blattes domestiques : B. germanica, B. orientalis et Periplaneta americana (Habes,
2006).

La variabilité des habitats et 'adaptation aux facteurs éco-climatiques entrainent des
variations considérables entre les sexes et les individus de Blattes de régions différentes
(Cornwell, 1968). Ainsi, la composition de la faune Blattoptere peut varier d’une région a
une autre du globe et la convenance de 'habitat dépend de nombreux facteurs biotiques et
abiotiques (Rust et al., 1995). Les Blattes sont des insectes qui s’adaptent efficacement (Rust
et al., 1995 ; Potera, 1997) et qui se distribuent rapidement au sein des locaux dés que la
nourriture et I’eau sont repérés (Potera, 1997) .

B. germanica est retrouvée dans tous les sites urbains et ruraux ou elle prédomine ; cette
présence peut s’expliquer par le fait qu’elle est I'espece la moins sensible aux variations de

la température qui représente le facteur le moins déterminant pour sa distribution. Les
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effectifs de B. germanica augmentent au printemps et en été diminuent en hiver. Les
résultats de Rehn (1945), Cornwell (1968), Roth (1985) et Grancolas (1998) notent que B.
germanica est de loin la Blatte domestique la plus commune et la plus cosmopolite en
Europe et dans le monde. Cette espéce est surtout fréquente en ville (Wright, 1965 ;
Cornwell, 1968 ; Telle, 1970 ; Hamman & Gold, 1994 ; Rust et al., 1995 ; Lyon, 1997) dans
toutes sortes de locaux chauds, humides et liés a la nourriture et méme dans des bases
militaires (Wright & Mc Daniel, 1969, 1973). B. germanica s’abrite dans des microclimats qui
lui conferent surtout un acces facile a la nourriture. Sa présence et son abondance dans les
divers sites urbains prouvent que cette espece semble étre la mieux adaptée aux conditions
écologiques de la région (Roth & Willis, 1967).

Selon Cornwell (1968), Hamman & Gold (1994) et Grancolas (1998), B. orientalis est
rencontrée surtout dans les sous-sols, caves, soubassements, égouts, tuyaux d’évacuation ;
elle a été aussi retrouvée sous 1'écorce des arbres, et souvent a proximité des constructions.
A l'intérieur des habitations elle a été observée dans les toilettes et salles de bain (Cornwell,
1968) proche des sources d’eau. Cornwell (1968), Hamman & Gold (1994) et Grancolas
(1998), signalent que B. orientalis s’épanouit a des températures faibles et que la valeur
thermique préférée de cette espece se situe entre 20 et 29°C. Grancolas (1998) note aussi que
B. orientalis infeste les endroits les mieux pourvus en nourriture. Cornwell (1968) rapporte
qu’elle est influencée par I'humidité et Zahradnik & Severa (1984) mettent en évidence sa
préférence pour les fortes températures. En effet, selon Faurie et al. (1980) et Ramade (1984),
le climat joue un role fondamental dans la distribution de la vie des étres vivants;
Cependant, I'influence des facteurs climatiques, en particulier, la température et I'humidité
sont sans doute les plus déterminants parmi les facteurs naturels limitant les effectifs des
populations d’insectes. De plus, Ballard et al. (1984), Appel & Rust (1986) et Benson (1988)
signalent que les effectifs des Blattes échantillonnées sont influencés par les facteurs de
I'environnement qui varient entre les périodes d’échantillonnage. Les Blattes sont des
insectes ectothermes (Schal et al., 1984) qui doivent garder une température interne
convenable et ceci justifie leur choix d’habitat chauds. La sélection de refuges humides est
interprétée par le fait que les Blattes doivent avoir un acces a l'eau pour éviter la

déshydratation (Rust et al, 1995) car ces insectes sont caractérisés par une grande
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perméabilité cuticulaire (Appel et al., 1986). Les Blattes domestiques se caractérisent

également par leur résistance a la soif et a la faim.
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Chapitre 2 : Toxicité et Biomarqueurs

1. INTRODUCTION

Pendant de nombreuses années, différentes méthodes de lutte ont été appliquées pour
maintenir les populations de cafards dans des limites raisonnables. Les insecticides
conventionnels, utilisés principalement pendant des décennies ont conduit non seulement
a la pollution de l'environnement (Long, 2000), mais aussi a l'apparition de phénomenes
de résistance (Dong et al., 1998). Cette situation a incité le développement de nouvelles
molécules, tels que les régulateurs de croissance des insectes (IGR), et les biopesticides

comme le spinosad et I'azadirachtine.

Ces derniers ont peu d’impact sur les organismes bénéfiques (Dhadialla et al., 2005;
Mordue et al., 2005), mais leurs effets varient selon le stade de développement étudié et
I'espece testée (Schneider et al., 2004). La toxicité des régulateurs de croissance est liée a
leur forte rétention et leur stabilité en tant que composés actifs sur les organismes

(Schneider et al. (2003, 2004)).

Au moment ou l'insecte entre en contact avec l'insecticide, ce dernier pénétre dans
I'organisme et atteint, plus ou moins rapidement, au niveau cellulaire, les protéines et les
enzymes cibles dont il entrave le fonctionnement normal. L’acquisition d"une résistance a
un insecticide représente I'habilité de l'insecte a tolérer des doses de toxines
habituellement 1étal pour la plupart des individus d’une population normale (Mullin &
Scott, 1992). Cette résistance met en jeu un nombre limité de mécanismes (Vontas et al.,
2000) qui se traduisent par une diminution de la pénétration du produit toxique (Valles et
al., 2000), la désensibilisation des sites cibles (Dong et al., 1998 ; Li & Han, 2004) et enfin,
I'induction des processus métaboliques de détoxification se traduisant par I’augmentation
de I'activité de certaines enzymes notamment les monoxygénases a cytochrome P450, les
estérases et les glutathion S-transférases (Ishaaya, 2001 ; Wei et al.,, 2001 ; Enayati et al.,
2005 ; Li et al., 2007). La mise au point d’outils permettant de diagnostiquer les différents
types de résistance en cause a permis de nos jours d’entrevoir des possibilités de gestion
de ce phénomene. Les biomarqueurs représentent 1'un des principaux moyens d’études

(Haubruge & Amichot, 1998). L’inhibition ou l'induction des biomarqueurs sont de bons
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outils écotoxicologiques pour évaluer 1'exposition et les effets potentiels des xénobiotiques

sur I'organisme (Ozmenn et al., 1999 ; Sturn et al., 2000 ; Varo et al., 2001).

Chez les insectes, 1'acétylcholinestérase (EC : 3.1.1.7) est une enzyme clé du systeme
nerveux central, elle est responsable de I'hydrolyse du neurotransmetteur acétylcholine en
choline et acétate au niveau des synapses (Eldefrawi, 1985). L’AChE est la cible des
organophosphorés et des carbamates qui agissent en inhibant son activité catalytique en se
fixant sur le site actif de 'enzyme a la place de I'acétylcholine (Eldefrawi, 1985 ; Haubruge
& Amichot, 1998). Plusieurs insecticides ont différentes affinités pour les sites actifs de
I’AChE. Si l'action de cette enzyme est bloquée, la membrane post-synaptique reste
continuellement excitée ce qui conduit a 'accumulation de 1'acétylcholine dans la région

synaptique provoquant une paralysie et la mort de I'insecte (Haubruge & Amichot, 1998).

Les glutathion-S-transférases (EC: 2.5.1.18) sont des enzymes cytosoliques jouant un

role important dans les mécanismes de détoxification des xénobiotiques (Sue et al., 2006).
L’effet principal des GSTs est de convertir des composés lipophiles en molécules
hydrophiles facilement excrétables (Habig et al., 1974). En effet, comme tout xénobiotique,
les insecticides sont soumis a une panoplie de réactions enzymatiques visant a détoxifier le
produit initial et accélérer son excrétion. Le processus de détoxication enzymatique se
réalise en trois phases dont les principales sont
. Enzymes de phase I dite de fonctionnalisation (oxydases, réductases, hydrolases)
permettant de démasquer les éléments électrophiles ou nucléophiles du xénobiotique.
. Enzymes de phase II dite de conjugaison, qui fixent des dérivés endogenes hydrophiles
(glutathion, glucoside, phosphate, sulfate ou acide glycuronique) sur les groupements fonctionnels
révélés en phase 1. Ces enzymes de conjugaison sont des transférases dont les plus connus sont les
GSTs (Cassier et al., 1997).

Dans ce chapitre, notre étude vise dans une premiere partie, a évaluer la toxicité (doses
létales et temps létaux) de trois molécules, I'azadirachtine, le spinosad et 1'acide borique a
I'égard de B. orientalis, espece de blatte domestique a grand potentiel reproducteur mais
relativement peu étudiée. Les activités AChE et GST ainsi que le taux de GSH, également

déterminés durant différentes périodes (24, 48 et 72 heures) apres traitement, permettront
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de mettre en évidence l'effet neurotoxique des différentes molécules, l'intensité du

mécanisme de détoxication ainsi que le stress oxydatif mis en jeu.

2. RESULTATS

2.1. Efficacité de 1’azadirachtine, le spinosad et 1’acide borique a 'égard des adultes
de B. orientalis

L’efficacité de ces molécules a été testée, chez les adultes nouvellement exuviés de B.
orientalis ; I’administration des pesticides a été réalisée par application topique pour
I'azadirachtine et le spinosad et par ingestion pour l'acide borique. Les doses 1étales et
subléthales (DL50 et DL90), caractérisant la toxicité d"un insecticide ont été déterminées.

2.1.1. Efficacité de l'azadirachtine: Essai insecticide

L’azadirachtine a été utilisé par application topique aux doses de : 43, 86, 172, 343, 686
et 1286 ppm équivalent a 300, 600, 1200, 2400, 4800 et 9000 ng/insecte, sur les adultes de
B. orientalis le jour de 1'émergence (jour 0) ; ces doses ont été retenues apres un screening
préalable. La mortalité observée est notée, au cours de la vie adulte, a 5, 10, 15 et 20 jours
aprées traitement. La mortalité corrigée (Abott, 1925), exprimée en pourcentage, est
représentée dans la figure 20, avec des valeurs variant de 5 % (300 ng/insecte) a plus de
90% (9000 ng/insecte) a 5 jours, de 9% (300 ng/insecte) a plus de 90% (9000 ng/insecte) a
10 jours, de 31% (300 ng/insecte) a 100% (9000 ng/insecte) a 15 jours et de 50% (300
ng/insecte) a 100% (9000 ng/insecte) a 20 jours, avec une relation dose-réponse. La
mortalité enregistrée chez les témoins est de 8,33 +1,3%.

Le classement des doses est déterminé par le test HSD de Tukey. On observe 3
groupes de doses a 5 jours (300 et 600 ; 1200 et 2400 ; 4800 et 9000), 4 groupes a 10 jours
(300 ; 600, 1200 et 2400 ; 4800 ; 9000), et enfin 3 groupes a 15 et 20 jours (300 ; 600, 1200 et
2400 ; 4800 et 9000). Les doses létales (ng/insecte) et les temps létaux (jours) sont ensuite
déterminés a partir de 1'équation de régression exprimant le probit des pourcentages de
mortalité corrigée en fonction du logarithme décimal des doses ou bien des temps. Les
doses létales obtenues, 5, 10, 15 et 20 jours apres traitement, sont, respectivement, de
1937,51, 1349,32, 577,21 et 335,46 ng/insecte pour la DL50 et 8732,18, 6346,27, 1500,93 et
1012,67 pour la DL90 (Tableau 5). Les temps létaux, pour les différentes doses testées, sont
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respectivement de 20,26, 15,27, 14,03, 4,72, 1,32 et 0,91 jours pour la TL50 et de 52,24,
38,96, 35,5, 8,82,7,62 et 2,97 pour la TL90 (Tableau 6).
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Figure 20. Toxicité de l'azadirachtine, administré par application topique, a I'émergence chez les
adultes de B. orientalis : Mortalité corrigée (%) aux différentes doses testées (ng/insecte) en
fonction du temps (jours) (m * s; n = 3 répétitions comportant chacune 20 individus). Les lettres en
minuscule comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

Tableau 5: Toxicité de I'azadirachtine, administré, par application topique, a I'émergence
chez les adultes de B. orientalis: détermination des doses létales (IC: intervalle de
confiance a 95% ; DL50 et DL90 en ng/insecte).

gsz:'g)s Equation de régression  Slope DL50 (IC) DL 90 (IC)

5 v =1,960 x - 1,443 3,21 1937,51 (1602,70 - 2342,00) 8732,18 (8181,69 - 9319,69)
10 y =1,906 x - 0,966 3,32 1349,32 (1139,07 - 1598,37) 6346,27 (5935,79- 6785,12)
15 y = 3,088 x - 0,927 2,09 577,21 (518,06 - 643,11) 1500,93 (1442,10 - 1562,15)
20 y =2,671 x-1,746 2,35 335,46 (295,57 - 380,73) 1012,67 (966,54 - 1060,98)

Tableau 6: Toxicité de 1'azadirachtine, administré, par application topique, a I'émergence
chez les adultes de B. orientalis : détermination du temps létal (IC : intervalle de confiance a

95% ; TL50 et TL9O0 jours).

(ng]/ji(r)lzzzte) Equation de régression  Slope TL50 (IC) TL 90 (IC)
300 y =3,11X +0,93 2,08 20,26 (19,77 - 20,75) 52,24 (49,51 - 55,12)
600 y=3,17x+1,24 2,05 15,27 (14,90 - 15,63) 38,96 (36,70 - 40,79)
1200 y=3,18x+1,24 2,05 14,03 (13,70 - 14,37) 35,5 (34,47 - 36,55)

51



Etude de la biodiversité des Blattes dans les régions semi-arides et arides et évaluation de I'impact d'insecticides chez

Blattella germanica et Blatta orientalis (Dictyoptera, Blattellidae).

2400 y=4,72x+1,82 1,62 4,72 (4,59 - 4,84) 8,82 (8,47 - 9,17)
4800 y =1,68 x +4,98 3,90 1,32 (1,21 -1,41) 7,62 (6,95 - 8,34)
9000 y = 2,50 x + 5,09 2,48 0,91 (0,86 - 0,96) 2,97 (2,78 - 3,16)

2.1.2. Efficacité du spinosad : Essai insecticide

La figure 21 présente les valeurs de pourcentages de la mortalité corrigée, obtenues
aprées traitement avec le spinosad, administré par application topique le jour de
I'exuviation adulte de B. orientalis, a différentes doses : (18, 36, 72, 144, 288 et 722 ppm)
équivalent a (125, 250, 500, 1000, 2000 et 5000 ng/insecte). Les résultats révelent, avec un
effet dose réponse, une augmentation de la mortalité en fonction des doses pour le méme
temps et en fonction du temps pour la méme dose. Les valeurs de la mortalité corrigée
varient de 4 %(300 ng/insecte) a plus de 90% (9000 ng/insecte) a 5 jours, de 14% (300
ng/insecte) a plus de 90% (9000 ng/insecte) a 10 jours, de 38% (300 ng/insecte) a 100%
(9000 ng/insecte) a 15 jours et de 39% (300 ng/insecte) a 100% (9000 ng/insecte) a 20
jours. La mortalité naturelle enregistrée chez les témoins est de 8,33 + 1,3%. Le classement
des doses a permis de mettre en évidence 4 groupes de doses a 5 jours (125 et 250 ; 500 ;
1000 et 2000 ; 5000), 3 groupes a 10 et 15 jours (125 et 250 ; 500 ; 1000, 2000 et 5000), et enfin
3 groupes a 20 jours (125 ; 250 et 500 ; 1000, 2000 et 5000).

La toxicité du spinosad est ensuite définie par les doses létales (ng/insecte) et les
temps létaux (jours) qui sont précisés dans les tableaux 7 et 8. Les DL50 a 5, 10, 15 et 20
jours, apreés traitement, sont respectivement de 1178,1, 546,11, 272,72 et 225,36 ng/insecte
pour la DL50 et de 4207,97, 2527,55, 923,68 et 616,36 ng/insecte pour la DL90. Les temps
létaux (jours), pour les doses de 125, 250, 500, 1000, 2000 et 5000 ng/insecte, sont
respectivement, de 21,82, 19,17, 11,22, 6,26, 3,89 et 2,51 jours la TL 50 et de 57,66, 50,87,
28,85, 27,77,12,44 et 5,48 pour la TL 90.
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Figure 21. Toxicité du spinosad, administré par application topique, a I'émergence chez les adultes
de B. orientalis : Mortalité corrigée (%) aux différentes doses testées (ng/insecte) en fonction du
temps (jours) (m * s; n = 3 répétitions comportant chacune 20 individus). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

Tableau 7: Toxicité du spinosad, administré, par application topique, a I'émergence chez
les adultes de B. orientalis : détermination des doses létales (IC : intervalle de confiance a
95% ; DL50 et DL90 en ng/insecte).

F(I;(:’)Tij Equation de régression Slope DL50 (IC) DL 90 (IC)
5 Y=2,31x-2,11 2,68 1178,1 (964,95 - 1438,32) 4207,97 (3985,94 - 4442,35)
10 Y=1,92 x + 0,27 3,28 546,11 (448,54 - 664,90) 2527,55 (2365,84 - 2700,32)
15 Y=2,41 x- 0,89 2,58 272,72 (245,33 - 303,16) 923,68 (877,06 - 972,79)
20 Y=2,93 x - 1,90 2,18 225,36 (200,69 - 253,06) 616,36 (590,88 - 642,94)
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Tableau 8: Toxicité du spinosad, administré, par application topique, a I'émergence chez
les adultes de B. orientalis : détermination du temps létal (IC: intervalle de confiance a
95% ; TL50 et TL90 jours).

Doses

(ngfinsecte) Equation de régression Slope TL50 (IC) TL 90 (IC)
125 y = 3,038 x + 0,932 2,12 21,82 (21,27 - 22,39) 57,66 (57,42 - 57,90)
250 y =3,122 x + 0,954 2,08 19,17 (19,29 - 20,25) 50,87 (50,32 - 51,42)
500 y=3,124x+1,72 2,08 11,22 (10,95 -11,49) 28,85 (28,00 - 29,72)
1000 y =1,981 x + 3,422 4,76 6,26 (5,87 -6,67) 27,77 (27,55 -27,93)
2000 y =2,539x + 3,502 3,69 3,89 (3,68 - 4,10) 12,44 (12,35-12,51)
5000 y = 3,787x + 3,458 1,83 2,51 (2,01 - 3,13) 5,48 (5,45 - 5,50)

2.1.3. Efficacité de 1’acide borique : Essai insecticide

L’acide borique a été administré par ingestion a différentes doses (10, 20, 40, 60 et 80%)
le jour de I'émergence des adultes de B. orientalis. La figure 22 présente les valeurs
obtenues dans les pourcentages de mortalité corrigée. Cette mortalité varie de 28% (pour
la dose 10%) a plus de 90% (pour la dose 80%) a 5 jours, de 37% (pour la dose 10%) a plus
de 90% (pour la dose 80%) a 10 jours et de 48,87% (pour la dose 10%) a plus de 80% (pour
la dose la plus élevée) a 15 jours, avec une relation dose-réponse. Le classement des doses,
réalisé par le test HSD, indique 2 groupes de doses a 5 jours (10 et 20 ; 40, 60 et 80), 3
groupes a 10 jours (10 et 20 ; 40 et 60 ; 80), et enfin 3 groupes a 15 jours (10 et 20 ; 40 ; 60 et
80).

La toxicité de l'acide borique est ensuite précisée en déterminant les doses létales
(ng/insecte) et les temps 1étaux (jours) a partir de I'équation de régression exprimant le
probit des pourcentages de mortalité corrigée en fonction du logarithme décimal des doses
et des temps. Les DL50 a 5, 10 et 15 jours, apres traitement, sont respectivement de 21,98,
19,05 et 12,95% pour la DL50 et de 79,79, 72,68 et 29,83 % pour la DL90 (Tableau 9). Les
temps létaux, pour les doses de 10, 20, 40, 60 et 80 % sont respectivement, de 16,22, 4,27,
2,57, 1,81 et 1,58 jours pour la TL 50 et de 21,42, 18,87, 12,83, 4,76 et 4,10 pour la TL 90
(Tableau 10).
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Figure 22. Toxicité de I'acide borique, administré par ingestion, a I'émergence chez les adultes de
B. orientalis : Mortalité corrigée (%) aux différentes doses testées (%) en fonction du temps (jours)
(m + s; n = 3 répétitions comportant chacune 20 individus). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

Tableau 9: Toxicité de l'acide borique, administré, par ingestion, a 1'émergence chez les
adultes de B. orientalis : détermination des doses létales (IC : intervalle de confiance a 95% ;
DL50 et DL90 en %).

"I:emps Equation de régression  Slope DL50 (IC) DL 90 (IC)
(jours)
5 Y=2,289 x + 1,928 2,71 21,98 (21,24 - 22,74) 79,79 (77,92 - 81,70)
10 Y=2,204 x + 2,179 2,82 19,05 (18,38 - 19,74) 72,68 (70,56 - 74,86)
15 Y=3,536 x + 1,067 2,86 12,95 (8,42 - 19,90) 29,83 (28,80 - 30,89)

Tableau 10: Toxicité de I'acide borique, administré, par ingestion, a 1'émergence chez les
adultes de B. orientalis : détermination du temps 1étal (IC : intervalle de confiance a 95% ;
TL50 et TL9O jours).

D((:/:)e s Equation de régression  Slope TL50 (IC) TL 90 (IC)
10 y =1,071x + 3,704 1,44 16,22 (16,06 - 16,39) 21,42 (21,30 - 21,53)
20 y =1,985 x + 3,749 3,16 4,27 (4,10 - 4,43) 18,87 (18,72 - 19,02)
40 y =1,835 x + 4,248 3,48 2,57 (2,46 - 2,68) 12,83 (12,72 - 12,93)
60 y =3,035 x + 4,218 2,12 1,81 (1,76 - 1,85) 4,76 (4,75 - 4,81)
80 y =3,101 x + 4,382 2,09 1,58 (1,54 - 1,62) 4,10 (4,07 - 4,12)
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2.2. Biomarqueurs
2.2.1. Activités de I’acétylcholinestérase (AChE)

e Effets de I'azadirachtine

Les valeurs de I'activité spécifique de ’AChE (uM/min/mg de protéines) chez les adultes
males de B. orientalis, témoins et traités, le jour de I'exuviation, a 'azadirachtine (DL50 : 1937,51 et
DL90 : 8732,18 ng/insecte) sont reportées dans la figure 23. L'activité de I’AChE chez les séries
témoins reste constante (19,04 + 1,03 a 24 h; 20,35 + 2,18 a 48 h et 21,32 + 1,88 uM/min/mg de
protéines a 72 heures) ; cette tendance est retrouvée chez les séries traitées. Par ailleurs, aucune
différence significative (p>0,05) n’est observée entre témoins et traités et ceci pour tous les temps et
pour les deux doses testées. L’analyse de la variance a deux critéres de classification (ANOVA) ne
révele aucune différence entre les traitements ou bien entre les temps (p>0,05). L’azadirachtine ne

semble pas étre neurotoxique.
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Figure 23. Effets de l'azadirachtine, administré par application topique a 1937,51 et 8732,18
ng/insecte, le jour de 'exuviation des adultes de B. orientalis, sur l'activité spécifique de ’AChE
(uM/min/mg de protéines) (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du
méme temps entre les séries au seuil de 0,05.
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e Effets du spinosad

Le spinosad administré a 1178,1 et 4207,97 ng/insecte (DL50 et DL90 respectivement), le
jour de I'exuviation adulte de B. orientalis, inhibe 1'activité spécifique de I’AChE (Figure 24) apreés,
24, 48 et 72 heures de traitement ; I'analyse statistique révele, pour les trois temps, une réduction
significative aussi bien pour la DL50 (p=0,042 ; 0,032 et 0,021) que pour la DL 90 (p=0,008 ; 0,009 et
0,006). Il est a noter, par ailleurs, que le traitement montre un effet dose a 48 (p=0,004) et 72 heures
(p=0,024). L’analyse de la variance a deux criteres de classification révele des différences
significatives dans le traitement (p<0,001), et l'interaction traitements-temps, mais aucune

différence n’est constatée entre les temps (p>0,05).
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Figure 24. Effets du spinosad, administré par application topique a 1178,1 et 4207,97 ng/insecte, le
jour de I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur I'activité spécifique de I’AChE (uM/min/mg
de protéines) (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du méme temps
entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets de l'acide borique

Le profil de l'activité spécifique de I’AChE chez les adultes males de B. orientalis traités,
par ingestion, le jour de l'exuviation, a l'acide borique (DL50: 21,98 % et DL90: 79,79 %) est
représenté dans la figure 25. I est observé que linsecticide réduit de maniére significative,

comparativement aux témoins, l'activité de I’AChE, apres 48 h (p=0,05) et 72 h de traitement
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(p=0,005 et 0,05) pour la DL50 et la DL90 respectivement. L’analyse statistique des données
(ANOVA) révele des différences significatives (p<0,001) dans le traitement, mais aucune différence

n’est constatée entre les temps ou dans l'interaction traitements-temps.
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Figure 25. Effets de I'acide borique, administré par ingestion a 21,98 % et 79,79 %, le jour de
I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur l'activité spécifique de I’AChE (uM/min/mg de
protéines) (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du méme temps entre
les séries au seuil de 0,05.

2.2.2. Comparaison de I’effet des molécules sur l’activité spécifique de ’AChE

Les activités spécifiques de I’AChE, enregistrées chez les adultes males de B. orientalis,
témoins et traités a la DL50 et DL90 des différentes molécules testées, sont représentées dans les
tableaux 11 et 12. L’analyse statistique permet de mettre en évidence des différences significatives
entre le spinosad et les deux autres molécules testées, I’azadirachtine et I'acide borique. De plus,
on note que le spinosad (DL50 et DL90) est le traitement le plus efficace. Par contre, 'azadirachtine
ne présente aucun effet pour tous les temps étudiés et pour les deux doses testées (DL50 et DL90).
Les résultats de l'analyse de la variance (ANOVA) a un critére de classification relatifs a la
comparaison entre les divers traitements utilisés apres chaque temps d’exposition montrent des

différences hautement significatives apres 24 (p=0,003 et 0,001), 48 (p<0,001) et 72 h (p<0,001) de

traitement pour la DL50 et la DL90.
58



Etude de la biodiversité des Blattes dans les régions semi-arides et arides et évaluation de I'impact d'insecticides chez

Blattella germanica et Blatta orientalis (Dictyoptera, Blattellidae).

Tableau 11: Effets de 'acide borique, de 'azadirachtine et du spinosad (DL50), appliqués le jour
de l'exuviation des adultes de B. orientalis, sur l'activité spécifique de I’AChE (uM/min/mg de

protéines) (m + sem, n=4).

Traitement

Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Temps (heure P
*%
24 1940£0,19a | 1893+0,70a 18,33+0,19a 15,25+0,99b
p=0,003
k%
48 2036+1,00a | 1757+048Db | 20,04+092a 16,06 £0,04 b
p<0,001
72 21,32+0,63 a 16,48 +0,25b 20,89 £0,66 a 16,64 £1,19Db
p=0,001

Tableau 12: Effets de 'acide borique, de 'azadirachtine et du spinosad (DL90), appliqués le jour
de I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur l'activité spécifique de I’AChE (uM/min/mg de

protéines) (m + sem, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Temps (heure P
24 1940+0,19a | 16,69+1,43a 18,29+0,35a 14,07 +£041b P=0,001
48 20,36+1,00a | 1613+1,25b 19,18 £0,39 a 13,18 £0,20 b
p<0,001
*k%
72 21,32+0,63a | 17,77+£0,82b 18,39+0,31 a 11,34 +£0,51 b
p<0,001

® Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05).
® Les lettres en minuscule comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil p<0,05

Un classement des différents traitements utilisés selon leurs effets sur l'activité spécifique de
I’AChE a été réalisé grace a la méthode HSD de Tukey. Ce classement par ordre décroissant de
'activité de I'enzyme est résumé dans les tableaux 13 et 14. Les résultats mettent en évidence
I'existence de 2 groupes pour la DL50, aussi bien a 24, 48 et 72 heures apres traitement. A 24
heures, on distingue un premier groupe représenté par les témoins, l'acide borique et
I'azadirachtine et un deuxiéme groupe renfermant le spinosad. A 48 et 72 heures, le premier
groupe est composé des témoins et de I’azadirachtine, alors que le deuxieme groupe est constitué
du spinosad et de I'acide borique. Il est donc clairement noté que seul le spinosad présente un effet

apres 24h, mais apres 48h, le spinosad et I'acide borique réduisent 1’activité de I’AChE de maniere
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comparable. Cependant, aprées 72h, seuls 'acide borique et le spinosad peuvent induire un effet
similaire sur I'inhibition de ce biomarqueur.

Pour la DL90, les traités et les témoins sont regroupés en 2 classes a 24, 48 et 72 heures, le
premier groupe renferme les témoins et les traités a ’azadirachtine, le second groupe constitue
’acide borique et le spinosad.

Seuls le spinosad et l'acide borique présente un effet apres 24, 48 et 72 h, et ils réduisent

'activité de I’AChE de maniére comparable.

Tableau 13: Classement par ordre décroissant de I'activité spécifique de ’AChE (uM/min/mg de
protéines), chez les adultes de B. orientalis, aprés traitement (DL50) a I'émergence aux différentes
molécules : test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 19,40 a

24 Acide borique 18,93 a
Azadirachtine 18,33 a

Spinosad 15,25 b

Témoins 20,36 a

48 Azadirachtine 20,04 a
Acide borique 17,57 b

Spinosad 16,06 b

Témoins 21,32 a

72 Azadirachtine 20,89 a
Spinosad 16,64 b

Acide borique 16,48 b

Tableau 14: Classement par ordre décroissant de I'activité spécifique de ' AChE (uM/min/mg de
protéines), chez les adultes de B. orientalis, apreés traitement (DL90) a I'émergence aux différentes
molécules : test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 19,40 a

24 Azadirachtine 18,29 a

Acide borique 16,69 b

Spinosad 14,07 b

Témoins 20,36 a

48 Azadirachtine 19,18 a

Acide borique 16,13 b

Spinosad 13,18 b

Témoins 21,32 a
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72 Azadirachtine 18,39 A
Acide borique 17,77 B
Spinosad 11,34 B

2.2.3. Activité des glutathions-S-transférases (GSTs)

e Effets de 'azadirachtine

Le profil de I'activité spécifique des GSTs chez les adultes males de B. orientalis, traités a
I'azadirachtine (DL50: 1937,51 et DL90 : 8732,18 ng/insecte), le jour de l'exuviation, est précisé
dans la figure 26. Chez les témoins, 1'activité spécifique des GSTs est comparable (p>0,05) a 24, 48
et 72 h apres traitement. Par contre, chez les séries traitées, une augmentation significative
(p<0,001) est signalée a 48h et 72h. L’insecticide induit, comparativement aux témoins, une
augmentation significative de l'activité de ce biomarqueur apres 48 et 72h (p<0,001 et 0,002
respectivement) pour la DL50 et a 24, 48 et 72 heures (p<0,001 ; <0,001 et 0,01 respectivement) apres
traitement pour la DL90, avec un effet dose a 48 et 72 heures. Les valeurs maximales enregistrées a
72h sont de 865,29 + 34,14 et 880,11 * 88,41 um/min/mg de protéines pour la DL50 et la DL90
respectivement, contre 141,52 + 13,02 um/min/mg de protéines pour les témoins. L’ANOVA
confirme ces résultats et révele un effet temps (p<0,001), mais aussi des effets traitement et

interaction traitement-temps hautement significatifs (p<0,001).
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Figure 26. Effets de l'azadirachtine, administré par application topique a 1937,51 et 8732,18
ng/insecte, le jour de I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur l'activité spécifique des GSTs
(uM/min/mg de protéines) (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du
méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets du spinosad

Le spinosad, administré le jour de I'exuviation des adultes males de B. orientalis, induit une
augmentation significative de l'activité spécifique des GSTs aprés 24 (p=0,027 et <0,001), 48
(p<0,001) et 72h (p=0,002 et 0,003) de traitement pour la DL50 (1178,1 ng/insecte) et la DL90
(4207,97 ng/insecte) respectivement (Figure 27); il est remarqué, en outre, un effet dose-
dépendant apres 24 (p=0,024) et 48 heures (p=0,036) de traitement. L’analyse statistique (ANOVA)
révele des différences hautement significatives (p<0,001) dans le traitement, le temps et
l'interaction traitement-temps (p<0,001). L’activité des GSTs augmente pour atteindre des valeurs
maximales de 671,12 + 17,28 pym/min/mg protéines pour la DL50 et de 736,10 £+ 57,73 um/min/mg
protéines pour la DLI0 apres 72 heures de traitement ; la valeur chez les témoins a ce méme temps

est de 141,52 + 13,02 pym/min/mg protéines.
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Figure 27. Effets du spinosad, administré par application topique a 1178,1 et 4207,97 ng/insecte, le
jour de I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur I'activité spécifique des GSTs (uM/min/mg de
protéines) (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du méme temps entre
les séries au seuil de 0,05.

o Effets de l'acide borique

Chez les traités, I'acide borique administré par ingestion, chez les adultes de B. orientalis,
aux deux doses (DL50: 21,98 % et DL90: 79,79 %), induit une augmentation significative de
l'activité spécifique des GSTs, comparativement aux témoins mais sans effet dose (p>0,05) au cours
de la période testée (24, 48 et 72 h). L'insecticide entraine une élévation significative l'activité de
I'enzyme des 24 h de traitement a la DL50 et a la DL90 (p=0,004 ; 0,001 respectivement). A 48
heures, I'activité spécifique des GSTs atteint des valeurs de 197,02 + 5,56 pm/min/mg protéines
sous l'effet de la DL50 (p=0,005) et de 206,39 + 1,71 um/min/mg protéines sous l'effet de la DL90
(p=0,004). A 72 heures, I'activité des GSTs atteint des valeurs de 219,84 * 4,89 um/min/mg
protéines (p=0,027) et de 221,98 + 6,41 um/min/mg protéines (p=0,039) respectivement pour la
DL50 et la DL90 (Figure 28). Un effet dose est noté a tous les temps. L’analyse de la variance a
deux criteres de classification révele des différences hautement significatives (p<0,001) dans le
traitement. Cependant, aucune différence n’est enregistrée entre les temps ou dans l'interaction
traitement-temps (p>0,05).
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Figure 28. Effets de I'acide borique, administré par ingestion a 21,98 % et 79,79 %, le jour de
I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur l'activité spécifique des GSTs (UM/min/mg de
protéines) (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du méme temps entre
les séries au seuil de 0,05.

2.2.4. Comparaison de I’effet des molécules sur I’activité spécifique des GSTs

Le tableau 19 regroupe les différentes activités des GSTs enregistrées chez les séries témoins et
traitées (acide borique, spinosad et azadirachtine) des adultes méales de B. orientalis. L’analyse
statistique, révele des différences significatives entre 1'acide borique, I'azadirachtine et le spinosad
a 48 et 72 heures pour la DL50 et a tous les temps pour la DL90 (Tableaux 15 et 16). LANOVA met
en évidence des différences hautement significatives (p<0,001) a 24, 48 et 72 h entre les différents
traitements utilisés et pour les deux doses (DL50 et DL90). De plus, on remarque que
'azadirachtine a un d’effet beaucoup plus marqué comparativement aux autres molécules et cela a
48 et 72 heures. Par contre a 24h, le spinosad est le plus efficace avec les deux doses testées.

Tableau 15: Effets de I'acide borique, de 1'azadirachtine et du spinosad (DL50), appliqués le jour
de I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur l'activité spécifique des GSTs (uM/min/mg de
protéines) (m + sem, n=4).
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Traitement
Témoins Acide borique Azadirachtine Spinosad ANOVA
Temps (heure P

24 128,19 £8,28 a 19540 +£5,80b | 278,93 £65,61ab | 327,60 £38,91 b
p<0,001

48 13043 +3,74 a 197,02 + 5,56b 658,06 +17,06 ¢ 568,07 £9,30 d
p<0,001

k%

72 141,52 +13,02a | 206,39 +1,71b 865,29 + 34,14 c 671,12 +17,28 d

p<0,001

Tableau 16: Effets de 'acide borique, de 'azadirachtine et du spinosad (DL90), appliqués le jour
de I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur l'activité spécifique des GSTs (uM/min/mg de
protéines) (m + sem, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Temps (heure p
*k%
24 128,19 +8,28 a 214,10 £ 6,67 b 331,17 +£2,79 ¢ 463,95 +£14,57 d
p<0,001
48 130,43 £3,74 a 219,84 +4,89b | 766,04 +11,67c | 702,07 £22,66 d
p<0,001
*h*k
72 141,52 +13,02a | 221,98+6,41b | 880,11+88,41c | 736,10+57,73d
p<0,001

® Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05).
® Les lettres en minuscule comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

Enfin, le classement par ordre croissant des molécules (DL50), relatif a 1'activité des GSTs apres
les différents temps d’exposition grace au test de Tukey (Tableau 17) a permis d’identifier 3
groupes distincts a 24, 48 et 72 h: le premier groupe, englobe les témoins, le deuxieme groupe
représente le traitement a l'acide borique, et le dernier groupe renferme 1'azadirachtine et le
spinosad. Ainsi, 'azadirachtine et le spinosad sont des molécules pour lesquelles le processus de
détoxification mis en jeu est le plus important.

Pour la DLI0, le classement relatif a I'activité des GSTs (Tableau 18), a permis de mettre en
évidence 4 groupes distincts a 24 h, chacun étant représenté par une molécule avec le spinosad qui
montre I'effet le plus important. A 48 et 72 h, 3 groupes sont constatés : le premier groupe, englobe
les témoins, le deuxiéme représente le traitement a I'acide borique et le troisiéme 1’azadirachtine et
le spinosad ; il faut souligner que ces deux molécules ont un effet similaire mais plus important
que l'acide borique.

Tableau 17: Classement par ordre croissant de l'activité spécifique des GSTs (uM/min/mg de
protéines), chez les adultes de B. orientalis, aprés traitement (DL50) a I'émergence aux différentes
molécules : test HSD de Tukey.

Temps (heures) ‘ Traitements Valeurs moyennes Groupes
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Témoins 128,19 A

24 Acide borique 195,40 B
Azadirachtine 278,93 C

Spinosad 327,60 C

Témoins 130,43 A

48 Acide borique 197,02 B
Spinosad 568,07 C

Azadirachtine 658,06 C

Témoins 141,52 A

72 Acide borique 206,39 B
Spinosad 671,12 C

Azadirachtine 865,29 C

Tableau 18: Classement par ordre croissant de l'activité spécifique des GSTs (uM/min/mg de
protéines), chez les adultes de B. orientalis, aprés traitement (DL90) a I'émergence aux différentes
molécules : test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 128,19 A

24 Acide borique 214,10 B
Azadirachtine 331,17 C

Spinosad 463,95 D

Témoins 130,43 A

48 Acide borique 219,84 B
Spinosad 702,07 C

Azadirachtine 766,04 C

Témoins 141,52 A

72 Acide borique 221,98 B
Spinosad 736,10 C

Azadirachtine 880,11 C

2.2.5. Taux du Glutathion
e Effets de 'azadirachtine
L’azadirachtine, administré, le jour de I'exuviation de B. orientalis, a deux doses testées
(DL50 : 1937,51 et DL90 : 8732,18 ng/insecte), diminue significativement le taux du glutathion a 24
(0,005 et 0,001), 48 (p=0,001 et <0,001) et 72 heures (p<0,001 et 0,001) apres traitement par la DL50 et
la DL90 respectivement (Figure 29) ; la comparaison des valeurs entre séries traitées révele un effet
dose a tous les temps.
L’analyse de la variance montre des différences significatives dans le traitement (p<0,001), le

temps (p<0,001) et I'interaction traitements-temps (p<0,001).
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Figure 29. Effets de l'azadirachtine, administré par application topique a 1937,51 et 8732,18
ng/insecte, le jour de I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur le taux de la GSH (uM/mg de
protéines) (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du méme temps entre
les séries au seuil de 0,05.

o Effets du spinosad

Le taux du glutathion chez les adultes de B. orientalis traités, le jour de I'exuviation, au
spinosad (DL50 : 1178,1 et DL90 : 4207,97 ng/insecte) est représenté dans la figure 30. L'insecticide
réduit, de maniere significative et aux deux doses testées, le taux du GSH a 24 (p=0,002 et <0,001),
48 (p<0,001) et 72 heures (p=0,002 et <0,001) apres traitement, comparativement aux témoins ; il est
noté également un effet dose pour tous les temps. L'analyse statistique (ANOVA) révele des
différences significatives dans le traitement (p<0,001), le temps (p<0,001) et linteraction

traitements-temps (p<0,001).
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Figure 30. Effets du spinosad, administré par application topique a 1178,1 et 4207,97 ng/insecte, le
jour de I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur le taux de la GSH (uM/mg de protéines) (m +
sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du méme temps entre les séries au
seuil de 0,05.

o Effets de l'acide borique
Le taux du glutathion (uM/mg de protéines) chez les adultes de B. orientalis, témoins et
apres 24, 48 et 72 heures de traitement avec 1'acide borique (DL50 : 21,98 % et DL90 : 79,79 %) est
précisé dans la figure 31. Le taux du glutathion chez les séries témoins reste constant au cours des
différents temps d’exposition (p>0,05). Cependant, chez les traités, une diminution significative du
taux du glutathion est enregistrée a la DL50 (p=0,002 ; 0,014 et 0,001 respectivement) et a la DL90
(p<0,001), avec un effet dose-dépendant (p=0,001 ; 0,008 et 0,001 respectivement) apres 24, 48 et 72
heures de traitement.
L’analyse de la variance (ANOVA), révele des différences significatives pour le critere
traitement (p<0,001), Cependant, aucune différence n’est enregistrée pour le temps ou dans

l'interaction traitements-temps (p>0,05).
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Figure 31. Effets de I'acide borique, administré par ingestion a 21,98 % et 79,79 %, le jour de
I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur le taux de la GSH (uM/mg de protéines) (m + sem,
n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de
0,05.

2.2.6. Comparaison de I'effet des molécules sur le taux du glutathion

Les taux du glutathion GSH enregistrés chez les adultes males de B. orientalis témoins et traités
a la DL50 et la DL90 des différentes molécules testées sont représentés dans les tableaux 19 et 20.
La comparaison permet de mettre en évidence des différences significatives entre les témoins et les
molécules utilisées, mais aussi entre 1'acide borique, I'azadirachtine et le spinosad a 24, 48 et 72
heures. De plus, on note que l'azadirachtine est la molécule qui a le plus d’effets a 48 et 72 h, mais
a 24 h, le spinosad est le plus efficace et cela pour les deux doses appliquées. Les résultats de
I'analyse de la variance (ANOVA) a un critére de classification relatifs a la comparaison entre les
divers traitements (DL50 et DL90) montrent des différences hautement significatives (p<0,001)
pour tous les temps (24, 48 et 72 heures).
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Tableau 19: Effets de 'acide borique, de 'azadirachtine et du spinosad (DL50), appliqués le jour
de I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur le taux du glutathion GSH (uM/mg de protéines)
(m £ sem, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANgVA
Temps (heures)

24 283,80+2,44a | 26409+237b | 25631 +£2,80c | 24517+2,32d

p<0,001
k%

48 285,86 +0,88a | 261,85+3,42b | 19545+4,27c | 203,35+2,74c
p<0,001

72 288,03+1,95a | 259,03+1,61b 98,29+1,35c | 18535+3,03d
p<0,001

Tableau 20: Effets de I'acide borique, de 1'azadirachtine et du spinosad (DL90), appliqués le jour
de I'exuviation des adultes de B. orientalis, sur le taux du glutathion GSH (uM/mg de protéines)
(m + sem, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANSVA
Temps (heure
24 283,89+2,44a | 21870+£3,28b | 227,16 +4,37b | 211,82+2,22c
p<0,001
48 285,86 +0,88a | 21517 +2,78b | 144,71 £0,54c 156,44 +3,92 d
p<0,001
Hkok
72 288,03+1,95a | 214,53 +3,50b | 86,24 +5,49 c 117,52 +1,04 d
p<0,001

® Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05).
® Les lettres en minuscule comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

Un classement par ordre décroissant du taux de GSH est résumé dans le tableau 21. Les
résultats mettent en évidence I'existence de 2 groupes pour la DL50, aussi bien a 24 et 48 heures ; le
premier est représenté par les témoins, le second groupe par 1'acide borique, I’azadirachtine et le
spinosad. A 72 heures, 3 groupes sont constatés, les témoins représentent le premier groupe,
'acide borique et le spinosad forment le deuxieme groupe et 'azadirachtine, le troisieme groupe.
Pour la DL90, le classement relatif au taux de la GSH (Tableau 22), a permis de mettre en évidence
2 groupes distincts a 24h, le premier est représenté par les témoins, le second, par I'azadirachtine,
I'acide borique et le spinosad. A 48 et 72 h, 3 groupes sont constatés : le premier groupe, englobe
les témoins, le deuxiéme représente le traitement a 1'acide borique et le spinosad et le dernier

renferme 'azadirachtine.
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Tableau 21: Classement par ordre décroissant du glutathion (uUM/mg de protéines), chez les
adultes de B. orientalis, apres traitement (DL50) a 1'émergence aux différentes molécules : test HSD
de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 283,89 A

24 Acide borique 264,09 B
Azadirachtine 256,31 B

Spinosad 245,17 B

Témoins 285,86 A

48 Acide borique 261,85 B
Spinosad 203,35 B

Azadirachtine 195,45 B

Témoins 288,03 A

72 Acide borique 259,03 B
Spinosad 185,35 B

Azadirachtine 98,29 C

Tableau 22: Classement par ordre décroissant du glutathion (uM/mg de protéines), chez les
adultes de B. orientalis, apres traitement (DL90) a 1'émergence aux différentes molécules : test HSD
de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 283,89 A

24 Azadirachtine 227,16 B
Acide borique 218,70 B

Spinosad 211,81 B

Témoins 285,86 A

48 Acide borique 215,17 B
Spinosad 156,44 B

Azadirachtine 144,71 C

Témoins 288,03 a

72 Acide borique 214,52 b
Spinosad 117,51 b

Azadirachtine 86,23 C
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3. Discussion:

3.1. Toxicologie des différentes molécules

Dans notre étude, nous avons évalué la toxicité de I'azadirachtine et le spinosad par
application topique et l'acide borique par ingestion, sur des adultes de B. orientalis
nouvellement exuviés. Nos résultats révelent que ces composés ont entrainé une mortalité
avec un effet dose et un effet temps ; en effet, les valeurs des DL50 et DL90 ont diminué en
fonction du temps. La toxicité des pesticides utilisés se manifeste par des symptomes
comme une paralysie et des mouvements désorientés des blattes. Ces observations sont les
mémes que celles décrites avec 'acide borique (Habes et al., 2006) ou encore avec le

spinosad (Maiza et al., 2013).

L’innocuité des dérivés de neem a été largement reportée dans la bibliographie, a I'égard de
plusieurs prédateurs et parasitoides, malgré leurs effets néfastes enregistrés dans les conditions de
laboratoire (Schmutterer, 1997). Cependant, 1'azadirachtine montre des variations de mortalités en
fonction de I'ordre des insectes. Les résultats obtenus chez B. orientalis montrent une DL50 qui est
de 1937,51 ng/insecte correspondant a la CL50 de 277 ppm. Schistocerca gregaria et plusieurs
espéces de lépidopteres montrent une forte sensibilité avec de tres faible dose (0,007 ppm), tandis
que chez les espéeces d’hémipteres et de coléopteres, la CL 50 est de 100 ppm (Mordue et al., 2005).
Cependant, d’autres especes sont moins sensibles et chez Damalinia limbat, une concentration de
650 ppm réduit la population aprés 2 a 18 semaines de traitement (Habluetzel et al., 2007). Les
mémes résultats ont été obtenus sur Damalinia ovis (Heath et al.,, 1995; Guerrini, 2000), et sur
plusieurs groupes d’insectes phytophages (Liu & Stansly, 1995 ; Mitchell et al., 2004 ; Kumar et al.,
2005). De plus, Tang et al. (2002) ont noté peu d'impact sur la survie des adultes d'un Aphidiinae,
Lysiphelbus testaceipes (Cresson), exposé a un agrume plongé dans une suspension d’azadirachtine.
Par ailleurs, 1’azadirachtine a une sélectivité remarquable, et ne présente aucune toxicité a 1’égard

des vertébrés méme avec de tres fortes concentrations (Mordue et al., 2005).

Le spinosad, agent de controle tres efficace (Brickle et al., 2001) particulierement contre les
Lépidoptéres (Wanner et al., 2000), est un biopesticide, provoquant des contractions

musculaires involontaires, a cause du prolongement de l'hyperexcitation de l'insecte,

entrainant une paralysie, en raison de la fatigue neuromusculaire. Par ailleurs, le pesticide
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montre des symptomes neurotoxiques aigues chez les insectes, caractérisés par une
pseudoparalysie, ainsi nommée parce que les insectes empoisonnés semblent étre
paralysés, mais peuvent se déplacer, (Wing et al., 2005). Le spinosad, neurotoxique, agit
sur le récepteur nicotinique de l'acétylcholine (nAChR), mais dans des sites différents de
ceux de l'imidaclopride (Rinkevich et al., 2012). Chez B. orientalis, les résultats sur la
toxicité montrent des DL50 et DL90 de 1178,1 et 4207,97 ng/insecte, correspondant a des
CL respectivement de 168 et 601 ppm. Le spinosad semble étre moins efficace chez B.
orientalis par rapport a B. germanica ; en effet, I'application topique du spinosad sur B.
germanica, a révélé des DL50 de 429 ng/insecte apres 6 jours de traitement (Maiza et al.,
2013 ; Nasirian et al., 2011). Le spinosad est environ 50 fois moins toxique que les autres
insecticides ; en effet, il est noté pour le fipronil (DL50 = 3,9 ng/insecte), I'imidaclopride
(96 ng/ insecte), la deltamethrin (5,4 ng/ insecte) et la permethrine (75 ng/ insecte) (Maiza
et al., 2013).

Les travaux d’El Aw et al. (2008), montrent des concentrations létales (CL50) de
spinosad de 20,05 et 16 ppm chez les males et de 26,96 et 19,11 ppm chez les femelles de
Bactrocera zonata a 24 et 48 heures respectivement apres traitement. El Aw, (2003), note des
CL50 du spinosad de 94,4 et 78,3 ppm a 24 et 48 heures, respectivement, a I'égard des
larves du deuxieme stade de Spodoptera littoralis. Le spinosad semble plus toxique sur les
adultes de B. zonata que sur les larves de S. littoralis (E1 Aw, 2003).

Le spinosad a été utilisé dans plus de 30 pays pour controler les lépidopteres, les
coléopteres, les dipteres et les thysanopteres (Thompson et al., 2000 ; Williams et al., 2004).
Il a montré une toxicité élevée contre les lépidoptéres (Burkness et al., 2003; Wing et al.,
2000) et les coléopteres (Galvan et al., 2005), et une faible toxicité pour les prédateurs des
arthropodes et les parasitoides (Medina ef al., 2001, 2003 ; Cisneros et al., 2002 ; Galvan et
al., 2005) tels que : Orius spp, Chrysopa spp, Coccinelidés et les mites Phytoseiulus persimilis
(Bret et al., 1997). De plus, il cause une mortalité élevée chez un hyménoptere, Hyposoter
didymator (Schneider et al., 2004) et chez un Névroptere, Chrysoperla carnea (Mandour,
2009). C’est le produit le plus toxique, lorsqu'il est appliqué par voie topique (Salgado et
al., 1998). Cependant, il semblerait que l'activité insecticide du spinosad dépend des
especes et est liée aux sous-unités des nAChr (Rinkevich & Scott, 2012). Par ailleurs, cette

différence de sensibilité pourrait aussi étre expliquée par la régulation intracellulaire des
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récepteurs et des canaux ioniques ciblée par les insecticides qui est un processus signalé
récemment (Lavialle-Defaix et al., 2010)

De nombreuses études ont démontré I'efficacité des borates dans la préservation du
bois contre les termites (Gay & Schulz, 1965 ; Becker, 1966 ; Johnson & Gutzner, 1978 ;
Chen et al., 1986). Barson, en 1982 utilise 'acide borique a une dose de 50 % contre les
blattes germaniques et il constate une mortalité au bout de 7 jours, un temps létal (TL50)
de 3,3 jours et une TL95 de 6,8 jours. Wright & Hillman en 1973, constatent que
I'application de I’acide borique en poudre contre B. germanica réduit la population dans les
appartements de 95 % pendant deux semaines, de 37 % pendant 1 mois et de 98 % pendant
6 mois. Ebeling et al. (1975) observe une mortalité de 50 % au bout de 52 heures chez les
blattes germaniques traitées a I’acide borique (40 %). Les travaux de Habes et al. (2006) sur
B. germanica, montrent que les doses 1étales (DL50 et DL90) de I’acide borique enregistrées
a 144 h sont de 8,2 et 49,62 % respectivement. Par contre la sensibilité semble moindre chez
B. orientalis, ou nos résultats montrent des doses plus fortes (21,98 % pour la DL50 et
79,79 % pour la DL90). Par ailleurs, la combinaison de l'acide borique (0,05g) et du
champignon, Metarhizium anisopliae (Deuteromycota: Hyphomycetes) (0,4g) a provoqué la
mortalité de 100% de la population de B. germanica apreés 8 jours (Zurek et al., 2002). Chez
les Blattes adultes, "acide borique est moins toxique que les insecticides conventionnels ;
en effet, la DL50 du malathion est de 464,8 pg/g, (Abd-Elghafar et al., 1990) et la
cyperméthrine 0,90 pg/g (Vontas et al., 2000); le fipronil et le chloropyrifos présentent
respectivement une DL50 de 0,03 et 0,06 png/g (Kaakeh et al., 1997)

Les résultats obtenus indiquent, également, que la dose dépend du temps de traitement
pour tous les pesticides ; en effet, Strong et al. (1993) et Rust et al. (1995) observent que les
adultes de B. germanica traités par 1'acide borique, présentent une dose létale de 150 a 200
ng/insecte et constatent que le temps décroit au fur et a mesure que l'acide borique est
consommé; I'appat contenant 20 % d’acide borique provoque une mortalité des blattes au
bout de 10 jours alors que celui contenant 2,5 % d’acide borique provoque une mortalité
au bout de 30 jours. Le mode d’action de I'acide borique vis a vis des insectes, est inconnu,

mais on suggere une destruction du tractus digestif (Ebeling, 1975).

3.2. Biomarqueurs enzymatiques
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La lutte chimique contre les organismes nuisibles (rongeurs, arthropodes vecteurs de maladies
ou ravageurs de culture) se traduit invariablement par la sélection d’individus résistants, c’est a
dire capable de survivre et de se reproduire malgré la présence dans leur environnement de
composés toxiques pouvant tuer des individus dits sensibles (Magnin et al., 1985).

En dépit des diversités chimiques des insecticides et biologiques des ravageurs, seulement un
petit nombre de mécanismes enzymatiques est capable de détoxifier les insecticides en métabolites
moins toxiques (Soderlund, 1997). Ces mécanismes sont généralement classés en trois:

Le premier est dii a une diminution de la pénétration cuticulaire qui est un mécanisme de
résistance de moindre importance mais qui peut contribuer en association avec d’autres a
augmenter le niveau de résistance (Georghiou, 1994 ; Pasteur & Reymond, 1996 ; Taylor &
Feyereison, 1996).
Le deuxiéme mécanisme, relativement le plus important, assure une bonne détoxication des
différents tissus de 1'organisme, est lié a une augmentation du taux des divers enzymes de
détoxification (Soderlund, 1997) tells que les mono-oxygénases a cytochrome P450 (Kassi et al.,
1998 ; Scott, 1999), les estérases (Field et al., 1999 ; Zhu et al., 1999 ; Harold & Ottea, 2000) et les
glutathions-S-transférases (Parapanthadara et al., 2000 ; Yu & Abo-Elghar, 2000 ; Sun et al., 2001).
Enfin, le troisiéme mécanisme qui traite de l'altération des sites cibles et leur
insensibilité aux insecticides. Parmi ces sites cibles, on note les canaux sodium, les
récepteurs GABA et surtout une enzyme clé du systéme nerveux, 1'acétylcholinestérase
(Rufingier et al., 1999 ; Tomita et al., 2000 ; Siegfreid & Scharf, 2001).
La compréhension des altérations biochimiques, essentiellement enzymatiques, induites par
'exposition aux pesticides pourrait contribuer a prédire 1'effet toxique se produisant au niveau de
I'organisation biologique (Fransco & Guilhermino, 2002) et orienter ainsi, les organismes

décideurs, vers un choix raisonné dans les molécules par rapport a I'agent nuisible a controler.

3.2.1. Effets des insecticides sur l’activité de ’acétylcholinestérase:

Les activités neurologiques et comportementales des animaux peuvent étre
extrémement sensibles a la contamination environnementale (Doving, 1991; Scherer, 1992;
Silbergeled, 1993; Costa, 1996).

Plus de 90 % des insecticides de synthése sont des organophosphorés, des carbamates
et des pyréthrinoides, avec des sites d’action localisés dans le systeme nerveux, dont

'acétylcholinestérase (AChE) est le plus important (Haubruge & Amichot, 1998).
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L’AChE, estérase appartenant a la famille des hydrolases, est une enzyme clé du
systéme nerveux central des insectes, elle joue un role crucial dans la neurotransmission
cholinergique par I'hydrolyse rapide du médiateur chimique, 1'acétylcholine (Guédes et
al., 1997 ; Jensen, 1998 ; Ischaaya, 2001). En effet, I'influx nerveux arrivant dans la
terminaison pré-synaptique entraine une libération d’acétylcholine qui se fixe sur des
récepteurs membranaires post-synaptique. Cette fixation permet I'ouverture des canaux
sodium et potassium qui entraine la dépolarisation de l’élément post-synaptique.
L’hydrolyse de I'acétylcholine par I’AChE permet la fermeture des canaux associés aux
récepteurs du neurotransmetteur. L’AChE est un site cible de divers insecticides a action
neurotoxique, essentiellement les organophosphorés et les carbamates (Cassanelli et al.,
2006 ; Alout et al., 2007). La résistance a ces composés se traduit par une réduction de
I'inhibition de cette enzyme (désensibilisation), phénomene résultant de 1'utilisation
intensive de ces pesticides (Bisset et al., 2006). En effet, I’exposition a des insecticides peut
conduire progressivement a une inhibition irréversible de I’AChE, et produit un effet
toxique défini par un changement structural ou une altération fonctionnelle du systeme
nerveux (Braquenier, 2009 ; Samuel & Laurent, 2005). La désensibilisation de I’AChE aux
effets de divers pesticides en relation avec le développement de phénomenes de résistance
a été largement rapportée dans la littérature.

L’analyse de nos résultats obtenus aprés dosage de I'activité enzymatique de 1"’ AChE
chez B. orientalis traitée par ingestion a l'acide borique et par application topique au
spinosad, révele une diminution des taux de I'AChE chez les séries traitées
comparativement aux séries témoins. Cette diminution est probablement due a I'inhibition
de cette enzyme par le traitement. Aucun effet n’est constaté apres traitement a
I'azadirachtine. Cependant cette molécule cause une inhibition de l'activité de I’AChE
chez Nilaparvata lugens (Senthil Nathan et al., 2008). Par ailleurs, la neurotoxicité de
I'azadirachtine a I'égard de Periplaneta americana a aussi été rapportée par Shafeek et al.
(2004) ; une action excitatrice de l'activité électrique du systeme nerveux des blattes est
noté avec interférence sur les canaux ioniques de la membrane des neurones. Le spinosad
n’agit pas sur I’AChE comme les organophosphorés mais pourtant il est constaté une forte
inhibition de ce marqueur de neurotoxicité; des effets similaires sont observés chez

Spodoptera littoralis traitée par la méme molécule (Abd El Mageed & Elgohary, 2006). Cette
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diminution dans l'activit¢ de I'"AChE, peut étre expliquée par leffet indirect du
pesticide comme blocage du potentiel d’action du systeme nerveux causé par leffet
toxique. Un autre pesticide, I'indoxacarbe qui agit sur les canaux sodium et non sur
I’AChE cause aussi une diminution de 'activité enzymatique de 1’acétylcholinestérase et
de la phosphatase (Gamil et al., 2011).

L’altération des sites cibles de I’AChE est citée chez B. germanica, aprées traitement par
'acide borique, insecticide inorganique (Sifi, 2002 ; Gore & Schal, 2004 ; Habes et al., 2006),
ou encore des carbamates comme le benfuracarbe (Maiza, 2004) ou le bendiocarbe (Valles,
1998) et chez Periplaneta americana traitée avec un inhibiteur de la synthése de la chitine, le
diflubenzuron (Wutting et al., 1991).

L’inhibition de I’AChE a aussi été observée chez Drosophila melanogaster (Charpentier et al.,
2000) traitées par différents organophosphorés essentiellement le chloripyrifos-éthyl-oxon.
Une inhibition a été également enregistrée chez le puceron Nasonovia ribinsnigri traité au
propoxure et au primicarbe (Rufingier et al., 1999). Ce méme effet a été également
rapportée chez de nombreuses autres especes d’arthropodes telles que les crustacés
comme Penaeus stylirostis, traitée au fenithion (Lingnot et al., 1998), Porcellio dilatatus
soumis a l'action du parathion (Ribeiro et al., 1999) et le copépode Tigriopus brevicornis
traité au carbofuron et malathion (Forget et al., 1999), mais aussi des especes invertébrés
comme chez les mollusques gastéropodes Lymnaea stagnalis et Lymnaea acuminata
(Varanka, 1968 ; Singh & Agrawal, 1983) et chez les nématodes (Edwards & Fisher, 1991).
Certaines études ont mis en évidence que l'activité de I’AChE peut étre inhibée par des
contaminants environnementaux autres que les organophosphorés et les carbamates
incluant certains agents sulfactants, les hydrocarbures combustibles et essentiellement les
métaux lourds (Bocquené et al., 1997). Ces études concernent principalement les métaux
lourds et leur effet sur les organismes aquatiques (Herbert et al., 1995) tels que les crustacés
Daphnia magna et Tigriopus brevocornis traités a l’arsenic, le cadmium et le cuivre
(Guilhermino et al., 1996 ; Forget et al., 1999), les mollusques Mytilus galloprovincialis traités
au cadmium, cuivre, plomb, zinc (Dellali et al., 2001), Perna perna soumis a I'action du

cadmium, cuivre et zinc (Najimi et al, 1997) et enfin Ruditapes decussatus traité

essentiellement au cuivre, cadmium et plomb (Hamza-Chaffi et al., 1998 ; Dellali et al.,
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2001). L’inhibition de ’AChE est donc de plus en plus utilisée comme indicateur de
pollution par ces contaminants.

A Topposé, d’autres travaux signalent une augmentation de I"’AChE, notamment chez
Musca domestica (Voss, 1980), Drosophila melanogaster (EL Abidine Salam & Pinsker, 1981),
Heliothis virescens (Harold & Ottea, 1997) et enfin, chez Bemisia tabaci (Anthony et al., 1998).
Les travaux de Sarita et al. (2010), ont mis en évidence une augmentation de 'activité de
I"’AChE chez les souches résistantes de P. xylostella. Cette augmentation des taux d’AChE
pourrait s’expliquer soit par une modification des fonctions catalytiques de 1'enzyme
(Fournier et al., 1992 ; Byrne & Devonshire, 1997 ; Charpentier et al., 2000), soit par une
surproduction des quantités d’AChE (Voss, 1980 ; Fournier et al., 1992) ou alors par une
modification du gene codant pour cette enzyme (Jensen, 1998 ; Tomita et al., 2000 ;
Siegfreid & Scharf, 2001).

En effet, la résistance aux insecticides suite a une mutation au niveau des génes codants
pour I’AChE, a été mise en évidence chez plusieurs insectes, comme la résistance aux
organophosphorés chez M. domestica (Vontas et al., 2002), Culex tritaeniorhynchus
(Nabeshima et al., 2004), et enfin Tetranychus uritace (Anazawa et al., 2003), et Aphis gossyoi
(Li & Han, 2004), mais aussi aux carbamates comme chez Culex tritaeniorhynchus
(Nabeshima et al., 2003) ou encore aux pyréthrinoides tels que chez B. germanica
(

Kristensen et al., 2005) et M. domestica (Walsh et al., 2001).

3.2.2. Activité des glutathion-S-transférases :

Les glutathion-S-transférases (EC : 2.5.1.18) ont un role important dans la détoxication
des substances xénobiotiques exogenes ou endogenes en catalysant la conjugaison de ces
substances avec le groupement thiol du glutathion endogene (Jakoby & Habig, 1980), dans
la protection contre les stress oxydatif et intervient dans le transport intracellulaire des
hormones chez divers organismes (Zhou et al., 2009). Chez les insectes, 'augmentation de
cette enzyme traduit une mise en place du processus de détoxication qui est une forme de
défense de l'insecte contre le pesticide (Clark, 1989) et est directement relié avec la
résistance aux organochlorés, organophosphorés et divers autres insecticides (Hemingway

et al., 1985 ; Grant & Matsumura, 1992 ; Lagadic et al., 1993 ; Chiang & Sun, 1993 ; Valles &
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Yu, 1996). Néanmoins, les GSTs ne semblent pas exercer d’effet sur le mécanisme de

résistance a la cypermethrine et au chlorpirifos chez B. germanica (Scharf et al., 1998).

L’activité spécifique des GSTs chez les adultes de B. orientalis a été évaluée a 24, 48 et
72 h. Les résultats obtenus montrent que l'activité spécifique de la GST, augmente de
maniere significative a partir de 24 h apres traitement au spinosad, azadirachtine et acide
borique et ce, comparativement aux témoins. L’azadirachtine est la molécule qui induit le
plus le systéme de détoxication par rapport a 'acide borique et le spinosad. Des résultats
similaires ont montré que les activités GST augmentent chez B. germanica traitée par un
pyréthrinoide, la cypermethrine (Valles ef al., 2000); mais aussi par un insecticide
inorganique l’acide borique (Habes et al., 2006). L’élévation de l'activité des GSTs a été
signalé chez 8 especes de Blattes traitées au propoxur (Valles et al., 1999), et chez Spodoptera
frugiperda traitée a la triazine (Yu, 2004). Des résultats identiques ont été également
signalés chez Musca domestica traitée par un organochloré, le DDT (Sohail et al., 1998) et
chez Choristoneura rosaceana traitée a 1'azadirachtine (Smirle et al., 1996). L'induction de la
GST est rapportée chez Drosophila pseudoobscura exposée aux différents polluants
atmosphériques (Dannau et al., 2003) et chez différentes souches de Blattes germaniques
traitées aux différents insecticides (Hemingway et al, 1993). Cette élévation a été
également enregistrée chez Anopheles dirus traités au DDT (Parapanthadara et al., 2000),
Pyrausta sticticalis (Leonova & Slinko, 2004), Lygus lineolaris (Zhu et al., 2007), Ochlerotatus
cataphylla (Boyer et al., 2006) et chez Oreochromis mossambicus (Rao, 2006).

Toutefois, des diminutions significatives dans l'activité de la GST ont été rapportées
chez la mouche domestique, Musca domestica, traitée au fenitrothion (Ahmed & Wilkins,
2002) et chez Galleria mellonella, traitée a de fortes concentrations d’acide borique (Hyrsyl et
al., 2007).

Nos résultats révelent une corrélation entre I'induction du systéme de détoxication et la
neurotoxicité des molécules. En effet, il semblerait que seuls les insecticides les plus
neurotoxiques (acide borique et spinosad) induisent plus fortement et de maniére
significative 1'activité des GSTs.

Plusieurs études ont montré 1'importance du systéme enzymatique dans la résistance

aux insecticides (Haubruge & Amichot, 1998). Chez B. germanica, le changement de
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l'activité enzymatique de la GST et de I'’AChE (Ya et al., 2009 ; Gondhalekar & Sharf, 2012)
de la P450 monooxygénase et des estérases (Chai & Lee, 2010) est étroitement lié avec le
développement de la résistance aux insecticides. De plus, les enzymes de détoxication,
telles que les GSTs, les estérases interviennent dans la résistance au spinosad chez
certaines especes d’insectes (Reyes et al., 2012; Sayyed et al., 2008). L’accroissement de
l'activité spécifique des GSTs peut provenir soit d'une modification de la conformation de
I'enzyme la rendant plus efficace soit d’'une production accrue de protéine, pouvant
parfois représenter jusqu'a 12% des protéines totales d’un individu. La surproduction
d’enzymes peut étre due a une modification d'un gene régulateur controlant le degré
d’expression de I'enzyme, et a une augmentation du nombre de copies du gene qui code
pour ces enzymes (Cédric, 2008). L'induction des mécanismes de détoxication semblent
faciliter 1'adaptation de 1'organisme a ces nouvelles conditions physiologiques (Breuer et
al., 2003).

3.2.3. Taux du glutathion :

Le systéeme de défense antioxydant est présent chez toutes les cellules aérobiques,
neutralisant les réactions chimiques intermédiaires produites par voie endogene et/ou le
métabolisme des xénobiotiques (Kappus, 1987 ; Winston & Di Giulio, 1991). L’activité du
systeme antioxydant peut subir une augmentation ou une inhibition sous l'effet d'un
stress oxydatif, ces deux types de réponses dépendent de la durée du stress d'une part et
de la sensibilité de 1'espece exposée d’autre part; l'induction du systeme de défense
antioxydant peut étre considéré comme une adaptation de l'organisme a un
environnement pollué (Droge, 2002).

Le glutathion est un tripeptide non-protéique soluble dans I'eau constitué de trois
acides aminés ; glutamate, cystéine et glycine (L-y -glutamyl-L cysteinyl glycine), produite
naturellement dans le corps (Meister & Anderson, 1983), que l'on trouve en concentration
assez élevée (1-10 mM) dans presque toutes les cellules vivantes (animaux, végétaux et
humaines) (Gauthier, 1997 ; Barbaro et al., 1997). Le glutathion est un biomarqueur non-
enzymatique joue un role central dans le processus de défense intracellulaire. C'est le
principal systéme impliqué dans la détoxification des ions peroxyde et dans la lutte contre
le stress oxydatif (Gannagé-Yared et al., 1998). Le glutathion existe sous deux formes,

oxydée GSSG et réduite GSH, et ces enzymes comprennent la glutathion peroxydase (GPx)
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et la glutathion-S-transférase (GST) qui sont impliqués dans la détoxification (Yu, 1994 ;
Kizek et al., 2004 ; Zehnalek et al., 2004). Une déficience en GSH expose les cellules a un
risque de dommage oxydatif.

En plus de la détoxication et la défense cellulaire, le GSH joue un role dans les autres
réactions cellulaires, comme la catalyse, le métabolisme, la transduction du signal,
l'expression des genes, la régulation des protéines, l'apoptose, et également en empéchant
le dommage de '’ADN et les autres macromolécules par la réduction des ribonucléotides
en désoxyribonucléotides (Barbaro et al., 1997 ; Bounous, 1991). Le ratio GSH/GSSG doit
étre maintenu optimal dans la cellule car il est déterminant pour la survie. Une déficience
du GSH se traduit par des troubles pathologiques tels que le cancer et les désordres neuro-
dégénératifs (Lagadic et al., 1997).

Une réduction des teneurs en GSH est enregistrée dans notre étude chez les individus
de B. orientalis traitées au spinosad, azadirachtine et acide borique, pendant 24, 48 et 72 h
comparativement aux séries témoins. En accord, avec nos résultats, plusieurs travaux
obtenus aident a mieux expliquer la relation entre la diminution du taux de GSH et
I'administration de molécules exogenes. Souissi et al. (2008), ont rapporté une diminution
des taux de GSH chez Eurytemora affinis traitée au cadmium. Des résultats similaires sont
observés chez Galleria mellonella apres traitement par le malathion (Buykguzel, 2009), chez
C. virginica exposés a un mélange de polluants industriels (Ringwood et al., 1999) et chez le
bivalve, Unio tumidus, exposé au cuivre (Doyotte et al., 1997 ; Cossu et al., 2000). Les
travaux de Sifi (2009), ont montré également une diminution des taux du GSH chez les
individus de Donax trunculus provenant d'un site pollué. Outre, le stress oxydatif par
I'arsenic conduit a une diminution du taux de GSH chez Saccharomyces cerevisiae
(Todorova, 2007). L’application d’inhibiteurs de synthése de chitine comme le DFB et du
FCX chez G. affinis, affecte le taux de la GSH, et cette réponse est plus marquée avec le FCX
(Zaidi & Soltani, 2011).

La diminution du GSH pourrait étre expliquée également par une consommation
accrue de ce cofacteur par les GSTs afin de détoxifier I'organisme. De plus, cette
diminution du GSH traduit également une réduction du systéeme antioxydant non
enzymatique. Toutefois, une augmentation des taux de GSH a été rapportée chez B.

germanica traitée a 'acide borique (Kilani-Morakchi, 2000), Epiphyas postvittana traité au
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méthylazinphos (Armstrong & Suckling, 1988) et Tribolium castaneum sous l'effet du
cyfluthrine (Reidy et al., 1990).

Chapitre 3 : Reproduction

1. INTRODUCTION

Le potentiel reproducteur des insectes reste le facteur le plus important de leur indéniable
pullulation. L’étude de la reproduction est donc capitale dans toute approche raisonnée pour
diminuer sensiblement les dégats causés par ces insectes. Le contrdle de la capacité reproductrice
des insectes est un élément fondamental auquel le physiologiste peut apporter une contribution

significative.

De nombreuses études réalisées sur divers ordres d’insectes ont démontré 1'implication de
I'hormone juvénile, de 1'ecdysone ainsi que certaines neurohormones dans le contréle de la
physiologie de la reproduction (Gade et al., 1997 ; Bellés & Maestro, 2005 ; Gade & Hoffmann,
2005). Les hormones juvéniles et les ecdystéroides assurent conjointement un rodle
gonadotrophique. Chez la femelle adulte, ces hormones entrent en jeu dans le controle des
différents aspects de la vitellogénése (Hagedorn, 1985 ; Lanot et al., 1989 ; Gade et al., 1997)
notamment la synthése et I'incorporation des protéines du vitellus, I'activité des follicules ovariens

et des glandes sexuelles accessoires (Gade et al., 1997).

Chez les invertébrés, les systemes nerveux et endocrine ne fonctionnent pas de maniere isolée
I'un de l'autre mais dans un complexe intégré ou systéme neuroendocrinien ot I’action hormonale
reste sous la dépendance des neurosécrétions (Eckert ef al., 1999). L’activité ovarienne est donc
régulée par des facteurs intrinséques, neurohormones et hormones, mais aussi extrinseques

environnementaux (accouplement, prise de nourriture, phéromones, température....) qui
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déterminent de maniere directe ou indirecte 1'activation des voies endocrines et neuroendocrines

conduisant a la reproduction.

Chez les insectes, sont observés au cours du développement (larve, pupe et adulte) des
fluctuations métaboliques liées aux différents états physiologiques (Nowosielski & Patton, 1965).
Selon Galois (1987), les fortes variations des différents métabolites s'observent pendant le cycle de
mue, la vitellogénese et l'embryogénése. En effet, durant ses différents stades évolutifs (stade
larvaire, nymphal, imaginal), des modifications métaboliques intenses liées aux différents
systemes hormonaux et neurosécrétoires sont observées (Buck, 1953 ; Lamy, 1964 a ; Lamy, 1964 b ;

Marty, 1968 ; Lamy, 1969).

Par ailleurs, les xénobiotiques présentent des impacts sur le phénomene de reproduction de par
leur action antagoniste d’hormone ou de leur neurotoxicité. Aussi, et en raison des relations
étroites entre les systemes nerveux et neuroendocrinien, nous examinons dans ce chapitre les effets
de l'azadirachtine, du spinosad et de l'acide borique, sur la reproduction des femelles de B.
orientalis mais aussi B. germanica, en évaluant leurs impacts sur la morphométrie (nombre
d’ovocytes et taille de I’'ovocyte basal) et la biochimie des ovaires (contenu en protéines, glucides et
lipides).

Concernant la premiere espece, les effets des pesticides ont été évalués au cours des deux cycles
gonadotrophiques successifs ; cependant, pour la seconde espéce, il a été considéré, seulement, le

deuxieme cycle gonadotrophique qui se produit apres le dépot de la premiére oothéque.
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2. RESULTATS

2.1. Effets des molécules sur la morphométrie et la biochimie de l'ovaire chez B.
orientalis au cours du premier cycle gonadotrophique

L’azadirachtine et le spinosad ont été administrés par application topique alors que
I'acide borique a été administré par ingestion sur des adultes femelles de B. orientalis
nouvellement exuviées (0 jour). Les effets de ces molécules ont été évalués sur différents
parametres morphométriques de I'ovaire (nombre d’ovocytes par paire d’ovaire et la taille

de I'ovocyte basal) au cours de la vie adulte (0, 2, 4 et 6 jours).

2.1.1. Effets sur la morphométrie de I'ovaire
2.1.1.1. Nombre d’ovocytes par paire d’ovaires

e Effets de I'azadirachtine

Le nombre d’ovocytes par paire d’ovaire, chez les séries témoins de B. orientalis
augmente significativement de 0 a 2 jours (p< 0,001) puis diminue a 4 et 6 jours (p<0,001)
aprés l'émergence adulte; le méme profil est retrouvé chez les femelles traitées a
'azadirachtine mais une réduction dans le nombre d’ovocytes est observé. L’azadirachtine
administrée, a la (DL50:1937,51 ng/insecte), réduit significativement le nombre
d’ovocytes par paire d’ovaires a 4 (p=0,008) et a 6 jours (p=0,023) comparativement aux
témoins. Cependant, a la dose la plus élevée (DL90 : 8732,18 ng/insecte), une diminution
significative est constatée a tous les ages testés, 2 (p=0,038), 4 (p=0,003) et 6 jours (p=0,002)
(Figure 32). De plus, un effet dose est observé a 2 (p=0,044); 4 (p=0,019) et 6 jours
(p=0,013). L’analyse de la variance a deux critéres de classification, montre des différences
significatives pour le traitement (p<0,001), I'dge (p<0,001) et 'interaction traitement-age

(p=0,033).
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Figure 32. Effets de 'azadirachtine (DL50 et DL90), administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires au
cours du premier cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets du spinosad

Le nombre d’ovocytes par paire d’ovaire chez les séries témoins et traitées
augmente significativement (p<0,001) a 2 jours puis diminue a 4 et 6 jours (Figure 33). La
comparaison entre les séries témoins et les séries traitées a la DL50 (1178,1 ng/insecte), ne
montre aucune différence significative (p>0,05) dans le nombre d’ovocytes. Par contre, une
différence significative est observée a 6 jours (p=0,020) pour la plus forte dose. Les
résultats de I'analyse de la variance a 2 critéres de classification montre des différences

significatives (p= 0,008) dans le traitement et I'age (p<0,001).
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Figure 33. Effets du spinosad (DL50 et DL90), administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires au
cours du premier cycle gonadotrophique (m # sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets de l'acide borique

Le nombre d’ovocytes par paire d’ovaire, diminue de facon significative chez les
séries témoins (p<0,001) et traitées a la DL50 (p=0,003) et la DL90 (p<0,001) de B. orientalis
(Figure 34). Chez les séries traitées a la DL50 (21,98%), le nombre d’ovocytes diminue
significativement a 2 jours (p=0,011) comparativement aux témoins. Cependant, a la DL90
(79,79%), le traitement affecte le nombre d’ovocytes a 2 (p=0,002) et 6 jours (p=0,005).
L’analyse de la variance a deux critéres de classification indique un effet traitement

(p<0,001), un effet age (p<0,001) et une interaction traitement- age (p=0,036).
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Figure 34. Effets de l'acide borique (DL50 et DL90), administré par ingestion, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires au
cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

2.1.1.2. Volume de I'ovocyte basal

e Effets de I'azadirachtine

Le volume de l'ovocyte basal, chez les séries témoins et traitées, augmente
significativement au cours du cycle gonadotrophique des femelles de B. orientalis (p<0,001)
(Figure 35). L’application topique de Il'azadirachtine a I'émergence réduit
significativement le volume de 'ovocyte basal a 2 (p=0,026 et 0,005), 4 (p=0,002 et 0,002) et
6 jours (p=0,027 et 0,008). Cet effet, observé pour les deux doses testées, présente une
relation dose réponse a 2, 4 et 6 jours (p=0,037 ; 0,018 et 0,005 respectivement)
L’ANOVA montre pour le volume de I'ovocyte basal, un effet traitement (p=0,001), un

effet 4ge (p<0.001) et une interaction traitement-age (p<0,001).
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Figure 35. Effets de 1'azadirachtine (DL50 et DL90) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le volume (mm?3) de 'ovocyte basal au cours
du premier cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets du spinosad

Le volume de 'ovocyte basal augmente de maniere significative (p<0,001) de 0 a 6
jours apres 1'émergence des femelles adultes. Apres traitement au spinosad (Figure 36) a la
DL50 et la DL90, une diminution significative, dans le volume de I'ovocyte basal est noté a
2 (p=0,001 et <0,001), 4 (p=0,001 et 0,001) et 6 jours (p=0,003 et 0,001) ; Un effet dose est
aussi enregistré (p = 0,027 ; p = 0,022 et p = 0,035).
L’analyse de la variance a 2 criteres de classification révele un effet traitement (p<0,001),

un effet age (p<0,001) et une interaction traitement-age (p=0,029).
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Figure 36. Effets du spinosad (DL50 et DL90) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le volume (mm3) de 'ovocyte basal au cours
du premier cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets de l'acide borique

Chez les séries témoins et traitées a 'acide borique (DL50 et la DL90), le volume de
'ovocyte basal, marque une augmentation significative (p<0,001) durant la période testée
(Figure 37). La comparaison des valeurs moyennes montre que l'acide borique (DL50 et
DL90) entraine une diminution significative du volume de I'ovocyte basal a 2 (p=0,001 et
p<0,001), 4 (p=0,003 et 0,002) et 6 jours (p=0,001 et p<0,001) respectivement (Figure 37). De
plus, un effet dose est signalé a tous les dges testés (p=0,014 a 2 jours et p<0,001 a 4 et 6

jours). ANOVA indique un effet traitement (p<0,001) et un effet age (p<0,001).
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Figure 37. Effets de 1'acide borique (DL50 et DL90) administré par ingestion, le jour de I'exuviation
des femelles adultes de B. orientalis, sur le volume (mm?3) de I'ovocyte basal au cours du premier
cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du
méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

2.1.2. Comparaison de l'effet des diverses molécules sur la morphométrie de
I'ovaire :

2.1.2.1.. Nombre d’ovocytes :

La comparaison des moyennes a permis de mettre en évidence des différences
significatives dans le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires entre les témoins et les traités
a l'acide borique (DL50) a 2 jours (p=0,011) et entre les témoins et les traités a
I'azadirachtine (DL50) a 4 jours (p=0,008) et 6 jours (p=0,023). Aprés traitement au
spinosad, des différences entre témoins et traités sont observées seulement a la dose la
plus forte (Tableaux 23 et 24). De plus, on remarque que 'azadirachtine est la molécule la
plus efficace a 4 et 6 jours pour la DL50 et la DL90, comparativement aux deux autres
traitements appliqués.

L’analyse de la variance a un critere de classification effectuée pour chaque age et en

fonction des différentes molécules utilisées, montre des différences hautement
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significatives entre les traitements a 2 (p=0,002) et 6 jours (p=0,001) pour la DL50 et a tous
les ages testés (p<0,001) pour la DL90.

Tableau 23: Effets de 1'acide borique, de 'azadirachtine et du spinosad (DL50) appliqués
le jour de I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le nombre d’ovocytes par
paire d’ovaires au cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours) P
0 43,67 £1,56 a 43,67 £1,56 a 43,67 £1,56 a 43,67 £1,56 a p>0,05
2 49,66 +1,55 a 42,66 +£1,11b 46,67 +£1,11a 49,00 £0,67 a
p=0,002
4 40,00£1,33 a 38,33 +1,77 a 36,33 +£1,11b 38,66 £1,11 a p>0,05
*k%
6 39,33 +044 a 36,33 +£044 a 35,00£0,67 b 38,00 £ 0,66 a p=0,001

® Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05).
® Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme 4ge entre les séries.

Tableau 24: Effets de 1'acide borique, de 'azadirachtine et du spinosad (DL90) appliqués
le jour de I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le nombre d’ovocytes par
paire d’ovaires au cours du premier cycle gonadotrophique (m + sem, n=4).

itement
N Témoins Acide borique Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours) P
0 43,67 £1,56 a 43,67 £1,56 a 43,67 £1,56 a 43,67 £1,56 a p>0,05
*k%
2 49,66 £1,55 a 41,33+£1,15b 4317 +£1,22b 47,00+£1,33 a P=0,001
*k%
4 40,00+£1,33 a 37,66 +1,52a 30,00 £2,00 b 37,33+£0,88 a P=0,001
6 39,33+0,44 a 34,66 £0,57 b 27,33 +044c 37,00 £ 0,66 d
p<0,001

® Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
® Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.

Un classement des différentes molécules (DL50) utilisées selon leurs effets sur les
variations du nombre d’ovocytes par paire d’ovaires est réalisé grace au test HSD
(honestly significative difference) de Tukey. Les résultats révelent I'existence a 2 jours, de 2
groupes de molécules pour la DL50 : le premier groupe renferme les insectes témoins et
traités a 1'azadirachtine et le spinosad, le second englobe les traitements a 1'acide borique.

A 4 jours, tous les insecticides sont regroupés en une seule classe avec les témoins. Enfin, a
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6 jours, les insecticides sont classés en 2 groupes seulement ; 'un est représenté par les
témoins et les traités au spinosad, et 'autre groupe constitue les femelles traitées a I'acide
borique et a 'azadirachtine (Tableau 25).

Le classement obtenu pour la DL90, révéle 2 groupes de molécules a 2 jours : le premier
correspond aux témoins et aux traités avec le spinosad ; le second est représenté par
I'acide borique et l’azadirachtine. A 4 jours, les molécules sont regroupées en 2
classes avec la premiere qui rassemble les femelles témoins et traitées a 1'acide borique et
le spinosad et la seconde qui comporte les individus traités a 'azadirachtine. Finalement a
6 jours, 3 groupes sont mis en évidence par le test de Tukey et il est retrouvé un groupe
témoin, un groupe traité a 'acide borique et le spinosad et un troisieme groupe traité a

’azadirachtine (Tableau 26).

Tableau 25: Classement par ordre décroissant du nombre d’ovocytes par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B.orientalis apres traitement (DL50) a 1'émergence aux différentes molécules :
test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 49,66 a
2 Spinosad 49,00
Azadirachtine 46,67 a
Acide borique 42,66 b
Témoins 40,00 a
4 Spinosad 38,66 a
Acide borique 38,33 a
Azadirachtine 36,33 a
Témoins 39,33 a
6 Spinosad 38,00 a
Acide borique 36,33 b
Azadirachtine 35,00 b
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Tableau 26: Classement par ordre décroissant du nombre d’ovocytes par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. orientalis apres traitement (DL90) a I'émergence aux différentes molécules :
test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 49,00 a

2 Spinosad 47,00 a
Azadirachtine 43,16 b

Acide borique 41,33 b

Témoins 40,00 a

4 Acide borique 37,66 a
Spinosad 37,33 a

Azadirachtine 30,00 b

Témoins 39,33 a

6 Spinosad 37,00 b
Acide borique 34,66 b

Azadirachtine 27,33 C

2.1.2.2. Volume de 'ovocyte basal :

La comparaison des moyennes obtenues, révéle des différences significatives entre les
témoins et les traités a l'acide borique, 1'azadirachtine et au spinosad (DL50 et DL90), et
entre les traitements appliqués aussi bien pour la DL50 (Tableau 27) que pour la DL90
(Tableau 28) a différentes périodes testées (2, 4 et 6 jours). L’ANOVA, met en évidence des
différences significatives (p<0,001) entre les pesticides utilisés aux différents ages apres

traitement avec les deux doses.

Tableau 27: Effets de 1'acide borique, de 'azadirachtine et du spinosad (DL50) appliqués
le jour de l'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le volume (mm?3) de
'ovocyte basal au cours du premier cycle gonadotrophique (m * s, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours) P
0 0,096 +0,007a | 0,096 +0,007a | 0,096 +0,007a | 0,09 +0,007 a p>0,05
*kk
2 0171+0,011a | 0,118+0,011b | 0,157+£0,005c | 0,118 £0,012b
p<0,001
4 0284+0,027a | 0,179+£0,023b | 0,248+0,015¢c | 0,225+0,016d
p<0,001
*hk
6 0453+0,013a | 0,387+£0,005b | 0,409+0,007c | 0,357+0,022d
p<0,001

= Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05).
= Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.
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Tableau 28: Effets de 1'acide borique, de 'azadirachtine et du spinosad (DL90) appliqués
le jour de l'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le volume (mm3) de
'ovocyte basal au cours du premier cycle gonadotrophique (m * s, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours) P
0 0,096 +0,007a | 0,096 +0,007a | 0,09 +0,007a | 0,096 0,007 a p>0,05
*khk
2 0171+0,011a | 0,101+0,009b | 0,137+0,006¢c | 0,104+0,070b
p<0,001
4 0,284 +0,027a | 0,059+0,024b | 0,228+0,015¢c | 0,200+0,014 d
p<0,001
*k%
6 0,453+0,013a | 0,301+0,007b | 0,386+0,005¢c | 0,323 +0,016d
p<0,001

® Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
® Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme 4ge entre les séries.

Le classement des différents insecticides testés selon leurs impacts sur le volume de
I'ovocyte basal est représenté dans les tableaux 29 et 30. A tous les ages testés (2, 4 et 6
jours), les insecticides sont répartis en 2 groupes avec le premier correspondant aux
témoins et le second aux traités (acide borique, azadirachtine et spinosad) et cela pour les

deux doses testées DL50 et DL90.

Tableau 29: Classement par ordre décroissant du volume de l'ovocyte basal chez les adultes
femelles de B.orientalis apres traitement (DL50) a I'émergence aux différentes molécules : test HSD
de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 0,171 a

2 Azadirachtine 0,157 b
Spinosad 0,118 b

Acide borique 0,118 b

Témoins 0,284 a

4 Azadirachtine 0,248 b
Spinosad 0,225 b

Acide borique 0,179 b

Témoins 0,453 a

6 Azadirachtine 0,409 b
Acide borique 0,387 b

Spinosad 0,357 b
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Tableau 30: Classement par ordre décroissant du volume de I'ovocyte basal chez les adultes
femelles de B. orientalis apres traitement (DL90) a I’émergence aux différentes molécules : test HSD
de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 0,171 a

2 Azadirachtine 0,137 b
Spinosad 0,104 b

Acide borique 0,101 b

Témoins 0,284 a

4 Azadirachtine 0,228 b
Spinosad 0,200 b

Acide borique 0,159 b

Témoins 0,453 a

6 Azadirachtine 0,386 b
Spinosad 0,323 b

Acide borique 0,301 b

2.1.3. Effets sur la biochimie de I'ovaire
L’azadirachtine et le spinosad ont été administrés par application topique alors que
I'acide borique (DL50 et DL90) a été administré par ingestion, le jour de l'exuviation

adulte des femelles de B. orientalis. L’effet de ces molécules a été évalué a différents ages

2

(0, 2, 4 et 6 jours) apres I'émergence, sur le contenu ovarien en protéines, glucides et

lipides.

2.1.3.1. Contenu en protéines par paire d’ovaires
e Effets de I'azadirachtine
Le contenu en protéines ovariennes au cours de la vie adulte des femelles de B. orientalis
augmente de maniére significative (p<0,001) a 2, 4 et 6 jours ol se produit le pic qui est de I'ordre
de 278,08 + 0,85 pg/paire d’ovaire. De méme, les femelles traitées a I’azadirachtine aux DL50 et
DL90 présentent un contenu en protéines ovariennes qui augmentent significativement de 0 a 6
jours (p<0,001)).
La comparaison entre les séries témoins et traitées montre que 1’azadirachtine entraine une
diminution dans le contenu en protéines ovariennes a 2, 4 et 6 jours apres exuviation adulte. Cet
effet, noté entre témoins et traités (p=0,003 ; 0,004 et 0,014 pour la DL50 et p=0,002 ; 0,001 et 0,034

pour la DL90) au cours de la période testée (2, 4 et 6 jours respectivement) est également observé
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entre les séries traitées (p=0,003; 0,007 et 0,002), 'azadirachtine agit donc avec un effet dose
(Figure 38). ANOVA montre un effet traitement, un effet age (p<0,001) et une interaction
traitement-age (p<0,001).
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Figure 38. Effets de 'azadirachtine (DL50 et DL90) administré par application topique, le jour de
'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en protéines ovariennes (ug/ paire
d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets du spinosad

Chez les femelles adultes de B. orientalis, le contenu en protéines ovariennes des
séries témoins et traitées a la DL50 et DL90, augmente significativement (p<0,001) de 0 a 6
jours.
L’étude statistique, menée entre les séries témoins et traitées, indique que le spinosad
affecte le contenu en protéines ovariennes; en effet, une diminution est notée a 2
(p=0,003), 4 et 6 jours (p=0,001) pour la DL50 et a 2 (p=0,001), 4 (p<0,001) et 6 jours
(p<0,001) pour la DL90 (Figure 39). De plus, les différences significatives observées entre
les séries traitées (DL50 et DL90) révele un effet dose a 2 (p=0,004), 4 (p=0,003) et 6 jours
(p=0,001). L’analyse de la variance a deux criteres de classification révele un effet
traitement (p<0,001), un effet age (p<0,001) et une interaction age-traitement.
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Figure 39. Effets du spinosad (DL50 et DL90) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en protéines ovariennes (ug/ paire
d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets de l'acide borique

Le contenu en protéines ovariennes au cours du stade adulte des femelles témoins
et traitées, présente une diminution a 2 jours suivie d’'une augmentation a 4 et 6 jours
(p<0,001). Les femelles traitées a I'émergence a l'acide borique (DL50 et DL90), montrent
une diminution du contenu en protéines ovariennes a 2 (p=0,038), 4 (p=0,016 et 0,008) et 6
jours (p=0,017 et 0,003) comparativement aux témoins (Figure 40). Un effet dose est
observé a 4 (p=0,008) et 6 jours (p<0,001).
L’analyse de la variance a 2 criteres de classification montre pour I'acide borique un effet
traitement (p<0,001), un effet age (p<0,001) et une interaction traitement-age (p=0,001)

dans I'évolution des protéines ovariennes au cours de la maturité sexuelle.
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Figure 40. Effets de ’acide borique (DL50 et DL90) administré par ingestion, le jour de I'exuviation
des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en protéines ovariennes (ug/ paire d’ovaire) au
cours du premier cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.
2.1.3.2. Contenu en glucides par paire d’ovaires

e Effets de I'azadirachtine

Le contenu en glucides ovariens chez les séries témoins augmente de facon significative
(p<0,001) a 2, 4 et 6 jours ou un pic d"une valeur de 344,03 pg/paire d’ovaire se produit. Les séries
traitées a la DL50 et la DL90 suivent le méme profil d’évolution, ot on note une augmentation
significative au cours de la période testée (p<0,001). Les femelles adultes traitées a I’azadirachtine
montrent une diminution significative du contenu en glucides ovariens a 2 (p=0,010 ; 0,007), 4
(p<0,001) et 6 jours (p=0,007 ; 0,001) pour la DL50 et la DL90 (Figure 41). La comparaison entre les
séries témoins et traitées a I’azadirachtine aux deux doses testées révele que I'azadirachtine affecte
le contenu en glucides ovariens avec un effet dose-dépendant (p=0,005 ; 0,002 et <0,001) et cela au
cours de la période testée (2, 4 et 6 jours respectivement).
L’ANOVA montre un effet traitement (p<0,001), un effet age (p<0,001) et interaction traitement-
age (p<0,001).
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Figure 41. Effets de 'azadirachtine (DL50 et DL90) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en glucides ovariens (ug/paire
d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets du spinosad

Chez les séries témoins et traitées a la DL50 et la DL90 des femelles adultes de B.
orientalis, le contenu en glucides ovariens au cours de la maturité sexuelle augmente
significativement (p<0,001). La comparaison entre les séries témoins et traitées montre que
le spinosad affecte le contenu en glucides ovariens a 2 (p=0,008) et 4 jours (p=0,030) pour
la DL50 et a 2 (p=0,005), 4 (p=0,011) et 6 jours (p=0,004) pour la DL90 (Figure 42). De plus,
on note un effet dose a 2, 4 (p=0,001) et 6 jours (p<0,001). L'ANOVA indique un effet
traitement (p<0,001), un effet age (p<0,001) et une interaction age -traitement (p=0,003).
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Figure 42. Effets du spinosad (DL50 et DL90) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en glucides ovariens (ug/paire
d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets de l'acide borique

Chez les séries témoins et traitées des femelles adultes de B. orientalis, le contenu en
glucides ovariens diminue a 2 jours puis augmente significativement par la suite a 6 jours
(p<0,001). Le traitement a l'acide borique (DL50 et DL90), révele une diminution
significative, dans le contenu en glucides a 2 (p=0,039 et 0,002), 4 (p=0,001 et <0,001) et 6
jours (p=0,004 et 0,001) (Figure 43). De plus, le traitement agit avec un effet dose puisque
des différences significatives sont signalées entre les traités a tous les ages testés (p=0,030 a
2jours; 0,032 a 4 jours et 0,015 a 6 jours).

L’ANOVA indique un effet traitement (p<0,001), un effet age (p<0,001) et une interaction

traitement-age (p<0,001).
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Figure 43. Effets de 1’acide borique (DL50 et DL90) administré par ingestion, le jour de I'exuviation
des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en glucides ovariens (ug/paire d’ovaire) au
cours du premier cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

2.1.3.3. Contenu en lipides par paire d’ovaires

o Effets de I'azadirachtine

Le contenu en lipides ovariens chez les femelles adultes de B. orientalis augmente
significativement de 0 a 6 jours (p<0,001) (Figure 44). Les femelles traitées a I"émergence aux DL50
et DL90 présentent également une augmentation significative (p<0,001 et p<0,001) dans le contenu
en lipides ovariens. La comparaison entre les séries témoins et traitées révele une diminution
significative du contenu en lipides a 2 (p= 0,039 et 0,012), 4 (p=0,022 et 0,004) et a 6 jours (p=0,015
et 0,001) et cela pour les deux concentrations appliquées (DL50 et DL90 respectivement). Les
différences observées entre les séries témoins et traitées s’observent également entre les séries
traitées, donc le traitement agit avec un effet dose au cours de tous les dges (p<0,001).
L’analyse de la variance a deux criteres de classification montre un effet traitement (p<0,001), un

effet age (p<0,001) et une interaction traitement-age (p<0,001).
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Figure 44. Effets de 1'azadirachtine (DL50 et DL90) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en lipides ovariens (ug/paire
d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets du spinosad

Chez les séries témoins des femelles adultes de B. orientalis, le contenu en lipides
ovariens augmente significativement (p<0,001) de 0 a 6 jours. Chez les séries traitées par le
spinosad (DL50 et DL90), les valeurs du contenu en lipides ovariens révele également une
augmentation significative durant la période testée (p<0,001). La comparaison entre les
séries témoins et traitées indique que le spinosad affecte le contenu ovarien en lipides a 2
(p=0,002 et p=0,019), 4 (p=0,040 et 0,012) et 6 jours (p=0,03 et p<0,001) avec un effet dose-
dependant (p<0,001) (Figure 45). L’ANOVA montre un effet traitement (p<0,001), un effet

age (p<0,001) et une interaction traitement-age (p<0,001).
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Figure 45. Effets du spinosad (DL50 et DL90) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en lipides ovariens (ug/paire
d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets de l'acide borique

Le contenu en lipides ovariens des femelles témoins et traitées de B. orientalis
diminue a 2 jours et augmente par la suite a 6 jours (p<0,001). Les femelles adultes traitées
a I'émergence a l'acide borique (DL50 et DL90) présentent une diminution significative du
contenu en lipides ovariens. Celle-ci se produit a 2 (p=0,022 et 0,004), 4 (p=0,05 et 0,013) et
6 jours (p=0,019 et 0,002) (Figure 46). L’effet dose n’est pas noté (p>0,05) a tous les ages
testeés.
L’ANOVA montre un effet traitement (p<0,001), un effet age (p<0,001) et une interaction

traitement-age (p=0,006).
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Figure 46. Effets de ’acide borique (DL50 et DL90) administré par ingestion, le jour de I'exuviation
des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en lipides ovariens (ug/paire d’ovaire) au cours
du premier cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

2.1.4. Comparaison de l'effet des diverses molécules sur la biochimie de 'ovaire de
B. orientalis :

2.1.4.1. Contenu en protéines par paire d’ovaires :

La comparaison des moyennes deux a deux relatives au contenu en protéines par
paire d’ovaires a permis de révéler des différences significatives entre chaque traitement et
la série témoin (Tableaux 31 et 32). A la DL50, I'azadirachtine et I'acide borique présentent
des effets similaires a 2 et 4 jours. Par contre, aucune différence n’est signalée entre les
molécules avec la DL90 au cours des périodes testées.

L’analyse de la variance a un critére de classification, effectuée pour chaque age, montre

des différences hautement significatives pour la DL50 (p<0,001 a 2 jours ; p=0,003 a 4 jours
et p=0,032 a 6 jours) et pour la DL90 (p<0,001 a 2, 4 et 6 jours).
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Tableau 31: Effets de 1'acide borique, de I'azadirachtine et du spinosad (DL50) appliqués
le jour de I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en protéines
ovariennes (ng/ paire d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m + sem,
n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours) P
0 19510+2,33a | 19510+233a | 19510+233a | 19510+233a p>0,05
2 22315+4,71a | 154,84+£8,16b | 162,20+£2,02b | 168,95+7,96c
p<0,001
*%
4 24580+0,52a | 19547 +348b | 19856+3,84b | 210,74+1,99c P=0003
*
6 278,08 £0,85a | 253,99 +333b | 266,74+244c | 258,08+0,85b P=0 030

= Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
® Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme dge entre les séries.

Tableau 32: Effets de 1'acide borique, de 'azadirachtine et du spinosad (DL90) appliqués
le jour de I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en protéines
ovariennes (ug/ paire d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem,
n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours) P
0 195,10 +2,33a | 195,10+2,33a | 19510+£233a | 19510+2,33a p>0,05
k%
2 223,15+4,71a | 141,28+1,98b | 14586+091b | 147,30+8,43 b
p<0,001
4 24580+0,52a | 17459 +2,84b | 180,73+3,40b | 181,20+1,27b
p<0,001
k%
6 278,08 £0,85a | 223,35+2,68b | 230,91+4,00b | 22705+1,71b
p<0,001

® Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
=  Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme 4ge entre les séries.

Le classement des moyennes relatives au contenu en protéines par paire d’ovaires est
donné dans les tableaux 33 et 34. A 2 et 4 jours, les traitements sont classés en 2 groupes
différents ; le premier est représenté par les témoins et le second par les traitements, acide
borique, spinosad et azadirachtine pour la DL50 et la DL90. A 6 jours, les témoins et les
traités a 'azadirachtine et au spinosad sont regroupés dans le premier groupe et 'acide
borique dans un deuxieme groupe pour la DL50, alors que pour la DL90, 2 groupes ont été
constatés : le premier groupe est représenté par les témoins, le second par les différents

traitements et cela a 2, 4 et 6 jours.
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Tableau 33: Classement par ordre décroissant du contenu en protéines par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. orientalis apres traitement (DL50) a I’émergence aux différentes molécules :
test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 223,15 a

2 Spinosad 168,95 b
Azadirachtine 162,20 b

Acide borique 154,84 b

Témoins 245,80 a

4 Spinosad 210,74 b
Azadirachtine 198,56 b

Acide borique 195,47 b

Témoins 278,08 a

6 Azadirachtine 266,74 a
Spinosad 258,08 a

Acide borique 253,99 b

Tableau 34: Classement par ordre décroissant du contenu en protéines par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. orientalis apres traitement (DL90) a I'émergence aux différentes molécules :
test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 223,15 a

2 Spinosad 147,30 b
Azadirachtine 145,86 b

Acide borique 141,28 b

Témoins 245,80 a

4 Spinosad 181,20 b
Azadirachtine 180,73 b

Acide borique 174,59 b

Témoins 278,08 a

6 Azadirachtine 230,91 b
Spinosad 227,05 b

Acide borique 223,35 b

2.1.4.2. Contenu en glucides par paire d’ovaires :

La comparaison des effets des divers insecticides testés sur le contenu en glucides
ovariens des adultes femelles de B. orientalis, au cours de la maturité sexuelle, est réalisée
grace au test t de student. Les résultats montrent des différences significatives entre les

séries témoins et les séries traitées (DL50 et DL90) et également entre les différents
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traitements pour la DL50. Par contre, a la DL90, les 3 traitements montrent des effets
similaires a 2 et 6 jours. Les résultats de '’ ANOVA relatifs a la comparaison des moyennes
du contenu en glucides par paire d’ovaires entre les différents traitements pour chaque
age révelent des différences hautement significatives (p<0,001) pour la DL50 et la DL90
(Tableaux 35 et 36).

Tableau 35: Effets de 'acide borique, de 1'azadirachtine et du spinosad (DL50) appliqués,
le jour de I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en glucides
ovariens (ug/paire d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem, n=4).

Traitement

Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours) P
0 190,51 £3,82a | 190,51 £3,82a | 190,51+3,82a | 190,51+3,82a p>0,05
2 22416 +2,78a | 17522 +11,23b | 150,53 +6,62c | 155,42 +6,30d
p<0,001
k%
4 307,76 £1,47a | 193,00+4,67b | 196,92+3,15c | 263,78 +9,09d
p<0,001
6 344,03 +5,77a | 265,74+817b | 29831+341c | 31512+126a
p<0,001

Tableau 36: Effets de 1'acide borique, de I'azadirachtine et du spinosad (DL90) appliqués,
le jour de l'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en glucides
ovariens (ug/paire d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours) P
0 190,51 +3,82a | 190,51 +£3,82a | 190,51 +3,82a | 190,51+3,82a p>0,05
k%
2 22416+2,78a | 121,45+3,25b | 12220+£9,06b | 128,46+7,22b
p<0,001
4 307,76 £1,47a | 16595+1,79b | 161,25+3,04b | 218,27 +10,97c
p<0,001
k%
6 344,03 +5,77a | 212,10+£2,15b | 20831 +£2,08b | 227,01 £12,24 b
p<0,001

® Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
® Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.

Le classement des moyennes obtenues a partir des valeurs du contenu en glucides
ovariens apres les différents traitements insecticides est représenté dans les tableaux 37 et
38. Les résultats obtenus révélent 1'existence de 2 groupes de moyennes a 2 jours pour la
DL50; avec un premier groupe constitué par les témoins, alors que, le second groupe

correspond a l'acide borique, 1'azadirachtine et le spinosad. A 4 jours, le test de Tukey
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sépare 3 groupes : le premier étant les séries témoins, le second représenté par les séries
traitées au spinosad et le troisieme celles traitées a 1'azadirachtine et I'acide borique. Enfin,
a 6 jours, 3 groupes sont obtenus ; le premier groupe représenté par les témoins et les
traités au spinosad, le second les séries traitées a 1'azadirachtine et le troisiéme celles
traitées a I'acide borique et cela pour la DL50. Pour la dose la plus élevée, 2 groupes de
molécules ont été constatés a 2 et 6 jours, un groupe témoin et un groupe de différents
traitements. Cependant a 4 jours, 3 groupes sont notés, un témoin, un composant les
individus traités au spinosad et le troisiéme avec I'acide borique et I'azadirachtine.

Tableau 37: Classement par ordre décroissant du contenu en glucides par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. orientalis apres traitement (DL50) a I'émergence aux différentes molécules :
test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 22416 a

2 Acide borique 175,22 b
Spinosad 155,42 b

Azadirachtine 150,53 b

Témoins 307,76 a

4 Spinosad 263,78 b
Azadirachtine 196,92 C

Acide borique 193,00 C

Témoins 344,03 a

6 Spinosad 315,12 a
Azadirachtine 298,31 b

Acide borique 265,74 C
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Tableau 38: Classement par ordre décroissant du contenu en glucides par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B.orientalis apres traitement (DL90) a 1'émergence aux différentes molécules :

test HSD de Tukey.
Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 22416 a

2 Spinosad 128,46 b
Azadirachtine 122,20 b

Acide borique 121,45 b

Témoins 307,76 a

4 Spinosad 218,27 b
Acide borique 165,95 C

Azadirachtine 161,25 C

Témoins 344,03 a

6 Spinosad 227,01 b
Acide borique 212,10 b

Azadirachtine 208,31 b

2.1.4.3. Contenu en lipides par paire d’ovaires :

La comparaison des moyennes deux a deux, par le test t de student, relatives aux différentes

molécules testées sur le contenu en lipides ovariens des adultes femelles de B. orientalis est

mentionnée dans les tableaux 39 et 40. Les résultats obtenus montrent des différences significatives

entre les séries témoins et traitées. L’azadirachtine et le spinosad présentent des effets similaires au

cours des périodes testées pour la DL50. Par contre, a la DL90, I'acide borique et 1'azadirachtine

montrent les mémes effets a 4 et 6 jours. Les résultats de I'analyse de la variance a un critére de

classification, mettent en évidence des différences significatives entre les traitements utilisés et ce,

aux différents temps d’exposition (2 jours : p<0,001 ; 4 jours : p=0,048 et <0,001 et 6 jours : p<0,001)

pour la DL50 et DL90 respectivement.

Tableau 39: Effets de I'acide borique, de I'azadirachtine et du spinosad (DL50) appliqués
le jour de lI'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en lipides
ovariens (ug/paire d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m + sem, n=4).

Traitement
Acide borique | Azadirachtine ANOVA
Ages (jours) P
0 217,28 £3,39a | 217,28+3,39a | 21728+3,39a 217,28 £3,39 a p>0,05
2 238,01 £4,64a | 196,21 £548b | 219,00+1,32c¢ 221,89 £2,63 c
p<0,001
4 297,21 +6,14a | 263,66 +12,2b | 266,37 +7,62b | 266,74+11,11b p=0,048
6 365,37 £2,99a | 299,30+8,68 b | 340,08+1,18 c 349,89 +2,44 c
p<0,001
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Tableau 40: Effets de l'acide borique, de 1'azadirachtine et du spinosad (DL90) appliqués,
le jour de I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en lipides
ovariens (ug/paire d’ovaire) au cours du premier cycle gonadotrophique (m * sem, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours) P
0 217,28 £3,39a | 217,28+3,39a | 217,28+3,39a | 217,28+3,39a p>0,05
k%
2 238,01 +4,64a | 169,75+3,05b | 198,67 +243c | 217,51+3,64d
p<0,001
4 297,21+6,14a | 230,88 +4,72b | 231,20+840b | 27045+243c
p<0,001
*k%
6 36537 £2,99a | 257,25+8,84b | 25291+594b | 287,15+1,05c
p<0,001

® Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
® Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme 4ge entre les séries.

Un classement des moyennes du contenu en lipides ovariens chez les adultes femelles de
B. orientalis, témoins et traitées aux différentes molécules testées, est réalisé a 2, 4 et 6 jours
(Tableaux 41 et 42). Les résultats obtenus pour la DL50 révelent I'existence a 2 jours de 3
groupes ; le premier comporte les insectes témoins, le second, ceux traités a 'acide borique
et le troisiéme ceux traités a 1'azadirachtine mais aussi au spinosad. A 4 jours, les témoins
et les traités sont regroupés dans 2 groupes, un premier groupe témoins et un deuxieme
groupe qui renferme les traitements. Enfin a 6 jours, 3 groupes sont constatés, un groupe
avec les témoins un second avec les traités au spinosad et l'azadirachtine et un troisieme
groupe représenté par l’acide borique.

Pour la DL90, 4 groupes sont constatés a 2 jours et représentent les témoins et chacun des
trois pesticides. A 4 et 6 jours, les molécules sont réparties en 3 groupes : le premier est
représenté par les témoins, le second par le spinosad et le troisiéme par 1'acide borique et

I'azadirachtine.

Tableau 41: Classement par ordre décroissant du contenu en lipides par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. orientalis apres traitement (DL50) a I’émergence aux différentes molécules :
test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 238,01 a
2 Spinosad 221,89 b
Azadirachtine 219,00 b
Acide borique 196,21 C
Témoins 297,21 a
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4 Spinosad 266,74 b
Azadirachtine 266,37 b

Acide borique 263,66 b

Témoins 365,37 a

6 Spinosad 349,89 b
Azadirachtine 340,08 b

Acide borique 299,30 C

Tableau 42: Classement par ordre décroissant du contenu en lipides par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. orientalis apres traitement (DL90) a I'émergence aux différentes molécules :
test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 238,01 a

2 Spinosad 217,51 b
Azadirachtine 198,67 C

Acide borique 169,75 d

Témoins 297,21 a

4 Spinosad 270,45 b
Azadirachtine 231,20 C

Acide borique 230,88 C

Témoins 365,37 a

6 Spinosad 287,15 b
Acide borique 257,25 C

Azadirachtine 252,91 C

2.2. Effets des molécules sur la morphométrie et la biochimie de 'ovaire chez B. orientalis au

cours du deuxiéme cycle gonadotrophique aprés le dépot de la premiére oothéque

L’azadirachtine et le spinosad ont été administrés par application topique alors que
I'acide borique a été administré par ingestion sur des adultes femelles de B. orientalis
nouvellement exuviées (0 jour). Les effets de ces molécules ont été évalués sur différents
parametres morphométriques de I'ovaire (nombre d’ovocytes par paire d’ovaire et la taille
de I'ovocyte basal) au cours de la vie adulte (0, 2, 4 et 6 jours apres le dépot de la premiére

ootheque).
2.2.1. Effets sur la morphométrie de 'ovaire
2.2.1.1. Nombre d’ovocytes par paire d’ovaires

o Effets de I'azadirachtine
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Le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires chez les femelles de B. orientalis traitées a
'exuviation imaginale a I’azadirachtine diminue significativement (p<0,001) au cours de la période
testée. La comparaison des valeurs moyennes entre témoins et traités montre un effet traitement a
2 (p=0,002), 4 (p=0,004) et 6 jours (p=0,001) (Figure 47). Les résultats de ’analyse de la variance a 2
criteres de classification, montre des différences significatives dans le traitement (p<0,001) et les

ages (p<0,001).
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Figure 47. Effets de l'azadirachtine (DL50), administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le nombre d’ovocytes par paire d’ovaire au
cours du deuxiéme cycle gonadotrophique (m +* sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets du spinosad

Le nombre d’ovocytes chez les séries traitées, marque une diminution significative
(p<0,001) de 2 a 6 jours apres le dépot de la premiére oothéque. Le spinosad appliqué topiquement
aux adultes femelles nouvellement exuviées de B. orientalis réduit significativement le nombre
d’ovocytes par paire d’ovaires (Figure 48) a 2 (p=0,009), 4 (p=0,007) et 6 jours (p=0,003). L’analyse
de la variance a deux criteres de classification montre des différences hautement significatives

(p<0,001) pour le traitement et les ages.
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Figure 48. Effets du spinosad (DL50), administré par application topique, le jour de l'exuviation
des femelles adultes de B. orientalis, sur le nombre d’ovocytes par paire d’ovaire au cours du
deuxiéme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets de l'acide borique

Le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires (Figure 49) chez les séries témoins augmente de 0
a 2 jours puis diminue de maniére significative (p<0,001) a 4 et 6 jours. Par contre, chez les séries
traitées, on note une diminution au cours de la période testée (de 0 a 6 jours).
L’acide borique réduit significativement le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires a 2 (p=0,005), 4
(p=0,014) et 6 jours (p=0,001).
L’analyse de la variance a deux criteres de classification (ANOVA), révele un effet traitement

(p<0,001), un effet age (p<0,001) et une interaction traitement-age significative (p= 0,008).
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Figure 49. Effets de 1'acide borique (DL50), administré par ingestion, le jour de l'exuviation des
femelles adultes de B. orientalis, sur le nombre d’ovocytes par paire d’ovaire au cours du deuxieme
cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du
méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

2.2.1.2. Taille de I'ovocyte basal
e Effets de I'azadirachtine
Le volume de I'ovocyte basal, chez les séries traitées, diminue a 2 jours puis augmente par
la suite a 4 et 6 jours (p<0,001). Cependant, chez les témoins, les valeurs dans la taille marquent
une augmentation significative (p<0,001) au cours des ages étudiés.
Ce parametre se trouve, réduit (p<0,001) apres 2, 4 et 6 jours de traitement (Figure 50).
L’analyse de la variance a 2 criteres de classification permet de mettre en évidence des différences
hautement significatives (p<0,001) par rapport au traitement et a I’age et a I'interaction traitement-

age pour le volume de I'ovocyte basal.
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Figure 50. Effets de l'azadirachtine (DL50), administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le volume (mm3) de 'ovocyte basal au cours
du deuxiéme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets du spinosad

Les valeurs de la taille de I'ovocyte basal chez les séries traitées au spinosad (DL50),
affichent une diminution a 2 jours suivie d’"une augmentation significative a 4 et 6 jours (p<0,001).
L’insecticide réduit significativement (p<0,001) le volume de 1'ovocyte basal au cours de la période
testée comparativement aux témoins (Figure 51). L’analyse de la variance a deux criteres de
classification réveéle un effet traitement, un effet age et une interaction traitement-age hautement

significatifs (p<0,001) pour le volume de I'ovocyte basal.
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Figure 51. Effets du spinosad (DL50), administré par application topique, le jour de l'exuviation
des femelles adultes de B. orientalis, sur le volume (mm?) de I'ovocyte basal au cours du deuxiéme

cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du
méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets de l'acide borique

Le volume de l'ovocyte basal chez les insectes traités, diminue a 2 jours puis augmente
significativement a 4 et 6 jours (p<0,001).
Chez les femelles de B. orientalis traitées a l'acide borique, le volume de l'ovocyte basal est
significativement réduit (p<0,001) a 2, 4 et 6 jours comparativement aux témoins (Figure 52).
L’analyse de la variance a deux criteres de classification révele des différences hautement

significatives (p<0,001) entre les traitements, les ages et I'interaction traitement-age.
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Figure 52. Effets de 'acide borique (DL50), administré par ingestion, le jour de 'exuviation des
femelles adultes de B. orientalis, sur le volume (mm?3) de I'ovocyte basal au cours du deuxieme
cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du
méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

2.2.2. Comparaison de l'effet des diverses molécules sur la morphométrie de 1’ovaire de B.
orientalis au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique et aprés le dépot de la premiere
ootheque

Les insecticides testés a la DL50 (acide borique, spinosad et azadirachtine) ont été comparés
entre eux a différents ages (0, 2, 4 et 6 jours apres le dépot de la premiere ootheque) pour les
différents parameétres morphométriques considérés.

2.2.2.1. Nombre d’ovocytes

La comparaison des moyennes a permis de mettre en évidence des différences significatives
dans le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires entre les témoins et les différents insecticides. En
comparant les traitements, on note les mémes effets pour 1’acide borique et 'azadirachtine mais
des différences avec le spinosad (Tableau 43). L’analyse de la variance a un critere de classification,
effectuée pour chaque age et en fonction des différentes molécules utilisées, montre des différences
hautement significatives (p<0,001) entre les traitements a 2, 4 et 6 jours.
Un classement des différentes molécules utilisées selon leur impact sur le nombre d’ovocytes par

paire d’ovaires est réalisé grace au test HSD de Tukey (Tableau 44). Les résultats révelent
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'existence a 2 jours de 3 groupes de molécules : le premier groupe renferme les insectes témoins, le
second les traitements au spinosad, le troisieme groupe est représenté par les blattes traitées a
I'azadirachtine et 1’acide borique. A 4 jours, les insecticides sont répartis en 2 groupes, le premier
est représenté par les témoins et le deuxieme groupe renferme les insectes traités au spinosad,
acide borique et azadirachtine. A 6 jours, les insecticides sont classés en un groupe différent et
séparé des témoins. De plus, 'acide borique est la molécule la plus efficace a 2 jours, par contre a 4
et 6 jours, 'azadirachtine a plus d’effet sur le nombre d’ovocytes comparativement aux autres

pesticides testés.

Tableau 43: Effets de l'acide borique, de 1'azadirachtine et du spinosad (DL50) sur le
nombre d’ovocytes par paire d’ovaires chez les femelles adultes de B. orientalis, au cours
du deuxiéme cycle gonadotrophique (m + sem, n=4).

raitement
Témoins Acide borique Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours P
0 53,00 £ 0,67 a 53,00 £ 0,67 a 53,00 £ 0,67 a 53,00 £ 0,67 a p>0,05
2 60,00£1,33 a 36,67+1,11b 39,00 £ 0,67 b 44,67 £1,56 b p<0,001
4 49,00 £0,67 a 32,33+1,78 b 2933+1,11b 33,67+1,11c p<0,001
6 48,67 +0,44 a 30,33+0,44 b 28,00 £ 0,67 b 33,00 £ 0,67 ¢ p<0,001

= Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
=  Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.

Tableau 44: Classement par ordre décroissant du nombre d’ovocytes par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. orientalis au cours du deuxieme cycle gonadotrophique apres traitement
(DL50) a différentes molécules : test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 60,00 a
2 Spinosad 44 67 b
Azadirachtine 39,00 C
Acide borique 36,67 C
Témoins 49,00 a
4 Spinosad 33,67 b
Acide borique 32,33 b
Azadirachtine
29,33 b
Témoins 48,67 a
6 Spinosad 33,00 b
Acide borique 30,33 C
Azadirachtine 28,00 d
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2.2.2.2. Volume de l'ovocyte basal

La comparaison des moyennes révele des différences significatives entre les témoins et les
traités mais aussi entre les différents traitements et ce uniquement a 2 jours (Tableau 45). Par
contre a 6 jours, tous les traitements marquent le méme effet.
Les résultats de 'ANOVA mettent en évidence des différences significatives (p<0,001) entre les
pesticides utilisés et aux différents temps apres traitement. De plus, on note l'efficacité du spinosad
vis-a-vis du volume de 'ovocyte basal a 2 et 6 jours et I'acide borique a 4 jours.
Le classement des insecticides testés selon leur impact sur le volume de l'ovocyte basal est
représenté dans le tableau 46. Les résultats révelent 1'existence de 2 groupes de molécules pour
tous les ages considérés. A 2, 4 et 6 jours, les insecticides sont répartis en 2 classes : les insectes

témoins, et les insectes traités (acide borique, spinosad et azadirachtine).

Tableau 45: Effets de l'acide borique, de 1'azadirachtine et du spinosad (DL50) sur le
volume de l'ovocyte basal (mm3) chez les femelles adultes de B. orientalis, au cours du
deuxiéme cycle gonadotrophique (m + sem, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA

Ages (jours) P
0 0,1669+0,0192a | 0,1669+0,0192a | 0,1669+0,0192a | 0,1669+0,0192 a p>0,05
2 0,3058+0,0083 a | 0,0767+0,0123b | 0,0970+0,0123 ¢ | 0,0709+0,0131 d p<0,001
4 0,4593+0,0161 a | 0,1308+0,0155b | 0,1564+0,0213 ¢ | 0,1603£0,0138 ¢ p<0,001

*k%
6 0,6516+0,0114a | 0,3405+0,0145b | 0,2968+0,0085b | 0,2609+0,0149 b p<0,001

=  Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05).
®  Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.
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Tableau 46: Classement par ordre décroissant du volume de 1’ovocyte basal (mm?) chez les adultes
femelles de B. orientalis au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique aprés traitement (DL50) aux
différentes molécules : test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 0,3058 a

2 Azadirachtine 0,0970 b
Acide borique 0,0767 b

Spinosad 0,0709 b

Témoins 0,4593 a

4 Spinosad 0,1603 b
Azadirachtine 0,1564 b

Acide borique 0,1308 b

Témoins 0,6516 a

6 Acide borique 0,3405 b
Azadirachtine 0,2968 b

Spinosad 0,2609 b

2.2.3. Effets sur la biochimie de I'ovaire

Les effets de 'acide borique, le spinosad et 1'azadirachtine appliqués aux adultes femelles
apres le dépot de la premiére ootheque (0 jour) de B. orientalis ont été évalués sur le contenu en
métabolites ovariens (protéines, glucides et lipides) a différentes périodes (0, 2, 4 et 6 jours) apres

le dépot de la premiere ootheque.

2.2.3.1. Contenu en protéines par paire d’ovaires
e Effets de I'azadirachtine
L’azadirachtine appliqué par voie topique a une dose (DL50), réduit de maniere
significative, comparativement aux témoins, le contenu en protéines par paire d’ovaires chez les
femelles de B. orientalis a 2 (p=0,001), 4 (p=0,003) et 6 jours (p=0,002) apres le dépodt de la premiere
oothéque (Figure 53).
Les résultats relatifs a I'analyse de la variance a deux critéres de classification, révelent des effets

traitement, ge et interaction traitement-age hautement significatifs (p<0,001).
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Figure 53. Effets de l'azadirachtine (DL50) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en protéines ovariennes (ug/ paire
d’ovaire) au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e  Effets du spinosad

Le spinosad administré par application topique a la dose la plus faible (DL50), chez les
adultes femelles nouvellement exuviées de B. orientalis affecte le contenu en protéines ovariennes.
En effet, des réductions significatives sont enregistrées a 2 (p=0,007), 4 (p=0,004) et 6 jours
(p=0,008) chez les séries traitées (Figure 54).

L’analyse de la variance, montre des effets traitement, 4ge et une interaction traitement- age

hautement significatives (p<0,001).
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Figure 54. Effets du spinosad (DL50) administré par application topique, le jour de I'exuviation des
femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en protéines ovariennes (ug/ paire d’ovaire) au
cours du deuxieme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets de I’acide borique

Le contenu en protéines par paire d’ovaires chez les adultes femelles de B. orientalis
témoins et traitées a 1'acide borique est représenté dans la figure 55. Chez les séries témoins, le
contenu en protéines augmente significativement (p<0,001) a 2, 4 et 6 jours, ou il atteint des
valeurs maximales (436,41 + 14,11 pg/ paire d’ovaire). L’acide borique réduit de facon significative
le contenu en protéines a 2, 4 (p=0,001) et 6 jours (p=0,002).
Les résultats de 1'analyse de la variance a 2 criteres de classification, révelent des effets hautement

significatifs (p<0,001) du traitement, de I'4ge et de I'interaction traitement-age.
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Figure 55. Effets de l'acide borique (DL50) administré par ingestion, le jour de l'exuviation des
femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en protéines ovariennes (ug/ paire d’ovaire) au
cours du deuxieme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

2.2.3.2. Contenu en glucides par paire d’ovaires
e Effets de I'azadirachtine
Les résultats relatifs au contenu en glucides ovariens chez les adultes femelles de B.
orientalis traitées topiquement a 1’azadirachtine sont représentés dans la figure 56. L’azadirachtine
réduit significativement les glucides ovariens a 2 (p=0,003), 4 (p<0,001) et 6 jours (p<0,001), apres
dépot de la premiere ootheque, comparativement aux individus témoins.
L’analyse de la variance a 2 criteres de classification a permis de mettre en évidence des différences

hautement significatives (p<0,001) dans le traitement, ’dge et I'interaction entre ces deux criteres.
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Figure 56. Effets de l'azadirachtine (DL50) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en glucides ovariens (ng/ paire
d’ovaire) au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets du spinosad

L’effet du spinosad sur le contenu en glucides ovariens chez les adultes femelles de B.
orientalis a différents ages (0, 2, 4 et 6 jours apres le dépot de la premiere ootheque) est représenté
dans la figure 57. Le traitement provoque une réduction significative du contenu en glucides
ovariens apres 2 (p<0,001), 4 (p=0,002) et 6 jours (p=0,001) apres traitement ot des valeurs de
275,79 + 6,76 ng/paire d’ovaires sont enregistrées chez les traités contre des valeurs témoins de
434,36 + 2,60 pg/paire d’ovaires. L’analyse de la variance a deux criteres de classification, montre
des effets traitement (p<0,001), ages (p<0,001) et des interactions traitement-dges hautement

significatifs (p=0,033).
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Figure 57. Effets du spinosad (DL50) administré par application topique, le jour de I'exuviation des
femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en glucides ovariens (ug/ paire d’ovaire) au cours
du deuxiéme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets de 'acide borique

Chez les séries témoins, le contenu en glucides ovariens (ug/paire d’ovaires) chez B.
orientalis augmente significativement (p<0,001) a 2, 4 et 6 jours apres le dépot de la premiere
ootheéque, avec un pic correspondant a des valeurs moyennes de 434,36+2,60 ug/paire d’ovaires a
6 jours. Le traitement a I'acide borique affecte le contenu en glucides ovariens en réduisant les
quantités observées a tous les ages testés (p<0,001) (Figure 58).
L’analyse de la variance a deux criteres de classification montre des effets traitement, age et

interaction traitement-age hautement significatifs (p<0,001).
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Figure 58. Effets de l'acide borique (DL50) administré par ingestion, le jour de l'exuviation des
femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en glucides ovariens (ug/ paire d’ovaire) au cours
du deuxiéme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

2.2.3.3. Contenu en lipides par paire d’ovaires

o Effets de I'azadirachtine

Chez les séries traitées a 1'azadirachtine, le contenu en lipides par paire d’ovaires, chez les
femelles de B. orientalis, diminue significativement, comparativement a la série témoin, a 2
(p=0,014), 4 et 6 jours (p=0,003) apres le dépot de la premiere oothéeque (Figure 59). Les valeurs
maximales sont enregistrées a 6 jours avec des moyennes de 398,71 + 2,01 pg/paire d’ovaires chez
les témoins contre 258,41 + 5,39 ug/paire d’ovaires chez les traités. Les résultats de I'analyse de la
variance a deux criteres de classification révelent des différences hautement significatives (p<0,001)

dans le traitement, I’age et dans l'interaction traitement-age.
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Figure 59. Effets de l'azadirachtine (DL50) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en lipides ovariens (ug/ paire
d’ovaire) au cours du deuxieme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets du spinosad

Chez les séries traitées au spinosad, le contenu en lipides ovariens chez les adultes femelles
de B. orientalis est significativement réduit a 2 (p=0,01), 4 (p=0,004) et 6 jours (p=0,012) apres le
dépot de la premiere ootheque (Figure 60). Les valeurs vont de 247,28 + 1,96 pg/paire d’ovaires a 0
jour a 398,71 + 2,01 pg/paire d’ovaires a 6 jours chez les témoins contre 203,23 + 7,27 ng/paire
d’ovaires a 0 jour jusqu’a 322,23 £ 5,12 ng/ paire d’ovaires a 6 jours.
Les résultats de I'analyse de la variance a deux criteres, révelent des effets dans le traitement et

"age hautement significatif (p<0,001).
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Figure 60. Effets du spinosad (DL50) administré par application topique, le jour de I'exuviation des
femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en lipides ovariens (ng/ paire d’ovaire) au cours du
deuxieme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets de I'acide borique

Les résultats du contenu en lipides ovariens (ug/paire d’ovaires) chez les adultes femelles
de B. orientalis sont mentionnés dans la figure 61. Le contenu en lipides augmente
significativement (p<0,001) a 2, 4 et 6 jours pour atteindre des valeurs maximales de 398,71+7,99
ng/paire d’ovaires. L’acide borique réduit significativement le contenu en glucides ovariens a 2
(p=0,001), 4 (p=0,003) et 6 jours (p=0,002).
Les résultats concernant 1’analyse de la variance a deux critéres de classification révelent des effets

hautement significatifs (p<0,001) pour le traitement, I'age et I'interaction traitement-age.
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Figure 61. Effets de 1'acide borique (DL50) administré par ingestion, le jour de l'exuviation des
femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en lipides ovariens (ug/ paire d’ovaire) au cours du
deuxieme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

2.24. Comparaison de l'effet des diverses molécules sur la biochimie de l'ovaire de B.
orientalis au cours du deuxieme cycle gonadotrophique et aprés le dépot de la premiere
ootheque

2.24.1. Contenu en protéines par paire d’ovaires

La comparaison des moyennes, relatives aux molécules insecticides testées sur le contenu en
protéines ovariennes des adultes femelles de B. orientalis est mentionnée dans le tableau 47. Les
résultats obtenus montrent des différences significatives entre les séries témoins et traitées au
cours de la période testée. A 2 et 4 jours, I'acide borique et 'azadirachtine présentent des effets
similaires, qui difféerent du spinosad. Par contre a 6 jours, des différences sont signalées entre
'acide borique et les autres molécules. De plus, on remarque que 1'acide borique est la molécule la
plus efficace comparativement a 'azadirachtine et au spinosad.
Les résultats de I’analyse de la variance mettent en évidence des différences significatives entre les
traitements utilisés et ce, aux différents temps apres le dépot de la premiere ootheque. Un
classement des moyennes du contenu en protéines ovariennes, chez les adultes femelles de B.

orientalis, témoins et traitées aux différentes molécules testées, est réalisé a 2, 4 et 6 jours. Les
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résultats obtenus réveélent I'existence a 2, 4 et 6 jours de 2 groupes de molécules, le premier groupe
renferme les témoins et le second, les traitements a 1'acide borique, I'azadirachtine et le spinosad

(Tableau 48).

Tableau 47: Effets de l'acide borique, de 1'azadirachtine et du spinosad (DL50) appliqués
le jour de I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en protéines
ovariennes (nug/ paire d’ovaire) au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique (m * sem,
n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours) P
0 240,10+£12,03 a | 240,10+12,03a | 240,10+12,03a | 240,10+£12,03 a p>0,05
2 281,72+6,72 a 99,8415,17 b 117,20+£2,02 b 143,96£7,96 ¢
p<0,001
4 327,47+8,93a | 117,81+1,68 b 126,89+5,05 b 169,08+3,45 c
p<0,001
6 436,41+10,26 a | 188,995,333 b 202,7446,99 c 206,41+18,45 ¢
p<0,001

®  Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
®  Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.

Tableau 48: Classement par ordre décroissant du contenu en protéines par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. orientalis au cours du deuxieme cycle gonadotrophique, apreés traitement
(DL50) a différentes molécules : test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 281,72 a

2 Spinosad 143,96 b
Azadirachtine 117,20 b

Acide borique 99,84 b

Témoins 327,47 a

4 Spinosad 169,08 b
Azadirachtine 126,89 b

Acide borique 117,81 b

Témoins 436,41 a

6 Spinosad 206,41 b
Azadirachtine 202,74 b

Acide borique 188,99 b

2.24.2. Contenu en glucides par paire d’ovaires
La comparaison des effets des divers insecticides testés sur le contenu en glucides ovariens

des adultes femelles de B. orientalis au cours de la maturité sexuelle, est réalisée grace au test t de
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student. Les résultats montrent des différences significatives entre les séries témoins et traitées et
également entre les différents traitements a 4 et 6 jours (Tableau 49). Par contre a 2 jours, I'acide
borique et l'azadirachtine marquent les mémes effets. Les résultats de I’ANOVA relatifs au
contenu en glucides par paire d’ovaires entre les différents traitements pour chaque age révelent
des différences hautement significatives (p<0,001). De plus, on remarque que l'acide borique est la
molécule la plus efficace comparativement a 1’azadirachtine et au spinosad.

Le classement des moyennes révele I'existence de 3 groupes de molécules a 2 jours, avec un
premier groupe constitué par les témoins, un second correspondant au spinosad et un troisiéme
représenté par 1'acide borique et 1'azadirachtine. A 4 jours, le test de Tukey sépare 4 groupes
représentant le témoin et chacun des traitements. Enfin, a 6 jours, 3 groupes sont obtenus, le
premier comportant les témoins, le second les séries traitées au spinosad et le troisieme les

individus traités a 1’acide borique et 1'azadirachtine (Tableau 50).

Tableau 49: Effets de l'acide borique, de 1’azadirachtine et du spinosad (DL50) appliqués
le jour de I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en glucides
ovariens (nug/ paire d’ovaire) au cours du deuxieme cycle gonadotrophique (m + sem,
n=4).

Traitement
o Témoins | Acide borique| Azadirachtine Spinosad AN;)VA
Ages (jours
0 232,85+1,96a(232,85+1,96a | 232,85+1,96a | 232,85+1,96 a p>0,05
2 282,50+ 6,98 a| 108,55+ 5,18 b | 108,04 £5,31 b | 140,42+ 6,30 ¢
p<0,001
4 368,87 £4,76 a| 126,66 £ 2,88 b | 155,25+ 5,74 c | 238,78 +7,73 d
p<0,001
6 434,36 £2,01 a| 198,07 £5,28 b | 211,98 +3,03c | 275,79 £4,83 d
p<0,001

=  Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
®  Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme 4ge entre les séries.
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Tableau 50: Classement par ordre décroissant du contenu en glucides par paire d’ovaires chez les

adultes femelles de B. orientalis au cours du deuxieme cycle gonadotrophique apres traitement
(DL50) a différentes molécules : test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 282,50 a

2 Spinosad 140,42 b
Acide borique 108,55 C

Azadirachtine 108,04 C

Témoins 368,87 a

4 Spinosad 238,78 b
Azadirachtine 155,25 C

Acide borique 126,66 d

Témoins 434,36 a

6 Spinosad 275,79 b
Azadirachtine 211,98 C

Acide borique 198,07 C

2.2.4.3. Contenu en lipides par paire d’ovaires

La comparaison des moyennes a permis de révéler des différences significatives entre I'acide

borique, 1'azadirachtine et le spinosad mais aussi entre chaque traitement et la série témoin

(Tableau 51). L’analyse de la variance a un critere de classification effectuée pour chaque age et

entre les différents traitements, montre des différences hautement significatives (p<0,001). Le

classement des moyennes relatives au contenu en lipides par paire d’ovaires est donné dans le

tableau 52. A 2, 4 et 6 jours, les témoins et chacun des divers traitements constitue un groupe bien

individualisé. De plus, on remarque que l'acide borique est la molécule la plus efficace

comparativement a I’azadirachtine et au spinosad.

Tableau 51: Effets de 1'acide borique, de "azadirachtine et du spinosad (DL50) appliqués
le jour de I'exuviation des femelles adultes de B. orientalis, sur le contenu en lipides
ovariens (nug/ paire d’ovaire) au cours du deuxieme cycle gonadotrophique (m + sem,

n=4).
Traitement
o Témoins | Acide borique| Azadirachtine Spinosad ANSVA
Ages (jours
0 247,28 +7,85a|247,28+7,85a | 247,28+7,85a | 247,28+7,85a p>0,05
*k%
2 269,34 £8,10a| 156,88 £3,40 b | 180,67 £5,77 ¢ | 203,23 +7,27 d
p<0,001
*k%k
4 320,55 +4,05a|215,66 £2,47b | 229,03 +2,48c | 23941 £2,67 d
p<0,001
*k%
6 398,71 £5,44 a| 219,01 £5,23 b | 258,41 £5,39c | 322,23 £5,12d
p<0,001

®  Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
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®  Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.

Tableau 52: Classement par ordre décroissant du contenu en lipides par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. orientalis apres traitement (DL50) a différentes molécules : test HSD de

Tukey.
Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 269,34 a

2 Spinosad 203,23 b
Azadirachtine 180,67 C

Acide borique 156,88 d

Témoins 320,55 a

4 Spinosad 239,41 b
Acide borique 229,03 C

Azadirachtine 215,66 d

Témoins 398,71 a

6 Spinosad 322,23 b
Azadirachtine 258,41 C

Acide borique 219,01 d

2.3. Effets des molécules sur la morphomeétrie et la biochimie de l'ovaire chez Blattella
germanica au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique aprés le dépot de la premiere

ootheque :

2.3.1. Effets sur la morphométrie de 'ovaire

L’azadirachtine et le spinosad ont été administrés par application topique alors que 1'acide
borique a été administré par ingestion sur des adultes femelles de B. germanica nouvellement
exuviées (0 jour). Les effets de ces molécules ont été évalués sur différents parametres
morphométriques de 1'ovaire (nombre d’ovocytes par paire d’ovaire et la taille de I'ovocyte basal)

a0,2,4et6jours apres le dépot de la premiére ootheque).

2.3.1.1. Nombre d’ovocytes par paire d’ovaires :
o Effets de I'azadirachtine
Similairement aux séries témoins, le nombre d’ovocytes chez les séries traitées marque une
augmentation significative a 2 jours (p<0,001), suivie d’une diminution a 4 et 6 jours (p<0,001).
La comparaison des valeurs entre témoins et traités, montre une diminution significative du
nombre d’ovocytes par paire d’ovaires a 2 (p= 0,020), et 6 jours (p= 0,039). Par contre, aucun effet

n’est signalé a 4 jours (Figure 62).
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L’analyse de la variance a deux critéres de classification, montre un effet traitement et un effet age

(p<0,001).
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Figure 62. Effets de l'azadirachtine (DL50), administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. germanica, sur le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires au
cours du deuxieme cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets du spinosad

Le nombre d’ovocytes chez les séries traitées, augmente de 0 a 2 jours (p<0,001), puis
diminue par la suite a 4 et 6 jours (p<0,001). Le méme profil est noté chez les témoins.
Le spinosad ne montre aucun effet significatif (p> 0,05) sur le nombre d’ovocytes par paire
d’ovaires (Figure 63) au cours des différentes périodes testées.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification montre un effet age (p<0,001).
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Figure 63. Effets du spinosad (DL50), administré par application topique, le jour de I'exuviation
des femelles adultes de B. germanica, sur le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires au cours du
deuxieme cycle gonadotrophique (m #* sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets de l'acide borique

Le nombre d’ovocytes par paire d’ovaire (Figure 64) chez les séries témoins augmente de
maniere significative (p<0,001) a 2 jours mais diminue a 4 et 6 jours (p<0,001). L’acide borique
(DL50) réduit significativement le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires seulement a 4 (p= 0,015)
et 6 jours (p= 0,026). L’analyse de la variance a deux criteres de classification (ANOVA), révele un

effet traitement (p<0,001) et un effet age (p<0,001).
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Figure 64. Effets de 'acide borique (DL50), administré par ingestion, le jour de l'exuviation des
femelles adultes de B. germanica, sur le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires au cours du
deuxieme cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.
2.3.1.2. Taille de I’ovocyte basal

o Effets de I'azadirachtine

Parallelement a la série témoin, les insectes traités a 1'azadirachtine, marquent une
augmentation significative du volume de 'ovocyte basal au cours de la période testée (p<0,001).
Les résultats révelent que 1’azadirachtine induit une réduction dans le volume de I’ovocyte basal a
2 (p=0,002) et 6 jours (p=0,003) (Figure 65).
L’analyse de la variance a deux criteres de classification, permet de mettre en évidence des
différences hautement significatives (p<0,001), par rapport au traitement, a I’age et a l'interaction

traitement age (p=0,003).
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Figure 65. Effets de l'azadirachtine (DL50) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. germanica, sur le volume (mm?) de 'ovocyte basal au cours
du deuxiéme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets du spinosad

Similairement aux témoins, les séries traitées montrent une augmentation significative
dans le volume de l'ovocyte basal de 0 a 6 jours (p<0,001). Le spinosad réduit le volume de
'ovocyte basal seulement a 2 jours (p= 0,003) (Figure 66). L’analyse de la variance a deux critéres
de classification révele un effet traitement (p= 0,001) et dges (p<0,001) sur le volume de I'ovocyte

basal.
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Figure 66. Effets du spinosad (DL50) administré par application topique, le jour de I’exuviation des
femelles adultes de B. germanica, sur le volume (mm?3) de I'ovocyte basal au cours du deuxieme
cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du
méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets de I'acide borique :

Le volume de I'ovocyte basal calculé a partir de sa longueur et sa largeur, augmente a 2, 4
et 6 jours apres le dépot de la premiere ootheque chez les insectes témoins et traités (p<0,001).
Chez les femelles de B. germanica traitées a l'acide borique, le volume de l'ovocyte est
significativement réduit a 2 (p= 0,002), 4 (p= 0,015) et 6 jours (p= 0,008) (Figure 67).
L’analyse de la variance a deux criteres de classification révele des différences hautement

significatives (p<0,001) entre les traitements, les dges et I'interaction traitements-ages.
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Figure 67. Effets de 1'acide borique (DL50) administré par ingestion, le jour de l'exuviation des
femelles adultes de B. germanica, sur le volume (mm?3) de I'ovocyte basal au cours du deuxieme
cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les moyennes du
méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

2.3.2. Comparaison de l'effet des diverses molécules sur la morphométrie de 1'ovaire de B.
germanica au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique apreés le dépot de la premiére ootheque:

Les insecticides testés a la dose létale 50 (acide borique, azadirachtine et spinosad), ont été
comparés entre eux aux différents ages (0, 2, 4 et 6 jours) apres le dépot de la premiere oothéque
pour les différents parametres morphométriques considérés.

2.3.2.1. Nombre d’ovocytes :

La comparaison des moyennes a permis de mettre en évidence des différences significatives
dans le nombre d’ovocytes par paire d’ovaire entre les témoins et les traités mais aussi entre les
différents insecticides (Tableau 53). De plus, on remarque que l'acide borique est la molécule la
plus efficace comparativement aux autres molécules. L’acide borique et I’azadirachtine présentent
des effets similaires a 2 et 4 jours, et des effets différents a 6 jours.

L’analyse de la variance, effectuée pour chaque age et en fonction des différentes molécules
utilisées, montre des différences significatives entre les traitements a 2 (p=0,013), 4 (p=0,001) et 6

jours (p=0,012).
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Un classement des différentes molécules est réalisé grace au test HSD de Tukey (Tableau 54). Les
résultats réveélent I'existence a 2 jours de 2 groupes de molécules : le premier groupe renferme les
insectes témoins et traités au spinosad et le second est représenté par les blattes traitées a
'azadirachtine et I'acide borique. A 4 jours, les insecticides sont répartis en 3 groupes. Le premier
est représenté par les témoins, le deuxiéme groupe renferme les insectes traités au spinosad et
'azadirachtine, et enfin le dernier groupe ceux traités a 1'acide borique. A 6 jours, les insecticides
sont classés en 2 groupes seulement, I'un est représenté par les témoins et le traitement au

spinosad et I'autre groupe est constitué par 1’azadirachtine et 1’acide borique.

Tableau 53: Effets de l'acide borique, de 1'azadirachtine et du spinosad (DL50) sur le
nombre d’ovocytes par paire d’ovaires chez les femelles adultes de B. germanica, au cours
du deuxiéme cycle gonadotrophique (m + sem, n=4).

Ages (::i:ement Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANgVA
0 44,67+1,56 a 44,67+1,56 a 44,6711,56 a 44,6711,56 a p>0,05
2 54,67+1,56 a 48,67+1,56 b 50,67+1,11 b 53,00£0,67a | p=0,013
4 45,33t1,11 a 40,00£0,67 b 41,6710,44 b 43331044 a | p=0,001
6 44,00£0,67 a 38,67+1,11 b 39,67+1,33 c 42,00£1,33a | p=0,012

= Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
= Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.

Tableau 54: Classement par ordre décroissant du nombre d’ovocytes par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. germanica au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique apres traitement
(DL50) a différentes molécules : test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 54,67 a

2 Spinosad 53,00 a
Azadirachtine 50,67 b

Acide borique 48,67 b

Témoins 45,33 a

4 Spinosad 43,33 b
Azadirachtine 41,67 b

Acide borique 40,00 C

Témoins 44,00 a

6 Spinosad 42,00 a
Azadirachtine 39,67 b

Acide borique 38,67 b
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2.3.2.2. Volume de I’ovocyte basal

La comparaison des moyennes révele des différences significatives entre les témoins
et les traités mais aussi entre les traitements et ce a 2, 4 et 6 jours (Tableau 55).
Les résultats de ' ANOVA, mettent en évidence des différences significatives entre les pesticides
utilisés et aux différents temps apres traitement (2 jours : p<0,0001 ; 4 jours : p=0,009 et 6 jours :
p<0,0001).
Le classement des différents insecticides testés est représenté dans le tableau 56. Les résultats
révelent 'existence de 2 a 3 groupes pour les molécules considérées.
A 2 jours, le premier groupe renferme les témoins et le second comprend les trois molécules testées
(spinosad, I'azadirachtine et I'acide borique). A 4 jours, les insecticides sont répartis en 2 groupes,
celui des témoins et traités au spinosad et enfin le groupe représenté par les traités a
I'azadirachtine et I'acide borique. Enfin a 6 jours, les insecticides sont classés en 3 groupes, le
premier est représenté par les témoins et traités au spinosad, le deuxiéme groupe constitue les

insectes traités a I'azadirachtine et le troisieme groupe renferme les traités a 1’acide borique.

Tableau 55: Effets de l'acide borique, de 1'azadirachtine et du spinosad (DL50) sur le
volume de 'ovocyte basal (mm3) chez les femelles adultes de B. germanica, au cours du
deuxieme cycle gonadotrophique (m + sem, n=4).

raitement
Témoins Acide borique Azadirachtine Spinosad ANOVA

Ages (jours P
0 0,0100£0,0014a | 0,0100+£0,0014a | 0,0100£0,0014a | 0,0100+0,0014 a p>0,05
2 0,0164+0,0003a | 0,0123+0,0005b | 0,0133+0,0004 c 0,0135+0,0001 ¢ p<0,001
4 0,02954+0,0017 a | 0,0222+0,0007 b | 0,0250+0,0019a | 0,0277+0,0009 a p<0,001

*k%
6 0,0753£0,0010a | 0,0568+0,0030b | 0,0644+0,0003c | 0,0708+0,0015 a p<0,001

= Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
=  Leslettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.
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Tableau 56: Classement par ordre décroissant du volume de 1'ovocyte basal (mm?) chez les adultes
femelles de B. germanica au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique apres traitement (DL50) a
différentes molécules : test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 0,0164 a

2 Spinosad 0,0135 b
Azadirachtine 0,0133 b

Acide borique 0,0123 b

Témoins 0,0295 a

4 Spinosad 0,0277 a
Azadirachtine 0,0250 b

Acide borique 0,0222 b

Témoins 0,0753 a

6 Spinosad 0,0708 a
Azadirachtine 0,0644 b

Acide borique 0,0568 C

2.3.3. Effets sur la biochimie de I'ovaire de B. germanica
Les effets de I'acide borique, de I’azadirachtine et du spinosad ont été évalués sur le contenu
en métabolites ovariens (protéines, glucides et lipides) chez les adultes femelles de B. germanica

apres le dépot de la premiere oothéque.

2.3.3.1. Contenu en protéines par paire d’ovaires :

e Effets de I'azadirachtine

Le traitement a 1'azadirachtine ne modifie pas le profil dans le contenu en protéines par
paire d’ovaires, chez les femelles de B. germanica, mais le réduit de maniere significative a 2
(p=0,009), 4 (p=0,015) et 6 jours (p=0,006) apres le dépot de la premiere oothéque (Figure 68). Des
valeurs maximales (263,33 + 5,56 png/paire d’ovaires) sont enregistrées a 4 jours contre des valeurs
témoins de 291,33 + 4,44 pg/paire d’ovaires.
Les résultats relatifs a 'analyse de la variance a 2 criteres de classification, révelent des effets dans

le traitement, I’age et 'interaction traitement-age hautement significatifs (p<0,001).
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Figure 68. Effets de l'azadirachtine (DL50) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. germanica, sur le contenu en protéines ovariennes (ng/ paire
d’ovaire) au cours du deuxieme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets du spinosad

Le spinosad administré par voie topique a la dose DL50, affecte le contenu en protéines
ovariennes chez les adultes femelles de B. germanica, puisque des diminutions significatives sont
enregistrées a 2 (p=0,014), 4 (p=0,045) et 6 jours (p=0,02) (Figure 69). Il faut noter que le profil dans
le contenu en protéines, au cours de la période testée, reste comparable entre les séries.
L’analyse de la variance montre des effets du traitement, de 'dge et une interaction traitement-age

hautement significatifs (p<0,001).
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Figure 69. Effets du spinosad (DL50) administré par application topique, le jour de I'exuviation des
femelles adultes de B. germanica, sur le contenu en protéines ovariennes (ug/ paire d’ovaire) au
cours du deuxieme cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets de I'acide borique :

Le contenu en protéines par paire d’ovaires apres 0, 2, 4 et 6 jours chez les adultes femelles
de B. germanica témoins et traités a I'acide borique est représenté dans la figure 70. Chez les séries
témoins et traitées, le contenu en protéines augmente significativement a 2 jours (p<0,001) pour
atteindre des valeurs maximales de 291,33 + 5,86 et 258 + 7,00 ug/paire d’ovaire a 4 jours (p<0,001)
respectivement ; le contenu en protéines diminue ensuite a 6 jours (p<0,001).

L’acide borique réduit de facon significative ce contenu en protéines a 2 (p=0,004), 4 (p<0,001) et 6
jours (p=0,003).
Les résultats de l'analyse de la variance a deux critéres de classification révelent des effets

hautement significatifs du traitement, de I'age et de l'interaction traitement-age (p<0,001).
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Figure 70. Effets de l'acide borique (DL50) administré par ingestion, le jour de l'exuviation des
femelles adultes de B. germanica, sur le contenu en protéines ovariennes (ug/ paire d’ovaire) au
cours du deuxiéme cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

2.3.3.2. Contenu en glucides par paire d’ovaires

o Effets de I'azadirachtine

Les résultats relatifs au contenu en glucides ovariens chez les adultes femelles de B.
germanica témoins et traitées par voie topique a 'azadirachtine sont représentés dans la figure 71.
Le contenu en glucides ovariens, pour les deux séries, augmente significativement a 2 et 4 jours
(p<0,001) et diminue par la suite a 6 jours (p<0,001). L’azadirachtine réduit significativement les
glucides ovariens a 2 (p=0,005) et 4 jours (p=0,017) apres le dépot de la premiere ootheque.
L’analyse de la variance a deux criteres de classification a permis de mettre en évidence des
différences hautement significatives (p<0,001) dans le traitement, 1'dge et l'interaction entre ces

deux criteéres.
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Figure 71. Effets de l'azadirachtine (DL50) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. germanica, sur le contenu en glucides ovariens (ug/ paire
d’ovaire) au cours du deuxieme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets du spinosad

Le contenu en glucides ovariens chez les adultes femelles de B. germanica a 0, 2, 4 et 6 jours,
apres le dépot de la premiere ootheque est représenté sur la figure 72. Chez les séries témoins et
traitées, le contenu en glucides ovariens augmente a 2 et 4 jours (p<0,001), puis diminue a 6 jours
(p<0,001). Comparativement aux témoins, I'effet du spinosad provoque une réduction significative
du contenu en glucides ovariens a 2, 4 et 6 jours (p=0,001).
L’analyse de la variance a deux critéres de classification montre des effets traitement (p=0,001),

ages (p<0,001) et une interaction traitements-ages trés hautement significative (p<0,001).
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Figure 72. Effets du spinosad (DL50) administré par application topique, le jour de I'exuviation des
femelles adultes de B. germanica, sur le contenu en glucides ovariens (ug/ paire d’ovaire) au cours
du deuxiéme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets de l'acide borique

Chez les séries témoins et traitées de B. germanica, le contenu en glucides ovariens
(ug/paire d’ovaires) augmente significativement (p<0,001) a 2 et 4 jours avec un pic
correspondant a des valeurs moyennes de 227,67+2,52 ng/paire d’ovaires chez les traités contre
200,67+7,78 pg/paire d’ovaires chez les témoins. Une diminution des glucides ovariens est ensuite
constatée a 6 jours (p<0,001).
L’acide borique a la dose testée affecte le contenu en glucides ovariens en réduisant les quantités
observées a 2 (p=0,001), 4 (p=0,039) et 6 jours (p=0,027) (Figure 73).

L’analyse de la variance a 2 critéres de classification, montre des effets traitement, age et

interaction traitement-age hautement significatif (p<0,001).
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Figure 73. Effets de 1'acide borique (DL50) administré par ingestion, le jour de I'exuviation des
femelles adultes de B. germanica, sur le contenu en glucides ovariens (ug/ paire d’ovaire) au cours
du deuxiéme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.
2.3.3.3. Contenu en lipides ovariens

o Effets de I'azadirachtine

Similairement aux séries témoins, chez les séries traitées a 1’azadirachtine, le contenu en
lipides par paire d’ovaires chez les femelles de B. germanica, augmente a 2 et 4 jours (p<0,001) puis
diminue a 6 jours (p<0,001). L’application de 1'azadirachtine réduit significativement le contenu en
lipides ovariens apres 2 (p=0,004), 4 (p=0,006) et 6 jours (p=0,019) d’exposition (Figure 74). Les
valeurs maximales sont enregistrées a 4 jours avec des moyennes de 470,00£6,67 ng/paire
d’ovaires chez les traitées.
Les résultats de I'analyse de la variance a deux critéeres de classification révelent des différences

hautement significatives (p<0,001) dans le traitement, '’dge et dans I'interaction traitement-age.
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Figure 74. Effets de l'azadirachtine (DL50) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. germanica, sur le contenu en lipides ovariens (ug/ paire
d’ovaire) au cours du deuxieme cycle gonadotrophique (m * sem, n=4). Les lettres en minuscule
comparent les moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

e Effets du spinosad

Chez les séries traitées au spinosad, de la méme maniére que chez les séries témoins, le
contenu en lipides ovariens chez les adultes femelles de B. germanica augmente significativement a
2 et 4 jours (p<0,001), suivie d'une diminution a 6 jours (p<0,001).
La comparaison des valeurs moyennes entre les individus témoins et traités, montre une
diminution significative du contenu en lipides ovariens a 2, 4 et 6 jours apres le dépot de la
premiere ootheque (p=0,002 ; 0,011 et 0,012 respectivement) (Figure 75).
Les résultats de I'analyse de la variance a deux critéres de classification, révelent des effets dans le

traitement, I'age et une interaction traitement-age hautement significatifs (p<0,001).
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Figure 75. Effets du spinosad (DL50) administré par application topique, le jour de I'exuviation des
femelles adultes de B. germanica, sur le contenu en lipides ovariens (ng/ paire d’ovaire) au cours
du deuxiéme cycle gonadotrophique (m + sem, n=4). Les lettres en minuscule comparent les
moyennes du méme temps entre les séries au seuil de 0,05.

o Effets de l'acide borique

Les résultats du contenu en lipides ovariens (ug/paire d’ovaires) chez les adultes femelles
de B. germanica sont mentionnés dans la figure 76. Le contenu en lipides chez les séries témoins et
traitées augmente significativement (p<0,001) a 2 et 4 jours apres le dépot de la premiere ootheque
pour atteindre des valeurs maximales respectives de 503 + 6,24ug/paire d’ovaires et 472,33 +
12,50pg/ paire d’ovaires ; une diminution est ensuite observée a 6 jours (p<0,001). L’acide borique
réduit significativement le contenu en glucides ovariens a 2 (p=0,004), 4 (p= 0,015) et 6 jours
(p=0,008) apres le dépot de la premiere ootheque.
Les résultats concernant 1’analyse de la variance a deux critéres de classification révelent des effets

hautement significatifs (p<0,001) pour le traitement, I'age et I'interaction traitement-age.
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Figure 76. Effets de l'acide borique (DL50) administré par application topique, le jour de
I'exuviation des femelles adultes de B. germanica, sur le contenu en lipides ovariens (ug/ paire
d’ovaire) au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique (m + sem, n=4).

2.3.4. Comparaison de l'effet des diverses molécules sur la biochimie de 1’ovaire de B.
germanica au cours du deuxieme cycle gonadotrophique et apres le dépot de la premiére
ootheque.

2.3.4.1. Contenu en protéines par paire d’ovaires

La comparaison des moyennes, relatives aux différentes molécules insecticides testées sur le
contenu en protéines ovariennes des adultes femelles de B. germanica est mentionnée dans le
tableau ci-dessous (Tableau 57). Les résultats obtenus montrent des différences significatives entre
les séries témoins et traitées. Par contre, aucune différence n’est signalée entre les traitements a 2
jours. A 4 et 6 jours, 'acide borique et 1'azadirachtine montrent des effets similaires. De plus,
’acide borique est le traitement le plus efficace comparativement aux autres molécules.

Les résultats de 'ANOVA mettent en évidence des différences significatives entre les
traitements utilisés et ce, aux différents temps d’exposition (2 jours : p=0,003 ; 4 jours : p=0,006 et 6
jours : p=0,001).

Un classement des moyennes du contenu en protéines ovariennes, chez les adultes femelles de B.
germanica témoins et traitées aux différentes molécules testées, est réalisé a 2, 4 et 6 jours (Tableau
58). Les résultats obtenus révelent l'existence a 2 et 4 jours de 2 groupes; le premier groupe
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renferme les témoins et les insectes traités au spinosad et le second est représenté par
I'azadirachtine et 1’acide borique. A 6 jours, les insecticides sont répartis en 2 groupes : insectes
témoins en un seul groupe et 1'azadirachtine, le spinosad et l'acide borique en un deuxieme
groupe.

Tableau 57: Contenu en protéines par paire d’ovaires chez les adultes femelles de B.

N

germanica au cours du deuxieme cycle gonadotrophique aprés traitement (DL50) a
différentes molécules (m * sem, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours P
0 138,67 £2,44a | 138,67 +2,44a | 138,67+2,44a | 13867+244a p>0,05
*%
2 238,00 £3,33a | 207,33 +4,22b | 214,00£6,00b | 221,00+5,33 b p=0,003
*%
4 291,33 +4,44a | 258,00+£533b | 26333+556b | 272,33+844c =0,006
6 198,67 +2,44a | 170,33 £3,56b | 172,33+4,89b | 182,00+4,67 c =0,001

=  Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
®  Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.

Tableau 58: Classement par ordre décroissant du contenu en protéines par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. germanica apres traitement (DL50) a différentes molécules : test HSD de

Tukey.
Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 238,00 a

2 Spinosad 221,00 a
Azadirachtine 214,00 b

Acide borique 207,33 b

Témoins 291,33 a

4 Spinosad 272,33 a
Azadirachtine 263,33 b

Acide borique 258,00 b

Témoins 198,67 a

6 Spinosad 182,00 b
Azadirachtine 172,33 b

Acide borique 170,33 b

2.3.4.2. Contenu en glucides ovariens
La comparaison, par analyse statistique, des effets des insecticides testés, sur le contenu en
glucides ovariens des adultes femelles de B. germanica, montre des différences significatives entre

les séries témoins et les séries traitées ; des différences sont aussi notées entre 1’acide borique et les

152




Etude de la biodiversité des Blattes dans les régions semi-arides et arides et évaluation de I'impact d'insecticides chez

Blattella germanica et Blatta orientalis (Dictyoptera, Blattellidae).

2 autres molécules a 2 jours. Par contre a 4 et 6 jours, 'azadirachtine présente des effets similaires
avec l'acide borique et le spinosad (Tableau 59). De plus, 'acide borique est le traitement le plus
efficace comparativement aux autres molécules.

Les résultats de 'ANOVA, entre les différents traitements et pour chaque age révelent des
différences hautement significatives a 2 (p=0,004) et 4 jours (p=0,011).

Le classement de moyennes obtenu, concernant le contenu en glucides ovariens, apres les
différents traitements insecticides est représenté dans le tableau 60. Les résultats révelent
'existence de 2 groupes de molécules a 2 et 4 jours, avec un premier groupe constitué par les
témoins et les traités au spinosad alors que le second groupe correspond a l'acide borique et
I'azadirachtine. Enfin, a 6 jours, un groupe renferme les témoins et un deuxieme avec les trois
pesticides.

Tableau 59: Contenu en glucides par paire d’ovaires chez les adultes femelles de B.

N

germanica au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique aprés traitement (DL50) a
I"émergence aux différentes molécules (m * sem, n=4).

Traitement
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad ANOVA
Ages (jours P
0 89,00+6,00a | 89,00+6,00a 89,00 + 6,00 a 89,00 + 6,00 a p>0,05
2 165,00 +4,00a | 138,67 £4,44b | 14533 +4,89c 150,00 + 3,33¢c p=0,004
4 227,67 +1,78a | 200,67 £7,78b | 208,00 +4,67b | 216,67 £5,56 b =0,011
6 122,33 +2,22a | 101,33 +6,44b | 107,00+£8,00b | 109,67 £6,89 b p>0,05

®  Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
®  Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.

153




Etude de la biodiversité des Blattes dans les régions semi-arides et arides et évaluation de I'impact d'insecticides chez

Blattella germanica et Blatta orientalis (Dictyoptera, Blattellidae).

Tableau 60: Classement par ordre décroissant du contenu en glucides par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. germanica au cours du deuxieme cycle gonadotrophique aprés traitement
(DL50) a différentes molécules : test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 165,00 a

2 Spinosad 150,00 a
Azadirachtine 145,33 b

Acide borique 138,67 b

Témoins 227,67 a

4 Spinosad 216,67 a
Azadirachtine 208,00 b

Acide borique 200,67 b

Témoins 122,33 a

6 Spinosad 109,67 b
Azadirachtine 107,00 b

Acide borique 101,33 b

2.3.4.3. Contenu en lipides ovariens

La comparaison des moyennes relatives au contenu en lipides par paire d’ovaires a
permis de révéler un impact des insecticides comparativement a la série témoins mais
aussi entre les diverses molécules testées (Tableau 61). L’azadirachtine et 1’acide borique
présentent des effets similaires a 2 et 6 jours.
L’analyse de la variance montre des diminutions des valeurs dans le contenu en lipides hautement
significatives a 2 (p=0,002), 4 (p=0,013) et 6 jours (p=0,005).
Le classement des moyennes relatives au contenu en lipides par paire d’ovaires est donné dans le
tableau 62. A 2 et 6 jours, les traitements sont classés en 2 groupes différents ; le premier est
représenté par les témoins, le second par 1'acide borique, 1’azadirachtine et le spinosad. A 4 jours,
le test de Tukey sépare 2 groupes, un groupe témoins et traités au spinosad et un deuxiéme groupe

représenté par les traités a ’acide borique et I’azadirachtine.
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Tableau 61: Contenu en lipides par paire d’ovaires chez les adultes femelles de B. germanica au

cours du deuxieme cycle gonadotrophique aprés traitement (DL50) a différentes molécules (m +

sem, n=4).
Traitement ANOVA
Témoins Acide borique | Azadirachtine Spinosad
Ages (jours P
0 259,67 +3,56a | 259,67 £3,56a | 259,67 +3,56a | 259,67 £3,56 a p>0,05
*%
2 396,00 £4,67a | 360,33 +644b | 360,67 +6,22b | 373,67+5,78c p=0,002
*
4 503,00 +4,67a | 472,33 +8,44b | 470,00+6,67b | 480,00 +6,67 b p=0,013
6 344,00+3,33a | 30233+£822b | 321,33+8,44c | 327,67 +844c =0,005

=  Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
®  Les lettres en minuscule comparent les moyennes d'un méme age entre les séries.

Tableau 62: Classement par ordre décroissant du contenu en lipides par paire d’ovaires chez les
adultes femelles de B. germanica au cours du deuxiéme cycle gonadotrophique apres traitement
(DL50) a différentes molécules : test HSD de Tukey.

Ages (jours) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 396,00 a

2 Spinosad 373,67 b
Azadirachtine 360,67 b

Acide borique 360,33 b

Témoins 503,00 a

4 Spinosad 480,00 a
Acide borique 472,33 b

Azadirachtine 470,00 b

Témoins 344,00 a

6 Spinosad 327,67 b
Azadirachtine 321,33 b

Acide borique 302,33 b
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3. Discussion
3.1. Effets des insecticides sur la morphométrie des ovaires:

Chez les insectes, la reproduction comprend des étapes successives et interdépendantes,
de la détermination du sexe jusqu’a l'oviposition, qui sont toutes réglées principalement
par des facteurs hormonaux incluant les ecdystéroides, 'hormone juvénile, et également
les neurohormones qui ont des effets gonadotrophiques et antigonadotrophiques (Bellés,
1995 ; Gdde & Hoffmann, 2005).

Les hormones de mue (ecdystéroides) jouent un role majeur dans le développement et
la reproduction chez les insectes (Gdde & Hoffman, 2005 ; Lafont et al., 2005). Les
ecdystéroides permettent également la maturation du systeme reproducteur male (Loeb &
Hakim, 1991) et la production des spermatozoides (Seth et al., 2002 ; Kawamura et al.,
2003). Enfin, ils ont également pour fonction de synchroniser la maturation sexuelle avec
l'initiation des comportements précopulatoires en vue de réaliser 1'accouplement (Barth &
Lester, 1973).

Chez toutes les espeéces de Blattes, la vitéllogénése et la maturation cyclique des
ovocytes dépend de la JH III dont la synthése est effectuée par les corps allates (Scharrer,
1987). Toute absorption d’hormones exogenes ou d’analogues de synthese (agonistes ou
antagonistes) par l'insecte cible, entrainerait I'interruption de son développement ou des
anomalies dans sa croissance (Dhadialla et al., 2005).

Nos expérimentations chez B. orientalis ont mis en évidence une perturbation de la
reproduction apres application de trois insecticides, I'azadirachtine, le spinosad et l'acide
borique. L’azadirachtine administrée par voie topique et 1'acide borique par ingestion,
réduisent significativement le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires chez les femelles de
B. orientalis au cours du premier et deuxiéme cycle gonadotrophique, mais aucun effet
n'est observé aprés application topique du spinosad. De plus, l'acide borique est la
molécule qui présente des effets plus marqués comparativement aux autres, avec des effets
doses dépendants. Les trois insecticides appliqués réduisent également le volume de
I'ovocyte basal chez cette méme espeéce a 2, 4 et 6 jours au cours du premier et deuxiéme

cycle.
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Chez les séries témoins de B. germanica, le nombre d’ovocytes augmente a 2 jours puis
diminue a partir du quatrieme jour apres dépot de l'ootheque. Cette diminution du
nombre d’ovocytes peut s’expliquer par le début de la ponte qui a lieu généralement entre
4 et 6 jours (Schal et al., 1997). L’application topique du spinosad ne montre aucun effet
significatif sur le nombre d’ovocytes et le volume de l'ovocyte basal. Par contre,
I'application de l'azadirachtine par voie topique et 1'acide borique par ingestion, induit
une diminution de ces deux parametres au cours du deuxieme cycle gonadotrophique.
Cependant, au cours du premier cycle gonadotrophique, 1’azadirachtine (Messiad, 2006),
et le spinosad, (Maiza et al., 2010 ; 2013), réduisent le nombre d’ovocytes et la taille de
I'ovocyte basal chez B. germanica. L’azadirachtine, anti-ecdystéroide et anti-HJ
(Schmutterer, 1997 ; Butterworth & Morgan, 1968) est présentée comme ayant un effet
stérilisant et antioviposition (Saxena et al., 1981) mais aussi un impact sur la régulation de
la croissance (Redfern et al., 1982). Des résultats similaires ont été obtenus chez Labidura
riparia (Dermaptere), en induisant une réduction du développement ovarien (Mordue et
al., 2005), Anopheles stephensi en bloquant I'ovogénése (Lucantoni et al., 2006) et chez
Phormia terrae nova (Burkhad, 1989), B. cucurbitae et B. dorsalis en réduisant la taille et le
poids des ovaires (Mahfuza et al., 2007). Ce régulateur de croissance a probablement
plusieurs sites d’action, et son efficacité dépend de l'espece, du stade et de la période
d’exposition au traitement (Koul et al., 1987 ; Koul & Isman, 1991 ; Huang et al., 2004).
L’azadirachtine perturbe la division cellulaire, bloque la libération des peptides
neurosécrétoires, et inhibe la formation des spermatozoides et la synthese des protéines
(Mordue et al. 2005). L’azadirachtine affecte le taux des ecdysteroides et de 1’hormone
juvénile via le blocage de la libération de I'hormone peptide morphogénétique et provoque
des effets histopathologiques dans la plupart des tissus de l'insecte (Meurant et al., 1994 ;
Sayah, 2002) tels que le tissu reproducteur et les cellules épithéliales intestinales (Sayah et
al., 1996).

L’application du spinosad provoque une diminution de la taille des ceufs et de la
fécondité chez S. littoralis (Pineda et al., 2007) et chez Ceratitis capitatae (Adan et al., 1996).
Par contre, appliqué sur certains insectes prédateurs, tels que Chrysoperla carnea (Medina et

al., 2003) et Orius insidiosus (Hétéroptere) (Elzen, 2001), le spinosad ne semble pas affecter
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la reproduction et les parameétres de développement. Le mécanisme par lequel le spinosad
agit sur le potentiel reproducteur chez H. axyridis est inconnu (Galvan et al., 2005).

La réduction des parametres morphométriques chez les blattes a été rapportée avec les
régulateurs de croissance comme le pyriproxyfene, analogue de I'HJ (Kawada, 1988),
I'halofenozide, agoniste des ecdystéroides, le benfuracarbe, carbamate (Maiza et al., 2004)
et l'acide borique, (Kilani-Morakchi et al., 2009 ab). Par contre, I'application topique du
méthoprene augmente la taille de 1'ovocyte basal chez cette méme espéce (Maiza et al.,
2004).

Des perturbations de la morphométrie des ovaires ont été également rapportées chez
Spodoptera littoralis (Smagghe & Degheele, 1992), Spodoptera exempta (Smagghe & Degheele,
1994), Mamestra brassicae et Pieris brassicae (Darvas et al., 1992), traités avec le RH-5849 et le
tébufénozide, agonistes de 1'hormone de mue et chez Ephestia kuehniella traitée au
tébufénozide (Khebbeb et al, 2008; Bouzeraa & Soltani-Mazouni, 2012) et au
méthoxyfénozide ( Soltani-Mazouni et al.,, 2012). Le KK-42, inhibiteur des ecdystéroides
(Soltani et al., 1997 ; Soltani-Mazouni et al., 2001 ; Amrani et al., 2004), le diflubenzuron,
inhibiteur de la synthese de la chitine (Soltani-Mazouni, 1994), (Soltani-Mazouni et al.,
2001 ; Taibi et al., 2003), causent aussi des anomalies morphométriques sur leur ovaires.

De la méme manieére, plusieurs régulateurs de croissance (RH-2485, RH-0345 et
pyriproxyfene) testés sur les myriapodes chilopodes entrainent une perturbation de la
reproduction en affectant les parametres morphométriques de 1'ovocyte mature ainsi que
la structure fine de I'ovocyte (Daas ef al., 2005).

La diminution du nombre d’ovocytes et le blocage dans le développement des ovocytes
sous l'effet des diverses molécules testées pourrait s’expliquer par des interférences de ces
molécules avec les processus de régulation des taux d’hormone juvénile ou des
ecdystéroides responsables de la stimulation de la vitellogénese et le développement
ovarien. En effet, les deux molécules appliquées, 'acide borique et le spinosad, exercent
un effet neurotoxique chez B. orientalis, conduisant probablement a des effets secondaires
sur les processus de régulation endocrine. Ces molécules pourraient agir sur les
neurohormones contrdlant les ovaires et la ponte, conduisant ainsi a une perturbation

dans la migration des ovocytes.
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3.2. Effets des insecticides sur la biochimie des ovaires :

La vitellogénese correspond a I'accumulation des matériaux plastiques et énergétiques
variés : lipides (triglycérides, lipoprotéines), glucides (glycogene), protéines et sels
minéraux (Cassier et al., 1997). Les lipides représentent la principale source d’énergie chez
les insectes (Beenakers et al., 1985). Ils sont transportés du corps gras, site de leurs synthése
et stockage (Van Hensden & Law, 1989) vers les organes utilisateurs, notamment les
ovaires (Chino et al., 1981) via 'hémolymphe pour étre utilisés lors de la vitellogénese
(Downer, 1985 ; Keely, 1985). Les glucides représentent également 1'élément énergétique
de l'organisme jouant un role essentiel dans la physiologie des insectes. Les taux de
glycogéne et de tréhalose, dans les tissus et 'hémolymphe, sont étroitement liés aux
événements physiologiques tels que la mue et la reproduction (Wiens & Gilbert, 1968).
Enfin, les protéines et les acides aminés jouent un role primordial durant les différentes
phases de la vie des insectes car ils sont caractérisés par des niveaux tres élevés (Chen,
1966). Mommensen & Walsh (1992) rapportent que les protéines constituent I’architecture
des cellules, principale source du métabolisme azoté et au cours des périodes de stress
chroniques, représentent une source d’énergie (Singh et al., 2010). Les vitellogénines sont
des protéines exogenes sécrétées dans I'’hémolymphe, elles sont captées par les ovocytes
grace a un processus d’endocytose récepteur-dépendant sous l'effet de '’hormone juvénile
(H]) (Engelman, 1983 ; Gade et al., 1997). Elles sont ensuite stockées et prennent le nom de
vitellines (Engelman, 1979).

Chez les femelles témoins de B. orientalis, le contenu des principaux constituants
biochimiques des ovaires (protéines, glucides et lipides) augmente significativement a 2 et
4 jours de la vie adulte, pour diminuer ensuite a 6 jours juste avant 'oviposition. En effet,
Martin et al. (1995) ont démontré une parfaite corrélation entre 1'évolution du contenu en
protéines ovariennes et la croissance des ovocytes chez B. germanica. Chez cette espéce, la
prise de nourriture est cyclique et est en rapport direct avec la reproduction (Schal et al.,
1997) ; les femelles en phase de vitellogénese présentent des besoins nutritifs élevés, tandis
que les femelles gravides s’alimentent trés peu (Cochran, 1983 ; Hamilton & Schal, 1988).

Notre étude montre que l'azadirachtine, le spinosad et l'acide borique réduisent

significativement le contenu des principaux constituants biochimiques (protéines, glucides
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et lipides) des ovaires au cours du premier et deuxiéme cycle gonadotrophique de B.
orientalis.

Chez B. germanica, I'application de ces trois molécules affecte également le contenu en
protéines, glucides et lipides ovariens au cours du second cycle gonadotrophique.

Des résultats similaires ont été observés chez B. germanica traitée a l'acide borique
(Kilani-Morakchi et al., 2009a), le benfuracarbe (Maiza et al., 2004), 'halofenozide (Rouibi,
2002 ; Kilani-Morakchi et al., 2009b) et 'indoxacarbe (Maiza et al., 2010). L’inhibition de la
vitellogénese chez B. germanica a été également montrée avec un biopesticide,
I'azadirachtine, en affectant la composition biochimique des ovaires (Messiad, 2006). Par
contre, 'application du méthoprene augmente le contenu en protéines ovariennes chez B.
germanica (Maiza et al., 2004).

L’altération de la vitéllogénese et I'incapacité des ovocytes a capter les vitellogénines ont été
rapportées chez Anopheles stephensis (Lucantoni et al., 2006), chez Rhodnius prolixus (Feder et al.,
1988), et chez Labidura riparia (Dermaptere) (Sayah et al., 1996) traités a 'azadirachtine. Ahmad et
al. (2012) supposent que l'azadirachtine interfere ou bloque certaines voies nécessaires pour la
synthese de I’ARN ou méme a un impact direct sur celui-ci. Les dérivés de l'azadirachtine
entrainent également une diminution dans la concentration en glucides chez Ctenopharyngodon
idella (Hassanein & Okail, 2008). L’azadirachtine inhibe la synthese des protéines dans plusieurs
types de tissu via des enzymes telles que les trypsines de 'intestin moyen (Timmins & Reynolds,
1992), les 20 hydroxy-monooxygénases du corps gras (pour le catabolisme de ’ecdysone) (Mordue
et al., 2005) ou les enzymes de détoxification produites par l'intestin moyen et le corps gras
(Lowery & Smirle, 2000). Cette inhibition a été démontrée chez Leptinotarsa decemlineata (Trisyono
& Whalon, 1999), Choristoneura rosaceana (Smirle et al., 1996) et Schistocerca gregaria (Annadurai &
Rembold, 1993). De plus, 'homologie structurale de 1'azadirachtine et de 1’ecdysone peut étre a
l'origine du blocage des sites de liaison avec cette hormone (Kauser & Koolman, 1984).

La diminution de ces métabolites ovariens apres traitement avec le spinosad peut aussi
s’expliquer par sa neurotoxicité (Salgado, 1997 ; Salgado et al., 1998) et donc son interférence avec
les principales hormones du développement et de la reproduction (ecdystéroides et HJ) ou encore
avec d’autres neuropeptides; ainsi le spinosad pourrait alors entrainer une perturbation de la
régulation endocrine controlant la vitellogéneése, I'ovulation et toutes les étapes de la reproduction
chez l'insecte étudié. Mahendru (1981) suggere que les composés anti-AChE attaquent plusieurs

enzymes qui sont responsables de certaines voies métaboliques.
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De la méme maniere, le KK-42, anti-ecdystéroides et anti-hormone juvénile (Soltani-
Mazouni et al., 2001 ; Benlabiod-Boudraa, 1997), le RH-0345, (Taibi et al., 2003) et le DFB
(Soltani-Mazouni & Soltani, 1995) perturbe la vitéllogénéese en inhibant les concentrations
des protéines ovariennes chez T. molitor . L’application d’autres régulateurs de croissance
tels que, le tebufénozide (Khebbeb et al., 2008), et le méthoxyfenozide (RH-2485) (Soltani-
Mazouni et al. 2012), provoquent également une perturbation de la composition
biochimique des ovaires chez Ephestia kuehniella. Par ailleurs, les travaux de Shakeet &
Bakshi (2010), montre que l'application d'un organophosphoré affecte la biochimie des
gonades des deux sexes de Chrotogonus trachypterus (Orthoptera : Acrididae).

Récemment, plusieurs chercheurs ont rapporté une diminution des constituants

biochimiques dans les différents tissus de certaines espéces de poissons : chez Danio rerio
exposé a la deltamethrine (Sharma & Ansari, 2011), et 'azadirachtine (Ahmad et al., 2012),
chez Colisa fasciatus exposé au malathion et carbamate (Tripathi & Singh, 2003), chez
Cirrhinus mrigala et Labeo rohita exposés au fenvalerate (Anita Susan et al., 2010), et chez
Tilapia mossambica traitée par un organophosphoré (Remia et al., 2008).
I a été trouvé que l'application des pesticides interfere avec plusieurs fonctions
physiologiques et produit des altérations de certains constituants biochimiques chez les
poissons (Agrahari et al., 2006 ; Singh et al., 2010 ; Sharma & Ansari, 2011 ; Zaidi & Soltani,
2011) et d’autres espéces aquatiques, en influencant I'activité de plusieurs systemes anti-
oxydants (Regoli & Principato, 1995). Les pesticides affectent donc le matériel génétique de
base (ADN et ARN), les protéines totales, les acides aminés libres totaux, et les glucides
(Ansari & Kumar, 1986 ; 1988).

En conclusion, nous pouvons suggérer que les perturbations notées dans le processus
de reproduction chez les femelles de B. orientalis et B. germanica, aprés traitement aux
différentes molécules testées sont probablement liées a des interactions avec l'action de
neurohormones et hormones qui modulent 'activité des gonades. En effet, la relation
intime entre les systémes nerveux, neuroendocrine et endocrine chez les insectes favorise
les interférences secondaires aux différents niveaux de régulations. Il semblerait que la
réduction du contenu des principaux constituants biochimiques des ovaires apres
traitement aux différents insecticides utilisés pourrait s’expliquer par une diminution de la

synthese des vitellogénines dans le corps gras et/ou encore par une perturbation des
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processus de captation de ces molécules par les ovocytes. De plus, on remarque que B.
orientalis est 'espece la plus sensible comparativement a B. germanica et que I'acide borique
est la molécule qui a plus d’effet sur les parameétres morphométriques et biochimiques. Par
ailleurs, vu la corrélation étroite entre la prise de nourriture et la reproduction et sachant
que l'acide borique perturbe la structure de l'intestin moyen chez B. germanica (Habes et
al., 2006), le facteur alimentation peut également jouer un role non négligeable dans la

perturbation de I'ovogénése et de la vitellogénése (Schal et al., 1997).

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les recherches menées sur terrain et en laboratoire visent dans la premiere partie la
connaissance des Blattes dans la région de Tébessa. La deuxiéme série d’expériences a été
réalisée en vue d’évaluer l'efficacité de trois insecticides de différents groupes, I'acide
borique (insecticide inorganique), l'azadirachtine (anti JH et anti-ecdystéroide) et le
spinosad (biopesticide) sur la morphométrie et la biochimie des ovaires et l'activité
spécifique de quelques biomarqueurs enzymatiques (AChE, GST) et le taux du GSH.

L’inventaire réalisé dans 4 sites différents (Tébessa ville, Morssott, Bir El Ater,
Cheria) a permis de recenser 2 especes de Blattes, B. germanica et B. orientalis, appartenant a
I'ordre des Dictyopteres et a la famille des Blattellidae (B. germanica) et des Blattidae (B.

orientalis).

L’application de 'acide borique par ingestion, ’azadirachtine et le spinosad par voie
topique, sur les adultes de B. orientalis, a permis d’établir les doses létales, DL50 et DL90 et
les temps létaux, TL50 et TL90. Les molécules montrent des effets doses significatifs et

manifestent une toxicité avec une relation dose-réponse.

Les différents insecticides testés entrainent une réduction significative du nombre
d’ovocytes par paire d’ovaires et de la taille (volume) de 'ovocyte basal chez B. orientalis au
cours du premier et deuxieme cycle gonadotrophique et chez B. germanica au cours du
deuxieme cycle. La vitellogénese est également affectée par les trois molécules testées avec

une baisse significative des protéines, glucides et lipides ovariens. L’acide borique semble
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avoir des effets plus marqués sur les différents parametres étudiés principalement en ce qui

concerne les effets sur I'ovogénése.

L’acide borique et le spinosad exercent une action neurotoxique chez les adultes de
B. orientalis se traduisant par une inhibition de l'activit¢ de 1"AChE. Toutefois,
I'azadirachtine ne semble pas étre neurotoxique, ce qui la rend intéressante pour les
programmes de lutte, du fait que les résistances enregistrées dans la littérature concernent
principalement les insecticides a action neurotoxique.

L’acide borique, 1'azadirachtine et le spinosad induisent le systeme de détoxification
par le biais d’'une augmentation de l'activité de la GST ce qui pourrait aboutir, a long
terme, a une mise en place d"une résistance. Enfin, les trois molécules diminuent le taux du

glutathion, important cofacteur pour la détoxification.

A l'avenir, il serait intéressant de compléter ces résultats par une analyse qualitative
des protéines ovariennes, et un dosage de la vitellogénine et de tester l'effet de ces
molécules sur la viabilité des ceufs ainsi que sur I'histologie de l'ovaire. Par ailleurs, les
dosages d’autres enzymes du systéme de détoxification (estérases, mono-oxygénase a
P450) et les techniques de biologie moléculaire, pourraient contribuer a mieux comprendre
la mise en place du mécanisme de résistance et d’identifier les genes affectés dans ce

processus, afin d’établir un programme de lutte intégrée.
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RESUME
Une étude du peuplement des Blattes dans la région de Tébessa a été réalisée de janvier

2006 a Décembre 2006. Les sites échantillonnés ont concerné des zones urbaines et rurales.
L’échantillonnage a été effectué avec une fréquence bimensuelle. Les individus récoltés
durant toute la période d’étude ont permis d’établir un inventaire du peuplement des
Blattes qui indique la présence de B. germanica et B. orientalis.

Trois molécules appartenant a différentes catégories de pesticides ont été appliquées,
'acide borique (insecticide inorganique) par ingestion, 1'azadirachtine (anti-ecdystéroide
et anti JH) et le spinosad (biopesticide) par voie topique, le jour de I'exuviation des adultes
de B. orientalis et leurs effets sont évalués sur :

La toxicité : en déterminant les doses létales (DL50 et DL90) et les temps 1étaux (TL50 et
TL90) des insecticides. Les molécules montrent des effets doses avec une relation dose-
réponse.

Les biomarqueurs : les différentes molécules utilisées inhibent de maniere significative
et comparativement aux témoins, 'activité spécifique de ’AChE avec des effets plus
marqués pour le spinosad. Une induction de l'activité de la GST est également observée
dés le premier jour de traitement avec l'acide borique et le spinosad pour la DL50 et la
DL90 et avec 1'azadirachtine pour la dose la plus élevée (DL90). Enfin, une diminution de
la GSH est enregistrée a 24, 48 et 72 heures pour l'acide borique, I'azadirachtine et le
spinosad. Des effets plus marqués sont observés avec I’azadirachtine.

La reproduction : en étudiant la morphomeétrie (nombre d’ovocytes par paire d’ovaires,
taille de I'ovocyte basal) et la biochimie de l'ovaire (contenu en protéines, glucides et
lipides) a différents ages de la vie adulte. L’acide borique (DL50 : 21,98 et DL90 : 79,79 %),
'azadirachtine (DL50 : 1937,51 et DL90 : 8732,18 ng/insecte) et le spinosad (DL50 : 1178,1
et DLI0 : 4207,97 ng/insecte) perturbent I'ovogénese et la vitellogénese chez B. orientalis au
cours du premier et deuxieme cycle gonadotrophique et chez B. germanica au cours du
deuxiéme cycle gonadotrophique ; en effet, ces pesticides non polluants réduisent de
maniére significative le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires, la taille de I'ovocyte basal

ainsi que le contenu en différents métabolites ovariens et ce, aux différents ages.
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SUMMARY

A study of the settlement of the Cockroaches in the area of Tebessa was carried out
from January 2006 to December 2006. The sampled sites related to urban and rural zones.
Sampling was carried out with a semi-monthly frequency. The individuals collected
during all the period of study allowed to establish an inventory of the settlement of the
Cockroaches which indicates the presence of Blattelle germanica and Blatta orientalis.

Three molecules belonging to various categories of pesticides were applied, boric acid
(inorganic insecticide) orally, azadirachtine (antiecdysteroid and anti JH) and spinosad
(biopesticide) topically on Blatta orientalis, and their effects are evaluated on :

Toxicological study: has allowed the determination the lethal dose (LD50 and LD90)
and lethal time (LT 50 and LT90) of the insecticides. All molecules exhibited insecticidal
activity against adults of B. orientalis with dose- response relationship.

Biomarkers: all molecules tested inhibit significantly the specific activity of the AChE
with more important effects of spinosad. Induction of the GST activity is also observed
with LD50 and LD90 of boric acid and spinosad and with elevated dose (LD90) of
azadirachtine. Finally, a decrease in the activity of the GSH is recorded at 24, 48 and 72
hours for boric acid, azadirachtine and spinosad with more important effects of
azadirachtin.

Reproduction: by studying the morphometry (number of oocytes per ovary and size of
basal oocyte) and biochemistry of the ovary (proteins, carbohydrates and lipids) at
different ages of adult life (0, 2, 4 and 6 days). Boric acid (LD50 : 21,98 and LD90 : 79,79 %),
azadirachtin (LD50 : 1937,51 and LD90 : 8732,18 ng/insect) and spinosad (LD50 : 1178,1
and LD90: 4207,97 ng/insect) disturb the oogenesis and vitellogenesis of B. orientalis
during the first and second gonadotrophic cycle and B. germanica during the second
gonadotrophic cycle, by reducing the number of oocytes, the size of the basal oocytes as

well as the contents into different ovarian metabolites at the various ages.
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Clés de déterminations

Clé de détermination des Blattes adultes (Cornwell, 1968)

1. Petite blatte, 15 mm de long au moins, tegmina inclus......................oo 2

2. Pronotum avec deux bandes noires longitudinales. .......................cl3

3. Face sans ligne noire entre les yeux s’étendant jusqu’a la bouche... Blattella germanica.

4. Grande blatte, 15-55mm tegmina inclus..............cccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiee 5

5. Tegmina entierement plus court que I'abdomen. ....................oo 6

6. Tegmina recouvrant entiérement métathorax. ..................... 7

7. Pronotum de couleur uniforme, ou avec des bords latéraux pales.................... 8

8. Male seul, pronotum entierement uniforme dans la couleur......... Blatta orientalis.

Clé des Ootheques

1. Ootheque avec segmentation sur la face ventrale longueur moins que 6-

2. Avec 16-20 segments, longueur de I'ootheque est deux fois plus que la largeur
........................................................................................................... Blattella germanica

3. Le coté del'ootheque avec 8-9 surfaces soulevées juste au dessous de la créte....4
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4. Surface soulevée au-dessous nettement circulaire ............... Blatta orientalis

Clé des Genres (Chopard, 1943)

1. Elytre plus courts que l'abdomen chez le male, lobiformes, latéraux chez les
femelles...... ... Blatta.
2. Elytres assez longs que I'abdomen dans les deux sexes......................cocooienie 3

3. Elytre semblables dans les deux sexes; plaque suranale du male longuement
PrOlONGEe. .. ..o Blattella
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