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En agriculture, en I’absence de protection phytosanitaire, les pertes dues aux ravageurs
et maladies des cultures sont estimées a un tiers des récoltes (Nauen & Bretschneider, 2002).
Les ravageurs, appartenant a différents taxons peuvent, également, étre des especes invasives
et représenter une menace majeure pour les écosystemes naturels ou la production agricole
(Hulme, 2007; Suckling & Brockerhoff, 2010; Canning-Clode, 2015 ; Biber-Freudenberger et
al., 2016).

Parmi les insectes ravageurs se trouvent les mineuses dont les larves se nourrissent a
I’intérieur des feuilles, en consommant le meésophile sans en endommager I’épiderme
(Spencer, 1973 ; Parrella & Jones, 1987; Minkenberg & Van Lenteren, 1986; Maier, 2001); il
est possible de distinguer la mineuse des agrumes Phyllocnistis citrella, Stainton
(Lepidoptera : Gracillariidae) mais aussi celle de la tomate Tuta absoluta ((Meyrick 1917)
(Lepidoptera: Gelechiidae). Cette derniere mineuse a connu plusieurs appellations (Anonyme
1, 2007) et l'arrangement du genre a été revu a trois reprises. En effet, Clarke (1962) a défini
le genre Gnorimoschema puis Povolny (1967) celui de Scrobipalpula. Apres révision, le
genre a ensuite été modifié et érigé en Scrobipalpuloides (Povolny, 1987) et enfin
I’appellation de Tuta a été introduite; depuis 1994, le nom de l'espéce est donc T. absoluta
Povolny (1994).

T.absoluta, espéce invasive, (Olson 2006; Haack et al., 2010; Ragsdale et al., 2011)
constitue le ravageur essentiel de la tomate Solanum lycopersicum L. (Gomide et al., 2001,
Desneux et al., 2010 ; Gontijo et al., 2013; Lobos et al., 2013). La tomate constitue I’h6te
principal, mais T. absoluta peut également coloniser d’autres solanacées (aubergines,
poivrons, pommes de terre ou le tabac) (Desneux et al., 2010; Megido et al., 2013; Bawin et

al., 2015). Les larves pénetrent dans les feuilles, les tiges et les fruits ou elles creusent des
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galeries dans lesquelles elles se développent. En début d’attaque, les galeries se situent dans
les feuilles (Fig. 3A) ou la partie inferieure des plantes (Lopes-Filho, 1990); quand les
populations et/ou les températures augmentent, les attaques se développent dans la partie
supérieure (apex) et a I’intérieur des fruits (Fig. 3 D); ces derniers, touchés a tous les stades de
leur développement, présentent des dégats superficiels, des perforations et parfois des
nécroses sur le calice (Fig. 3C). Ces ravages sont particulierement dommageables pour les
récoltes en grappes (Castelo-Branco, 1992).

T.absoluta, originaire d'’Amérique du Sud, a acquis une répartition géographique plus
large apres son introduction involontaire dans d'autres régions du monde (Urbaneja et al.,
2007; Speranza et al., 2009; Desneux et al., 2010). Depuis sa premiére détection dans I’Ouest
de I’Europe (péninsule ibérique), fin 2006 (Urbaneja et al., 2007; Arno & Gabarra, 2010),
I’espéce a envahit, ensuite, trés rapidement entre 2006 et 2010, le centre et le Nord de
I'Europe mais aussi tout le bassin méditerranéen (Garcia-Mari & Vercher, 2010; Guillemaud
et al. 2015; Desneux et al., 2011; Al-Turaihi, 2011; Baniameri & Cheraghian, 2012;
Guenaoui et al., 2013; Mahmoud, 2013; Pfeiffer et al., 2013; EPPO 2013) (Fig. 1). La
littérature note que I’Est de I’Asie pourrait étre atteint en 2017 si cette rapide expansion se
poursuit; cependant, de récents travaux citent la présence de T. absoluta en Inde et en Ethiopie
(Kalleshwaraswamy et al. 2015; Ayalew et al., 2015); dans I’Est de I’Afrique orientale, le
premier signalement de cette mineuse a été effectué au Soudan en 2010 (Ayalew et al., 2015).
L’absence de variations génétiques entre les populations méditerranéennes et celles
originaires d’Amérique du Sud a été précisée (Cifuentes et al. 2011) mais ceci est controversé

et les schémas de I’invasion restent non résolus (Desneux et al., 2011).
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En Algérie, a la fin de I’hiver 2008, les premiers foyers d’infestation, déclarés dans la
commune de Mazagran (prés de Mostaganem) (Mahdi et al., 2011), se sont rapidement
étendus, aux communes de I’Ouest puis dans le centre et I’est du pays (Mostaganem, Oran,
Chlef, Boumerdes, Alger, Bouira, Tizi - Ouzou, Béjaia, Jijel, Skikda, Mila, EI Tarf ). En
2010, T.absoluta était présente dans toutes les wilayates productrices de tomate (Snoussi,
2010) (Fig. 4). Lycopersicon esculentum est considérée comme une culture stratégique et la
superficie réservée a cette culture est de 20 000 Ha environ (Anonyme, 2009). La production
de tomate a été estimée a 1,023 millions de tonnes en 2007 (Giove & Abis, 2007) et 0, 65
millions de tonnes en 2009 (Amrani, 2010) ce qui permet de classer I’Algérie 20°™ rang a
I’échelle de la production mondiale. La dissémination rapide de T. absoluta, a travers le
monde et, plus particulierement dans le bassin méditerranéen, fait de cette espece un ravageur
d'importance économique dans les principaux pays producteurs de tomates (Torres et al.,
2001; Mallia, 2009; Desneux et al., 2010; Seplyarsky et al., 2010; Taha et al., 2012; Hanafy
& El-Sayed, 2013; Dahliz et al., 2013; Guenaoui et al., 2013). T.absoluta provoque un niveau
tres elevé de dommages (Guedes & Picanco, 2012 ; Megido et al., 2012) et, sans contrdle
approprié, des pertes de 90 a 100% sont observées (Desneux et al., 2010). Une stratégie de
lutte semble donc s’imposer mais la gestion de ce ravageur semble difficile, en particulier en

plein champs.
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Figure 1. Répartition mondiale de T.absoluta (RAMEL, 2010).
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Figure 2. Répartition de T.absoluta (www.tutaabsoluta.fr)




INTRODUCTION

Figure 3. Dégats causés par T.absoluta. A: feuilles; B: tiges; C: calice du fruit vert; D: fruit
rouge. Les fleches rouges représentent le point d’attaque de T.absoluta. (Photos :
0onssa.gov.ma)
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Figure 4. Direction d’avancement de T.absoluta en Algérie (Anonyme 2, 2008)
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Le contréle de T.absoluta, dans son aire d’origine, a principalement été effectué par
I’utilisation de molécules chimiques permettant une lutte efficace et rapide (Guedes &
Picancgo, 2012; Guedes & Siqueira, 2012; Tomé et al., 2012). Cependant, leur emploi intensif
a conduit rapidement au développement d’une résistance (Silva et al, 2011; Gontijo et al.,
2013; Guedes & Siqueira, 2012 ; Haddi et al., 2012); il a été rapporté une tolérance aux
organophosphorés, carbamates, pyréthroides, benzoylurées, avermectine mais aussi a
I’indoxacarbe chez des populations de T. absoluta, en provenance du Brésil, Chili et
Argentine (Souza et al., 1992 ; Guedes et al., 1994; Siqueira et al., 2000, 2001 ; Salazar &
Araya 2001; Lietti et al., 2005; Silva et al., 2011). Par conséquent, une problématique dans la
lutte de ce ravageur est posée. En effet, la dispersion de cette mineuse avec une résistance
acquise aux différents pesticides utilisés impose des choix nouveaux dans la gestion de ce
fleau; par ailleurs, les effets néfastes de ces molécules sur les ennemis naturels et les
pollinisateurs ont été mis en évidence (Desneux et al., 2007; Biondi et al., 2012, 2013).

La littérature cite différentes stratégies de contrdle de T. absoluta, notamment la lutte
biologique dans les programmes de gestion intégrée des ravageurs ou IPM (Molla et al.,
2011;.Vacas et al., 2011;. Zappala et al., 2012). Les agents de lutte biologique ou les ennemis
naturels (prédateurs, parasitoides et agents pathogénes) ont été considérés comme une
solution possible pour la gestion de T. absoluta (Desneux et al., 2010; Oztemiz, 2013). Cette
stratégie offre une alternative plus durable et moins onéreuse par rapport aux produits
chimiques (Vivan et al., 2003; Medeiros et al., 2006; Bale et al., 2008; Urbaneja et al., 2012).
A travers le monde, plus de 70 espéces d’ennemis naturels de T. absoluta, ont été recensées; il
s’agit majoritairement d’insectes appartenant principalement a [’ordre des Miridae,
Anthociridae et Nabidae (Zappala et al., 2013). Dans le bassin méditerranéen, divers

prédateurs et parasitoides attaquent, spontanément, T. absoluta; tels que Macrolophus
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pygmaeus Rambur, et Nesidiocoris tenuis Reuter (Desneux et al., 2010; Shaltiel-Harpaz et al.,
2016) (Fig. 5), ou encore Necremnus artynes Walker et Necremnus tutae (Gabarra et al.,
2010 ; Calvo et al., 2016) Certains predateurs, comme les Miridae, ont déja été employés
dans les programmes IPM spécifiques de T.absoluta (Castané et al., 2011; Molla et al., 2011,
Cabello et al., 2012; Zappala et al., 2012; Chailleux et al., 2013); ainsi, plus de 50 especes
appartenant pour la plupart a la famille des Eulophidae dont Neochrysocharis formosa

Westwood (Fig 6) ou Closterocerus formosus Westwood (Noyes, 2013) ont été utilisées.

Figure 5. Macrolophus pygmaeus Figure 6. Neochrysocharis formosa
(www.entocare.nl 720 x 474) (www.nogyo.tosa.pref.kochi.lg.jp300x225)

Par ailleurs, il est, également, possible de citer d’autres agents biologiques comme les
nématodes entomopathogenes ou la bactérie Bacillus thuringiensis (Batalla-Carrera et al.,
2010 ; Gonzalez-Cabrera et al., 2011 ; Dammak et al., 2016) ou encore le champignon
Metarhizium anisoplia (Contreras et al., 2014). Dans les moyens de lutte utilisés se trouvent,
aussi, les piéges a phéromones afin de pouvoir effectuer un piégeage de masse des insectes au
moment de la période de reproduction (Vacas et al., 2011 ; Chermiti & Abbes 2012; Caparos
Megido et al., 2013; Cocco et al., 2013 ; Dominguez et al., 2016) (Fig 7); néanmoins, ce type

de stratégie a donné des résultats meédiocres (Michereff Filho et al., 2000 ; Hassen & Alzaidi
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2009 ; Vacas et al., 2011), qui pourraient s’expliquer par la capacité des femelles de T.

absoluta, a se reproduire grace au phénomeéne de parthénogénese (De Backer et al., 2015).

Figure 7. Piege Delta a phéromones (http://www.gerbeaud.com/)

La lutte chimique a ciblé, genéralement, les insecticides d’origine naturelle ou
provenant d’organismes biologiques encore appelés « biopesticides» (Thakore, 2006). Selon,
I'agence américaine pour la protection de I'environnement (EPA), il a été enregistré plus de
195 biopesticides actifs grace au developpement de la biotechnologie. Ces composés,
alternatifs aux pesticides conventionnels, sont non rémanents et montrent un impact
environnemental nul du fait de leur biodégradation. Ces molécules regroupent I’ Azadirachtine
ou encore le Spinosad particulierement recommandées dans la lutte contre T. absoluta (Tomé
et al., 2013; Ayalew et al., 2015). L’azadirachtine, substance naturelle dérivée du Neem ou
Azadirachta indica (Miliaceae) agit comme un régulateur de croissance et présente une action
antagoniste vis-a-vis de I’hormone juveénile et des ecdystéroides (Mordue et al., 2005).

Le Spinosad, produit de la fermentation de I’Actinomycete Saccharopolyspora
spinosa, se compose de deux lactones macrocycliques: spinosyne A et spinosyne D
(Thompson et al., 2000; Ware et al., 2004). Le Spinosad présente un mode d’action de type
neurotoxique nouveau et unique car il agit a la fois sur les récepteurs de I’acétylcholine

nicotinyl (hnAChRs) (Kirst, 2010 ; Rinkevich & Scott, 2012) et sur les récepteurs gabaergiques
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(Ishaaya et al., 2001; Jacquet et al., 2002). Ce pesticide, agissant par contact ou ingestion, est
tres efficace, particulierement, contre les Lépidoptéres, les Dipteres, et les Isoptéres (Pineda et
al., 2004 ; Wang et al., 2009 ; Besard et al., 2011; Bhatta et al., 2016; Reddy & Antwi, 2016).
Le Spinosad est trés efficace contre de nombreux insectes nuisibles et compatible avec de
nombreux ennemis naturels d'insectes pouvant étre utilisés en combinaison dans un
programme de gestion intégrée des ravageurs (Legwaila et al., 2013). Ce pesticide préserve
I’environnement du fait de sa rapide biodégradation et de sa forte sélectivité (Sarfraz et al.,
2005; Dua, 2009); ainsi, il a été homologué pour étre utilisé sur plus de 100 cultures et contre
divers ordres d’insectes: Lepidoptera, Diptera, Thysanoptera, Orthoptera et Coleoptera
(Wanner et al., 2000; Nayak et al., 2002; Reddy & Antwi, 2016). Le Spinosad présente, par
rapport aux insecticides synthétiques classiques, une faible toxicité pour I’Homme, les
Mammiferes, les invertébrés aquatiques et les organismes non visés (Liu et al., 2000; Sarfraz
et al., 2005; Kirst, 2010 ; Biondi et al., 2012; Cabrera-Marin et al., 2016). La littérature note,
néanmoins, des effets toxiques du Spinosad sur les organismes non ciblés (Carvalho et al.,
2013); cependant, des études récentes notent que le Spinosad n’induit pas de génotoxicité
chez les Mammifeéres (Saxena & Kesari, 2016).

En Algérie, la stratégie de lutte contre T.absoluta a été difficile (Guenaoui et al., 2014);
en effet, sous un climat tres favorable, cette mineuse donne pres de 10 générations par an
(Guenaoui & Guelamallah, 2008; Bensaad 2010) ce qui a exposé la culture aux attaques
pendant toute I’année avec un usage excessif de pesticides. La lutte chimique a été tout
d’abord la plus utilisée mais I’insecte n’a pas été contenu du fait d’un développement de
résistance toujours croissant (INPV, 2008 ; 2013). Aussi, I’Institut National de la Protection
des Végeétaux (INPV) a mis en place un plan de lutte intégrée avec des lachers périodiques de
prédateurs (Nesidiocoris tenuis Reuter: Hemiptére Miridae) (INPV, 2013) et de parasitoides

(Trichogramma pretosium, T. bactrae) (Gasmi & Guenaoui, 2012), le piégeage de masse a
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base de phéromones sexuelles mais aussi la lutte chimique, avec pour choix, le Spinosad.
L’utilisation de cette molécule, effective en Algérie depuis 2010, est recommandée dans le
cadre d’un programme IPM pour permettre de réduire la pollution de I'environnement tout en
contribuant a retarder I’expression de la résistance au pesticide (Shelton et al., 2004).
Cependant, la littérature note des niveaux elevés de résistance chez T.absoluta apres
traitement au Spinosad (Reyes et al., 2012; Campos et al., 2014; Yalcin et al., 2015; Barros et
al., 2015). Par conséquent, la question qui se pose est de savoir comment utiliser le Spinosad
dans le cadre d’une lutte intégrée en évitant I’installation de la résistance. Peu d’études ont été
menées pour comprendre I’induction ce mécanisme chez T.absoluta; par ailleurs, la possibilité
d’une rémanence du Spinosad reste a établir chez cette mineuse et ce processus doit étre,
impérativement, pris en compte dans un programme de gestion de la résistance.

La mise en évidence de la rémanence implique la recherche des effets différés du
Spinosad sur les stades qui suivent le traitement mais aussi sur les générations suivantes.
Aussi, I’objectif de ce travail est d’évaluer, aprés traitement du dernier stade larvaire, les
effets différés du spinosad chez T. absoluta, au cours de deux générations successives, la
génération parent (GO) et la premiére génération (G1) et a différents stades de développement
(larves, nymphes et adultes).

Les effets de ce pesticide ont été évalués surles divers points suivants constituant les

différents chapitres de cette theése :

1. Biomarqueurs enzymatiques : la compréhension des altérations enzymatiques,
induites par I’exposition aux pesticides peut contribuer a orienter les organismes decideurs,
vers un choix raisonné des molécules (Frasco & Guilhermino, 2002 ; Konus 2015). Ainsi, les

activités specifiques d’une selection d’enzymes clés ont été precisees

10
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e Glutathion S-transférases (GSTs) et Catalase (CAT): importance dans
I’induction du mécanisme de détoxication (Yalcin et al., 2015) et dans le stress
oxydatif (Konus 2015).

e Acéthylcholinesterase ou AChE : I’effet du Spinosad sur ce site non cible est

controversé dans la littérature (Rabea et al., 2009 ; Maiza et al., 2013).

2. Principaux métabolites corporels: font partie des paramétres utilisés dans
I’évaluation de la «Fitness » des organismes. En effet, les variations dans les réserves
d'énergie (glucides, les lipides, les protéines) indiquent une altération fonctionnelle et la

susceptibilité de I'insecte a l'insecticide (Piri et al., 2014).

3. Vitellogénines et Vitellines : excellents parametres de reprotoxicité

Cependant, une étude de toxicité a été réalisée, au préalable, afin de pouvoir déterminer les

doses létales du Spinosad et les résultats ont fait I’objet du premier chapitre.

11
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MATERIEL ET METHODES
1. Matériel biologique
1.1. Présentation de T. absoluta
T. absoluta est un microlépidoptére de 6 a 7 mm de long et de 8 a 10 mm d’envergure.
Les deux paires d’ailes et le corps sont recouverts d’écailles. Les antennes sont filiformes et

représentent le 5/6 des ailes. Les adultes s’activent tt le matin et au crépuscule.

Embranchement :................ Arthropoda
Sous embranchement :.......... Hexapoda
ClasSe:.....ccevveieiree e Insecta
ordre @ Lepidoptera

Sous-Ordre : .Heteroneura-Heterocera

Super famille :.................. Gelechioidea
Famille ..o Gelechiidae
Sous famille :................... Gelechiinae

GENIE @i Tuta
ESPECce @ovvieieiec e T. absoluta

Figure 8. T. absoluta d’apres Povolny (1994) (G x 7~).
www.agriculture-biodiversité-oi.org 200x107

T.absoluta, espéece multivoltine, peut avoir 10 a 12 générations par an (Vercher et al,
2010). Le cycle biologique varie, entre 29 et 38 jours, selon les conditions environnementales
(temperature, photopériode et humidité) ; en effet, il est de 76,3 jours & 14°C, 39,8 jours a
19,7°C et 23,8 jours a 27,1°C (Hernandez-Fernandez et al., 2011). Le cycle biologique est

caractérisé par quatre stades de développement, ceuf, larve, nymphe et adulte.

12
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Les ceufs, de petite taille (0,36 mm de long 0,22 mm de large) ont une forme ovale ou
cylindrique (Marcano, 2007 ; Korycinska & Moran, 2009). Ils sont de couleur blanc créeme

apres la ponte puis orange marron avant éclosion (Tab. 1A).

Les larves ou chenilles, pénetrent dans la plante des I’éclosion (Collet et al., 2010).

Elles passent par quatre stades larvaires, reconnaissables a la couleur qui est blanchéatre au

premier stade (L. 0,9 mm) (Tab. 1C) et verte au deuxiéme et troisieme stade (L, :4,5;

L3:5,6 mm) (Tab.1 D, E); au stade (L4 : 7,5 mm), la face dorsale se colore en rouge (Tab.

1F). A'la fin de ce dernier stade, les larves cessent de s’alimenter et débutent la nymphose.

La nymphe ou chrysalide est le stade correspondant a la métamorphose. La nymphose
peut avoir lieu sur le sol, les feuilles ou & l'intérieur des mines. La chrysalide, de forme
cylindrique et de couleur marron (Margarida, 2008), est recouverte par un cocon blanc et
soyeux (Tab. 1G). A ce stade la distinction sexuelle est possible (Fernandez & Montagne,
1990) ; en effet, les chrysalides méles sont en taille et en poids inférieures (poids ~3 mg ;
longueur ~ 4mm ; largeur ~ 1 mm) aux chrysalides femelles (poids ~ 4,5 mg ; longueur ~ 4,5

mm ; largeur ~ 1,3 mm).

L’adulte est un petit papillon de couleur gris argenté avec des taches noires sur les ailes
antérieures (Tab. 1H). Les femelles ont I’abdomen plus clair (brun crémeux), plus large et
plus volumineux que les males (Estay & Bruna, 2002). Les femelles pondent leurs ceufs au
niveau de la partie aérienne de la plante héte, (jeunes bourgeons et feuilles). La femelle pond

40 a 50 ceufs par ponte et peut aller jusqu'a 260 ceufs durant toute sa vie (Anonyme3, 2010).

13
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Tableau 1. Les stades de développement de T.absoluta (Photos : www.fredonpaca.fr)

A : Euf. B : Larve éclose C : Stade larvaire 1. D : Stade larvaire 2.

E : Stade larvaire 3. F . Stade larvaire 4. G : Nymphe. H : Adulte.

. . o Incubation

Stade (adulte) T80 i \ 4-6 jours
& 6-7 jours =y

2 10-15 jours

Développement
Larvaire
7-12 jours
Métamorphose

9-11 jours

' Chrysalide

Figure 9. Cycle biologique de T .absoluta
(Photos : ephytia.inra.fr)

ey



http://www.fredonpaca.fr/

MATERIEL ET METHODES

1.2. Elevage en laboratoire

Les échantillons biologiques de T.absoluta (Lepidoptera) ont été collectés dans une
serre des feuilles de tomate infestée au niveau de la localité de Besbes (Wilaya d’El Tarf;
36° 42’ 08’ Nord et 7° 50" 50’ Est) puis transportés au laboratoire. L’élevage a été realisé
dans des mini-serres de tomates correspondant & un pot de 25 cm de diameétre environ
recouvert par un socle plastifié (Vercher et al., 2010) ; chaque pot contient un plant de tomate
ou les insectes évoluent. L’élevage est maintenu dans des conditions controlées avec une
température de 25 & 28°C, une photopériode de 12 heures et une humidité & 70 a 80 %
environ. Dans le cadre de notre étude, deux lots d’insectes ont été sélectionnés, le premier
pour la série témoin, et le second pour la série traitée au Spinosad. Les expérimentations ont
éteé realisées aprés deux geénérations d’élevage en Laboratoire. Dans le cadre de notre étude,
différentes séries de mini-serres ont été constitues: une premiére série pour les témoins, une
deuxieme série pour la genération traité 0 (GO) et une derniere pour la descendance de la GO

ou la génération 1 (G1).

Figure 10. Minis serres de tomates (Original)
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2. Présentation de I’insecticide
Le Spinosad découvert dans la nature, est issu de la fermentation d’une bacteérie,

Saccharopolyspora spinosa (Figs. 11,12).

Figure 12. Coupe longitudinale de la
bactérie (Ishaaya & Horowitz, 1998)

Figure 11. Surface épineuse de la
bactérie (Ishaaya & Horowitz, 1998)

Le Spinosad (Fig. 13) est composé de deux Spinosynes, Spinosyne A : C41H65NO10

avec un poids moléculaire de 731,98 g/mol et Spinosyne D : C42H67NO10 avec un poids

moléculaire de 746,0 g/mol. La formulation commerciale utilisée est Success 480 SC

(DowAgroSciences, Indianapolis, USA (SC: suspension concentrée 4809/l « Tracer »).

-~

Spinosyne A: R=H
Spinosyne D: R = CH,,

L (e]

,CHs

Figure 13. Structure chimique du Spinosad (Ishaaya & Horowitz, 1998)
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3. Traitement des insectes et tests de toxicité

La formulation commerciale du Spinosad a été utilisée, par application topique (1 pl par
insecte) sur des larves du dernier stade de T. absoluta. Le Spinosad a été dilué dans I’acétone
et apres un screening préalable, différentes doses 30, 40, 80, 120, 240, 2400, 6000 ng ont éte
testées. L’essai pour chaque dose est conduit en utilisant 3 réplications qui comportent
chacune 30 insectes; une série témoin est conduite en paralléle et les individus recoivent
uniquement le solvant (1 ul). Cette série d’expérience a eté menée afin de caractériser la
toxicité du Spinosad a I’égard de T.absoluta en déterminant les doses correspondant a 50 et
90% d’inhibition de la mue nymphale nommees ensuite DI 5o et DI oo respectivement.

Les pourcentages d’inhibition observée pour les séries témoins et traitées, ont été obtenus
a partir des mues nymphales incompletes, des larves mortes ou bloquées dans leur exuvie. Ces
valeurs sont ensuite corrigées selon Abott (1925) afin d’éliminer la mortalité naturelle et / ou
I’inhibition. Les pourcentages d’inhibition corrigées, apres transformation angulaire (Fisher et
Yates, 1957) subissent une analyse de variance suivie du test HSD de Tukey afin d’établir
I’effet du pesticide et le classement des doses. Enfin, la régression non linéaire exprimant le
pourcentage d’inhibition corrigée en fonction du logarithme de la dose a permis d’estimer, les
doses d’inhibition Dlso et Dlso avec leurs limites de confiance (95% FL) et le Hill Slope.
Tous les traitements utilisés ont été realisees a la Dlsy de la mue nymphale. L'échantillonnage
a été menée pendant deux générations successives: la génération parent (GO) et sa

descendance (G1) a différents stades de développement.

4. Extraction et dosage des métabolites

4.1. Extraction des métabolites
L’extraction des différents métabolites (protéines, glucides et lipides) a été realisee

selon le procédé de Shibko et al. (1966). Les corps entiers des larves, nymphes et adultes des
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séries témoins et traitées de la GO et la G1 de T.absoluta sont conservés dans 1 ml d’acide
trichloracétique (TCA) a 20% jusqu’au dosage.

Tous les dosages ont été effectués sur des fractions aliquotes (100 pl), les teneurs dans les
differents métabolites ont été quantifiés par des droites de régression déterminées a partir des

courbes de références.

4.2. Dosage des métabolites

1. Dosage des protéines

Les protéines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le
bleu brillant de coomassie! (G 250) comme réactif et I’albumine de sérum de bceuf (BSA)
comme standard (Lmg/ml)( Tab. 2) La lecture des absorbances est réalisée a une longueur

d’onde de 595 nm ( Fig.15).

Tableau 2. Dosage des protéines: réalisation de la gamme d’étalonnage.

BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
1
0.9 | y=0,0091543x +0,0052857
R2=0,993
0.8
3
S
3
<
0 20 40 60 80 100

Quantité de protéines (g)

Figure 14. Dosage des protéines du corps: droite de régression exprimant I’absorbance a
595 nm en fonction de la quantité d’albumine (ug).
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Le Bleu brillant de coomassie se prépare comme suit :
1-100 mg de BBC + 50 ml d’éthanol + Agitation pendant deux heures +
100 ml d’acide ortho-phosphorique a 80% + eau distillée g.s.p. 1000 ml.
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2. Dosage des glucides

Le dosage des glucides a été réalisé selon Duchateau & Florkin (1959). Cette méthode
utilise I’anthrone! comme réactif et une solution mere de glucose (1g/l) comme standard

(Tab. 3). La lecture des absorbances est réalisée a 620 nm (Fig.15).

Tableau 3. Dosage des glucides: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Glucose (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
1.2

y=0,0137143 + 0,0100957 x
1 R?=0, 996

Absorbances

0 20 40 60 80 100
Quantité de glucides (u1g)

Figure 15. Dosage des glucides : droite de régression exprimant I’absorbance a 620 nm en
fonction de la quantité de glucose (ug).

3. Dosage des lipides

Les lipides ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al., 1972 utilisant la
vanilline’ comme réactif et une solution mére de lipides® (2,5mg/ml) comme standard (Tab.

4). Les absorbances sont lues, apres 30 minutes d’obscurité, a une longueur d’onde de 530 nm

(Fig.17).

19
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Tableau 4. Dosage des lipides: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant Ether-Chloroforme (ul) 100 80 60 40 20 0
Vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 25 |25
0.9
0.8 4 Yy=0,0077686 x -0,0230952 *
0.7 R2=0,991
8
s
O
S
8
<

0 20 40 60 80 100
Quantité de lipides (ug)

Figure 16. Dosage des lipides du corps: droite de régression exprimant I’absorbance a 530
nm en fonction de la quantité d’huile de table (ug).

5. Dosage de la catalase (CAT)

Le dosage de la catalase (CAT), réalisé selon la méthode de Claiborne (1985), a
permis I’évaluation de I’activité spécifique de la catalase. Cette méthode est basée sur la
mesure spectrophotométrique de la réduction de I’eau oxygénée (H202) en une molécule
d’oxygene (O2) et deux molécules d’eau (H202) en présence de la CAT a une longueur
d’onde UV de 240 nm. Les séries témoins et traitees de T.absoluta, échantillonnées a
differents ages et stades de développement, sont homogenéisés dans 1ml de tampon
phosphate (0,1 M, pH7, 4) a I’aide d’un broyeur a ultrasons. L’homogénat, ainsi obtenu,
est centrifugé (15,000 tours /min, pendant 10 min) puis le surnageant récupéré servira au

dosage de la catalase. Le dosage s’effectue, a température ambiante, sur une fraction
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1-150 mg d’anthrone + 75 ml d’acide sulfurique + 25 ml d’eau distillée
2- 0,38 g de vanilline + 55 ml d’eau distillée + 195 ml d’acide ortho-phosphorique a 85%
3 - 25 mg d’huile de table + 10 ml de solvant éther/chloroforme (V/V).
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aliquote de 50 ul de surnageant a la quelle on ajoute 750 pul de tampon phosphate (100
mM, pH 7.4) et 200 ul H202 (500 mM) préparé extemporanement [1,42 ml eau oxygénée
a 30 volumes, 25 ml tampon phosphate (100 mM pH 7,4)]. Aprés agitation, la lecture est
effectuée au spectrophotomeétre (dans une cuve en quartz).

L’activité décroit rapidement, il est donc important de mettre toujours le méme temps
entre le pipetage du surnageant et le moment ou la cuve est placée dans le
spectrophotomeétre. La lecture des absorbances est effectuee aprées 15 secondes toutes les 5
secondes pendant 30 secondes a une longueur d’onde UV de 240 nm contre un blanc
réalisé avec 800 ul de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4) et 200 pl de H202. L activité

spécifique de la CAT est déterminée d’aprés la formule suivante:

CAT (mMoles/min/mg proteines) = Lmax — Lmin / mg protéines
0,04

Dans nos résultats, I’activité spécifique est exprimée en nMol/min/mg de protéines.

L max : Densité optique maximale enregistrée

L min : Densité optique minimale enregistrée
0.040 cm™. mMole™ : coefficient d’extinction moléculaire de I’eau oxygénée (a 240 nm).
Mg de protéines : La quantité de protéines totales préalablement déterminée, par un dosage

selon la technique de Bradford (1976) explicitée plus haut.

6. Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE)

Le dosage de I’activité de I’AChE a été mene selon la méthode d’Ellman et al.(1961) qui
consiste a fournir a I’enzyme (AChE) un substrat artificiel, I’acétylthiocholine (ASCh) qui
sera hydrolyse en acide acétique et thiocholine (SCh). Cette derniere en présence de DTNB
(acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) donne un produit jaune le TNB (acide 5-thio-2

nitrobenzoique) que I’on dose a une longueur d’onde de 412nm.

1-38,03 mg éthylene glycol bis béta aminoethyl éther N,N,N’N-tetraacetic acid (EGTA) 21
+1ml Triton X100%+5,845 g NaCI+80ml tampon Tris (10 mM, pH 7).
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Les tétes de T.absoluta (pool de trois tétes) des séries témoins et traitées sont
homogénéisées dans 1 ml de solution détergente *. L’homogénat est centrifugé a une vitesse
de 5000 tours/min pendant 5 min. Le surnageant est récupéré pour servir comme source
d’enzyme.

Le dosage de I’activite de I’AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 ul auquel on
ajoute 100 pl de DTNB préparé extemporanément *. Aprés 3 & 5 minutes de repos nécessaire
pour épuiser la réaction spontanée, 100pl de substrat acétylthiocholine ? sont ajoutés. La
lecture des absorbances s’effectue toutes les 4 minutes pendant 20 minutes a une longueur
d’onde de 412 nm contre un blanc de gamme ou 100 pl de la solution détergente remplacent

la source d’enzyme. L’activité specifique est déterminée selon la formule suivante :

AChE (mM/min/mg de protéines) = A DO/mn X Vt / mg de protéines
1.36x10* Vs

Dans nos résultats, I’activité spécifique est exprimée en puM/min/mg de protéines.

X : micromoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines.

A DO : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat.

1,36 x 104 (M-1 cm-1): coefficient d’extinction molaire du DTNB.

V1t: volume total de la cuve : 1,3 ml [0,1 ml homogénat + 0,1 mI DTNB + 1 ml tampon

tris (0,1 M, pH 7) + 0,1 ml d’acétylthiocholine].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml.

Mg de protéines : La quantité de protéines totales préalablement déterminée par un dosage
selon la technique de Bradford (1976) explicitée plus haut.

7. Dosage des glutathion S-transférases (GSTs)

Le dosage des GSTs est réalisé selon Habig et al., (1974). Il consiste a fournir aux GSTs
des substrats artificiels en général la GSH (Glutathion réduit, 5 mM) et le CDNB (1choloro 2-
4-Dinitrobenzoique, 1mM). La réaction de conjugaison entraine la formation d’une molécule
nouvelle, qui absorbe la lumiere a une longueur d’onde de 340 nm. Les insectes décapités sont

homogénéisés dans 1ml de tampon phosphate de sodium * (0,1M, pH 6) & I"aide d’un broyeur

1- (39,6 mg DTNB + 15 mg CO3HNa) dans 10 ml tampon Tris (0,1 M, pH 7). 2 2
2- 23,6 mg acéthylthiocholine + 1 ml eau distillée.
3- 17,8059 Na2 HPO4 (a) dilué dans 500ml d’eau distillée.
4- 6,39g NaHPO4 (b) dilué dans 500ml d’eau distillée.
61,5ml 438,5 ml de la solution b et ajouter 21,3925 g de saccharose.
4,052 mg de CDNB avec la solution a et 30,73 mg de GSH + 0,8 ml d’éthanol et 20 ml de tampon phosphate
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a ultrasons et quatre a cing répétitions sont réalisées. L’homogénat obtenu est centrifuge
(1300 tours/min pendant 30 min) et le surnageant récupéré servira au dosage enzymatique des
GSTs. Le protocole de dosage est réalisé comme suit : A une fraction aliquote du surnageant
(0,2 ml) est ajouté 1,2 ml du mélange* CDNB-GSH dans un tampon phosphate (0,1M ; pH6).
La lecture se fait contre un blanc preparé dans les mémes conditions (0,2 ml d’eau distillée
remplacant le surnageant) ; les densités optiques sont mesurees toutes les minutes pendant 5
minutes a 340 nm dans un spectrophotomeétre contre un blanc contenant 0,2 ml d’eau distillée
remplacant la quantité de surnageant. L’activité spécifique des GSTs est déterminée d’apres la
formule suivante :

GSTs (mMol/min/mg) = % X % / mg de protéines
s

Dans nos résultats, I’activité spécifique est exprimée en pMol/min/mg de protéines.

X : micromoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines.

A DO : Pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat.

Vt : Volume totale de la cuve : 1,4 ml [1,2 ml du mélange CDNB/GSH + 0,2ml du surnagent].
9,6: mMol-1 Cm-1 coefficient d’extinction molaire du CDNB (a 340 nm).

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

Mg de protéines : La quantité de protéines totales préalablement déterminée par un dosage
selon la technique de Bradford (1976) explicitée plus haut.

8. Extraction et dosage des vitellines et vitellogénines

8.1. Echantillonnage
Les nymphes et les adultes femelles de T.absoluta, provenant des séries témoins et
traitées de la GO et G1 sont echantillonnés. Apres dissection, sous loupe binoculaire, les corps
gras chez les nymphes et les ovaires chez les femelles adultes, sont prélevés et peses. Les
échantillons sont ensuite déposés dans des tubes contenant un tampon (Tris-HCI-NaCl)

permettant I’extraction des vitellogénines chez les nymphes et des vitellines chez les adultes.

8.2. Extraction des vitellines et vitellogénines

1-3,02gTris (0.5M) — dans 300 ml d’eau distillée et ajuster a ph 7,4 avec HCL (a). 23
2.9 g de NaCL (0.5 M) —p dans 10 ml de la solution (a) et compléter a 100 ml d’eau distillée.
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L’extraction des vitellines et vitellogénines est réalisée selon la méthode de Postlethwait
et al., (1980) et Fabre et al., (1990). Les échantillons biologiques, conservés dans 500ul de
tampon d’extraction Tris-HCI-NaCl (pH 7,4; 0.5 M), sont broyés aux ultrasons puis
I’homogénat obtenu est ensuite centrifugé a 5000 tours/min pendant 10 minutes. La fraction
soluble obtenue est récupérée puis déposée dans un tube eppendorf. Les échantillons sont

ensuite conservés au froid (-20°C) jusqu’au dosage.

8.3. Dosage des vitellines et des vitellogénines
Les vitellines et vitellogénines extraites ont été quantifiées selon la méthode de Bradford
(1976) explicitée plus haut. Le dosage des vitellines et vitellogénines chez T.absoluta a été

effectué dans une fraction aliquote de 100 pl.

9. Analyse statistique

Tous les résultats sont représentés par les moyennes £ S.D du nombre de répétitions (n).
L'homogénéité des variances a été vérifiée par le test de Shapiro Wilk. Les données de
toxicité ont été analysées en utilisant la courbe logarithmique sigmoide non linéaire, et
I'activité insecticide du traitement a été évaluée sur la base des concentrations dose-réponse.
La qualité de I'ajustement du modéle de courbe a été évaluée sur la base des valeurs de R?; en
outre, les résultats ont été soumis a une analyse de variance suivie d'un test HSD de Tukey
(Honest Significative Difference) pour le classement des doses.

Pour tous les paramétres testés, les différences significatives entre les séries, pour chaque
stade de la méme génération ont été déterminées en utilisant le test "t". Des différences
significatives entre les générations ont été vérifiées par l'analyse de variance a 2 critéres de
classification (ANOVA). Toutes les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant Graph
Pad Prism la wversion 6.01 pour le logiciel Windows (GraphPad Software Inc.,

www.graphpad.com).
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RESULTATS

1. Evaluation de la toxicité du Spinosad chez T.absoluta

L application topique du Spinosad, a différents doses (30, 60, 120, 240, 2400, 6000 ng),
chez les larves du dernier stade de T. absoluta, induit une inhibition de la mue nymphale (Fig.
17). Les résultats révelent, chez les séries témoins, un pourcentage d’inhibition naturelle de
I’ordre de 7,50 + 1,42 qui augmente en fonction de la dose chez les séries traitées. Les
pourcentages de I’inhibition observée de la mue nymphale varient de 19,72 £ 5,77 a la dose la

plus faible a 93,87 £+ 3,57 a la dose la plus élevée.

120

100 | 93,8743,57

79,5343,32
51,59+5,77
i 43,40+5,77
| 30,48+5,77
19,72+5,77

17,50+1,42

O 'j T T T T T T
0 30 60 120 240

2400 6000

(0]
o

de la mue nymphale
B o))
o o

Pourcentage d'inhibition

N
o

Doses (ng)

Figure 17. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique a différentes doses
(ng) chez les larves du dernier stade de T.absoluta, sur la mue nymphale: Inhibition observée
apres traitement (m = sd; n = 3 répétitions de 30 individus chacune).

Les pourcentages de I’inhibition corrigée de la mue nymphale, permettant de soustraire
I’inhibition naturelle (Tab. 5), sont de I’ordre de 13,70 + 3,6 a la dose la plus faible (30 ng)

puis augmentent graduellement et atteignent une valeur de 93,00 £ 0,66 a la dose la plus

élevée (6000 ng).
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L’analyse statistique des résultats, présentée dans le tableau 6, révele une relation dose
réponse avec une différence hautement significative (p <0,001). Un classement des doses
réalisé, grace au test HSD de Tukey, permet de classer les doses testées en fonction de leur
toxicité (Fig. 18). Les résultats révelent I’existence de cing groupes présentant des effets
differents du pesticide sur I’inhibition de la mue nymphale ; ainsi et dans un ordre croissant

les doses sont : 30 et 60ng < 60 et 120 ng <120 et 240 ng < 2400 ng < 6000 ng.

Tableau 5. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique a différentes doses
(ng) chez les larves du dernier stade de T.absoluta : Inhibition corrigée (%) de la mue
nymphale. (m + sd; n = 3 répétitions de 30 individus chacune).

Répétitions 30 60 120 240 2400 6000
R1 20 12,5 40 55 78 96
R2 10 33,33 37,50 44,44 81 89
R3 11,11 30 40 44,44 75 94
m + sd 13,70+3,60 | 25,27+6,48 | 39,16+0,83 | 47,96+3,52 | 78,00+2,00 | 93,00+0,66

Tableau 6. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique a différentes doses
(ng) chez les larves du dernier stade de T.absoluta, sur le pourcentage d’inhibition corrigée de
la mue nymphale : Analyse de la variance a un critére de classification (n = 3 répétitions de 30
individus chacune).

Source de SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement 6171,80 5 1234,40 58,96 p <0,001 ***
Erreur 251.20 12 20,90 i i
résiduelle
Total 6423,00 17 - - -

*** - hautement significatif (p < 0,001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.
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Figure 18. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique a différentes doses
(ng) chez les larves du dernier stade de T.absoluta : Inhibition corrigée de la mue nymphale
et classement des doses testées par le test HSD de Tuckey. (m + sd; les valeurs affectées d’une
méme lettre ne sont pas significativement différentes).

La détermination des doses d’inhibition 50 et 90 a ensuite été effectuée grace a une
régression non linéaire. Cette analyse a permis grace a la courbe dose-réponse exprimant le
pourcentage d’inhibition corrigée en fonction du logarithme de la dose du Spinosad de révéler
un coefficient de détermination élevé (R? =0,99) ; ceci révele une liaison trés forte entre le
pourcentage d’inhibition corrigé et la dose. Les DI 5o et DI oo précisées avec leur intervalle de
confiance sont présentés dans le tableau 7 ; les valeurs sont de I’ordre de 245,30 et 3881 ng

pour les Dlsp et 90 respectivement.
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2. Effets du Spinosad sur les biomarqueurs enzymatiques

Le Spinosad administré in vivo, par application topique, (Dlsg : 245, 30 ng) sur les
larves du dernier stade de T. absoluta a été évalué sur I’activité spécifique des GSTs, de la
CAT et de I’AChE au cours des différents stades de développement chez les deux générations
successives. Les résultats sont exprimés, pour les GSTs et I’AChE, en micromoles par
minutes et par milligramme de protéines (WM/min/mg de protéines) mais pour la CAT en

nanomoles par minutes et par milligramme de protéines (nM/min/mg de protéines).

2.1. Effets sur I’activité spécifique des GSTs chez la GO et la G1
2.1.1. Effets chez les nymphes de la GO

Le Spinosad, appliqué chez les larves du dernier stade de T. absoluta, entraine une
augmentation de [Iactivité spécifique des GSTs (Tab. 8) chez les séries traitées
comparativement aux séries témoins ; cette augmentation est observée chez les nymphes
nouvellement exuviées (p < 0,001) et celles agées de 6 jours (p < 0,001). Le Spinosad semble
donc induire un processus de détoxication dés 48 heures.

Il est noté, également, une différence significative entre les ages chez la série témoin

(p=0.004) et la série traitée (p < 0,001).

Tableau 7. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique a différentes doses
(ng) chez les larves du dernier stade de T.absoluta : Détermination des doses d’inhibition de la
mue nymphale (DI en ng) et leurs intervalles de confiance a 95%.

Dlso Dlso Hill Slope R?
Spinosad
245, 30 3881 0,79 0.99
[205,70 - 292,70] [2400 - 6275] [0,67- 0,91] !
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Tableau 8. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30 ng)
sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur I’activité spécifique des GSTs
(uM/min/mg de protéines) au cours du stade nymphal de la GO (0 et 6 jours) (m = sd; n=4 a 6).

) Génération 0
Nymphes (jours) . -
Témoins Traités
0 56,55 £3,90 a 139,75+2,70 b
A A
6 2231+140a 46,78+ 0,70 b
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).

2.1.2. Effets chez les adultes de la GO

L’activité specifique des GSTs, chez les adultes de T.absoluta aprés traitement des

larves au Spinosad, augmente de maniere significative (p < 0,001) comparativement a la série

témoin (Tab. 9). L’induction des GSTs est observée chez les adultes, le jour de I’exuviation

mais aussi au jour 7 (p < 0,001).

Chez les individus traités, une diminution dans les valeurs des GTSs, est observée entre les

deux ages (p =0,003) ; cependant, chez les séries témoins, aucune différence significative

n’est notée entre les ages (p= 0,491).

Tableau 9. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30 ng)
sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur I’activité spécifique des GSTs
(uM/min/mg de protéines) au cours du stade adulte de la GO (0 et 7 jours) (m £ sd; n=4 a 6)

Adultes (jours)

Génération 0

Témoins Traités
0 78,24 +290 a 24350+ 11,00 b
A A
7 73,60 +£5,40 a 109,02+ 4,10b
A B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).
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2.1.3. Effets chez les larves de la G1

L’activité spécifique des GSTs, chez les larves de la génération 1 apres traitement des
larves de la génération parent de T. absoluta (Tab. 10), révele une augmentation significative

dans leur valeur et ce, comparativement aux témoins (p=0.007).

Tableau 10. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur I’activité spécifique
des GSTs (uM/min/mg de protéines) au cours du stade larvaire de la G1 (jour 4) (m + sd; n=
4 346).

Larves (jours) Génération 1

Témoins Traités

52,66 + 3,30 a 111,80+6,80 b

2.1.4. Effets chez les nymphes de la G1

Apreés traitement au Spinosad des larves de la génération parent, I’activité spécifique des
GSTs chez les nymphes de la G1 de T. absoluta, augmente de maniére tres significative
comparativement aux témoins (Tab. 11) ; ceci pour les deux ages evalués 0 (p < 0,001) et 6
jours (p < 0,001). Au cours du stade nymphal et pour chaque série, une diminution de
I’activité des GSTs est notée entre 0 et 6 jours chez les séries témoins (p < 0,001) et traitées (p

= 0,001).

Tableau 11. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur [I’activité spécifique
des GSTs (uM/min/mg de protéines) au cours du stade nymphal de la G1 (0 et 6 jours) (m
sd; n=4 a 6).

) Génération 1
Nymphes (jours) — "
Témoins Traités
0 60,06 £ 2,90 a 111,80+5,30b
A A
6 21,71+130a 46,66 £0,87 b
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).
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2.1.5. Effet chez les adultes de la G1

Les adultes de T.absoluta de la G1, montrent des valeurs de I’activité spécifique des
GSTs qui sont significativement différentes entre les individus témoins et traités au Spinosad
au cours de la génération précédente (Tab.12); ainsi, les résultats obtenus indiquent une
augmentation significative le jour de I’exuviation adulte (p < 0,001) mais aussi au jour 7 apres
la mue imaginale (p < 0,001). Il est noté, chez les series traitées, une diminution des GSTs
entre les deux ages évalués (p = 0,005) ; chez les individus témoins, aucune différence
significative n’est observee (p = 0,188).

Tableau 12. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO0) et évalués sur I’activité spécifique des

GSTs (uM/min/mg de protéines) au cours du stade adulte de la G1 (0 et 7 jours) (m £ sd; n=4
a6).

Adultes (jours) Geneération 1
Témoins Traités
0 67,33+2,80a 199,30 + 14,00 b
A A
7 7245+ 150 a 92,80+ 0,47 b
A B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).

2.1.6. Effet sur les GSTs : Comparaison entre les deux générations

Aprés traitement au Spinosad, au cours du dernier stade larvaire de T. absoluta,
I’activité spécifique des GSTs augmente de maniére trés significative comparativement aux
témoins; cette augmentation, observée dés I’exuviation nymphale de la GO, est notée a tous
les stades de développement et a tous les ages testés au cours des deux générations sucessives.
A la génération parents ou GO, les valeurs enregistrées, chez les individus traités,
comparativement aux témoins, sont respectivement deux a trois fois plus importantes chez les

nymphes (jour 0: t = 17,41, p < 0,001; jour 6: ts = 15,52, p < 0,001) et chez les adultes de la
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GO a I’exuviation mais aussi au jour 7 (jour 0: ts = 11,42, p < 0,001 ; jour 7: ts = 5,24, p=0,
002). Cet effet est retrouve, a la génération suivante (G1), chez les larves (jour 4: tg = 8,36, p<
0,001), les nymphes (jour 0: tg = 8,62, p < 0,001; jour 6: ts = 15,74, p <0,001) et les adultes le
jour de P’exuviation (jour 0: tg = 9,05, p < 0,001 ; jour 7: ts = 12,58, p < 0,001). Il faut
cependant, préciser que I’induction de I’enzyme de détoxication, est plus importante a la GO
comparativement a la G1 (Fig. 19). L’analyse de la variance a deux critéres de classification
(Tab. 13) confirme ces résultats et révele des différences hautement significatives pour I’effet
géneration (F3 48 = 190,03, p < 0,001), I’effet stade (F3 45 = 254,29, p < 0,001) et
I’interaction génération-stade (F ¢ 45 = 35,13, p <0,001). Ces résultats révelent donc un nouvel
élément qui est I’effet différe du Spinosad au niveau de la descendance démontrant ainsi une

rémanence du Spinosad.

Tableau 13. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur I’activité spécifique des
GSTs (uM/min/mg de protéines), chez les larves (jour 4), nymphes (0 et 6 jours) et adultes
(0 et 7 jours) au cours de deux générations successives (GO et G1) (n =4 a 6). Analyse de la
variance a deux criteres de classification.

Source de
variation SCE ddl CM Fobs P
Génération 76164 3 25388 190,03 P <0,001 ***
Stade 101919 3 33973 254,29 P <0,001 ***
Interaction 42241 9 4693 35,13 P <0,001 ***
Erreur 6413 48 134
résiduelle

**% : hautement significatif (p < 0,001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.
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Figure 19. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur [I’activité specifique des
GSTs (uM/min/mg de protéines), chez les larves (jour 4), nymphes (0 et 6 jours) et adultes (0
et 7 jours) au cours de deux générations successives (GO et G1) (m £ sd; n=4 a 6).

2.2. Effets sur I’activité spécifique de la CAT pour la GO et la G1
2.2.1. Effets chez les nymphes de la GO
Chez T. absoluta, la catalase, enzyme du stress oxydatif, présente une activité spécifique
qui augmente significativement, chez les nymphes traitées au Spinosad comparativement aux
témoins (p < 0,001). Le Spinosad induit une augmentation de la CAT chez les nymphes, le
jour de I’exuviation (0 jours, p= 0,039) mais aussi au jour 6 aprés la mue nymphale (p =
0,002) (Tabh.14). Cependant, aucune différences significative n’est notée entre les deux ages

dans la série temoin (p=0,088) ou la série traitée (p=0,145).
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Tableau 14. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI s : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur I’activité spécifique de la
CAT (nM/min/mg de protéines) au cours du stade nymphal de la GO (0 et 6 jours) (m = sd;

n=42ae6).
) Génération 0
Nymphes (jours) — —
Témoins Traites

0 51,92 + 3,80 a 64,43+280b
A A

6 42 31+ 250 a 77,20 £ 6,50 b
A A

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).

2.2.2. Effets chez les adultes de la GO

Les résultats obtenus, chez les adultes de T.absoluta, indiquent une augmentation trés

significative de I’activité spécifique de la CAT entre les séries témoins et celles traitées au

Spinosad (Tab. 15). Ce résultat est observé le jour de I’exuviation adulte (p = 0,001) mais

aussi chez les adultes ages de 7 jours (p = 0,002). Par ailleurs, les valeurs de I’activite

spécifique de la CAT présentent une diminution significative, entre les deux ages évalués,

chez les series témoins (p=0,068) et traitées (p=0,040).

Tableau 15. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur I’activité spécifique de la
CAT (nM/min/mg de protéines) au cours du stade adulte de la GO (0 et 7 jours) (m % sd;

n=42ae6).

Adultes (jours)

Génération 0

Témoins Traités
0 67,84 +3,30a 117,90 + 8,00 b
A A
7 57,41 +301a 90,70+£5,80 b
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).
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2.2.3. Effets chez les larves de la G1

Le Spinosad, appliqué chez les larves du dernier stade de T. absoluta, entraine une
augmentation significative (p = 0,013) de I’activité spécifique de la CAT chez les larves de la

génération suivante (Tab. 16).

Tableau 16. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI s : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO0) et évalués sur I’activiteé spécifique
de la CAT (nM/min/mg de protéines) au cours du stade larvaire de la G1 (jour 4) (m % sd,;
n=42ae6).

Larves (jours) Génération 1

4 Témoins Traités
61,02+ 3,70 a 85,10+5,80b

2.2.4. Effets chez les nymphes de la G1

Les résultats obtenus révélent un stress oxydatif chez les nymphes de la GO (Tab. 17),
démontré par I’évaluation de I’activiteé spécifique de la CAT, qui augmente de maniére
significative chez les individus traités au Spinosad comparativement a ceux de la série témoin.
Les valeurs de I’activité spécifique de la CAT, sont significativement plus importantes chez
les nymphes nouvellement exuviées (p = 0,040) et celles agées de 6 jours (p = 0,002).
L’analyse statistique, effectuée entre les deux ages d’un méme stade, ne révele aucune

difference significative chez les séries témoins (p=0,064) et traitées (p=0,094).

Tableau 17. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI so : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO0) et évalués sur I’activité spécifique de
la CAT (nM/min/mg de protéines) au cours du stade nymphal de la G1 (0 et 6 jours) (m % sd;
n=44a6).

) Génération 1
Nymphes (jours) - -
Témoins Traités
0 57,60+ 2,90 a 71,59+ 450b
A A
6 49,08 +0,71a 60,75+ 2,10 b
A A

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).
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2.2.5. Effets chez les adultes de la G1

L’activité spécifiqgue de la CAT chez les adultes de la G1 montrent des valeurs
comparables entre les séries témoins et celles traitées (Tab. 18); ce résultat est observé le jour
de I’exuviation (p = 0,553) et chez les adultes agés de 7 jours (p = 0,357). Le stress oxydatif,
précisé dans les stades précédents (GO et G1), n’est plus noté chez les adultes de la G1. La
comparaison entre les ages ne révéele aucune différence significative chez les séries traités (p =

0,980) mais indique une diminution chez les séries témoins entre 0 et 7 jours (p=0,024).

Tableau 18. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI sq : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur I’activité spécifique de
la CAT (nM/min/mg de protéines) au cours du stade adulte de la G1 (0 et 7 jours) (m % sd; n=
426).

Témoins Traités
0 67,33+2,00 a 63,60 + 5,50 a
A A
7 59,72+ 1,30 a 63,47 £ 3,50 a
B A

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).

2.2.6. Effets sur la CAT : comparaison entre les deux générations

Chez T. absoluta, la CAT, enzyme du stress oxydatif, présente une activité spécifique
qui augmente significativement, chez les séries traitées comparativement aux témoins chez les
deux générations successives. Le profil de cette enzyme, en parfaite corrélation avec celui des
GSTs, révele un stress oxydatif des le jour 0 de la nymphe de la GO (NO: t¢=2,64, p = 0,039 ;
N6 : ts=5,04, p = 0,002) au jour 6 du stade nymphal de la génération suivante ou G1 (NO : tg
= 2,62, p = 0,040 ; N6: tg = 5,28, p = 0,002). Les valeurs de I’activité spécifique de la

catalase, comparativement aux témoins, restent significatives chez les adultes de la GO (AO: t¢
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=5,80, p = 0,001; A7: tg = 5,09, p = 0,002) mais aussi chez les larves (L4: t¢ = 3,51, p =
0,013) (Fig.

20). Ainsi, chez les adultes de la G1 (aux jours O et 7), le stress oxydatif n’est plus
observé et les séries traitées au Spinosad retrouvent des valeurs comparables aux témoins (AO:
te = 0,63, p = 0,553; A7: tg = 1,00, p = 0,357). L’analyse de la variance a deux criteres de
classification montre que le stress oxydatif est plus important a la GO comparativement a la
G1 (Tab. 19). Des différences significatives sont notées pour les critéres génération (F3 45 =
51,11, p <0,001), stade (F3, 48 = 21,59, p <0,001) mais aussi pour I’interaction génération-
stade (Fg 43 = 6,98, p <0,001). L’induction de I’activité specifique de la CAT, notée aussi avec
un effet différé, présente un mécanisme constituant la premiére étape de défense contre le
stress oxydant induit par le Spinosad.

Tableau 19. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur I’activité spécifique de la
CAT (nM/min/mg de protéines), chez les larves (jour 4), nymphes (0 et 6 jours) et adultes (C

et 7 jours) au cours de deux générations successives (GO et G1) (n = 4 a 6). Analyse de lz
variance a deux criteres de classification.

Source de
Génération 10339,6 3 3445 51,11 P < 0,001 ***
Stade 4367,4 3 1455,8 21,59 P < 0,001 ***
Interaction 4235,5 9 470,6 6,98 P < 0,001 ***
Erreur 3237.0 48 67.4
résiduelle

*** - hautement significatif (p < 0,001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts;
CM : carré moyen ; Fobs : F observeé ; p: niveau de significativité.
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Figure 20. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 50 : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur I’activité spécifique de la
CAT (nM/min/mg de protéines), chez les larves (jour 4), nymphes (jours 0, 6) et adultes
(jours 0, 7) au cours de deux générations successives (GO et G1) (m + sd; n=4 & 6).

2.3. Effet du Spinosad sur I’activité spécifique de I’AChE chez la GO et la G1.

2.3.1. Effets chez les nymphes de la GO

Les valeurs de I’activité spécifique de I’AChE, chez les nymphes de T. absoluta traitées
au Spinosad au cours du dernier stade larvaire, ne révélent aucune différence significative
comparativement aux témoins (Tab. 20); en effet, des valeurs comparables sont retrouvées
chez les nymphes nouvellement exuviées (p = 0,053) mais aussi chez celles agées de 6 jours
(p = 0,339). L’analyse statistique effectuée pour chaque série montre une différence
significative entre les ages testés chez les séries témoins (p < 0,001) et celles traitées (p <

0,001).
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Tableau 20. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur I’activité spécifique de
I’AChE (uM/min/mg de protéines) au cours du stade nymphal de la GO (0 et 6 jours) (m % sd;
n=42ae6).

) Génération 0
Nymphes (jours) — —
Témoins Traites
0 5,18 + 0,11a 479+0,12a
A A
6 1,78+ 0,12 a 1,90+ 0,04 a
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).

2.3.2. Effets chez les adultes de la GO

Les resultats obtenus révelent un effet neurotoxique chez les adultes de T.absoluta
traités au Spinosad au cours du dernier stade larvaire (Tab. 21); en effet et, comparativement
a la série témoin, I’activité spécifique de I’AChE diminue de maniére significative chez les
adultes nouvellement exuviés (p = 0,002) et ceux agées de 7 jours traitees (p = 0,017).
Cependant, I’analyse statistique effectuée entre les deux ages du méme stade montre des

valeurs comparables chez les séries temoins (p=0,262) et celle traitées (p=0,649).

Tableau 21. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur I’activité spécifique de
I’AChE (uM/min/mg de protéines) au cours du stade adulte de la GO (0 et 7 jours) (m %
sd; n=4 a6).

) Génération 0
Adultes (jours) - -
Témoins Traités
0 519 £ 0,25a 3,72 + 0,13b
A A
7 475 £ 0,24 a 385 + 0,13 b
A A

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).
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2.3.3. Effets chez les larves de la G1

L’analyse statistique des résultats chez les larves de la G1, révele que le Spinosad induit
une diminution tres significative (p = 0,009) de [I’activité spécifique de I’AChE apres
traitement des larves de la génération parent ou GO (Tab. 22).
Tableau 22. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI s : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalues sur I’activité spécifique de

I’AChE (UM/min/mg de protéines) au cours du stade larvaire de la G1 (jour 4) (m + sd; n=4
a 6).

Larves (jours) Génération 1

4 Témoins Traités

2,21+0,17a 1,49 £0,09b

2.3.4. Effets chez les nymphes de la G1

Les valeurs de I’activité spécifique I’AChE, chez les nymphes de la G1, sont
significativement plus basses chez les séries traitées par rapport aux témoins (Tab. 23); en
effet, cette inhibition est notée chez les nymphes nouvellement exuviées (p <0,001) et celles
agées de 7 jours (p = 0, 010). En outre, la comparaison des moyennes effectuées entre les
deux ages d’une méme série révéle une diminution trés significative entre les ages chez les
séries témoins (p <0,001) et traitées (p=0,002).
Tableau 23. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur [I’activité spécifique

de I’AChE (uM/min/mg de protéines) au cours du stade nymphal de la G1 (0 et 6 jours) (m
+sd; n=44a6).

Témoins Traités
0 513+0,04 a 3,31+£0,20b
A A
6 1,76 £0,12a 1,32+£0,02b
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).
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2.3.5. Effets chez les adultes de la G1

Les activités spécifiques de I’AchE, chez les adultes de la G1 issus des larves de la GO
traitées au Spinosad, révelent une baisse significative dans les valeurs obtenues, par rapport
aux séries témoins (Tab. 24). Cette inhibition de I’AchE, notée seulement a I’émergence des
adultes (p = 0,001) n’est plus observée chez les individus agés de 7 jours (p = 0, 597). Par
ailleurs, les valeurs de I’activité spécifique de I’AchE, entre les ages, n’indiquent aucune

difference significative aussi bien chez témoins (p=0,845) que chez les traités (p = 0,065).

Tableau 24. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI s : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur I’activité spécifique de
I’AChE (uM/min/mg de protéines) au cours du stade adulte de la G1 (0 et 7 jours) (m % sd;
n=42ae6).

Génération 1
Adultes (jours)
Témoins Traités
0 492+0,19 a 3,46 +0,15b
A A
7 498 +0,23a 471+041a
A A

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).

2.3.6. Effets sur I’AChE : comparaison entre les deux générations

Les valeurs de I’activité spécifique de I’AChE, chez T. absoluta, sont significativement
plus basses chez les séries traitées par rapport aux témoins ; cette inhibition de I’AChE est
notée des I’émergence des adultes de la GO (jour 0: ts = 5,26, p = 0,002; jour 7: tg = 3,26, p =
0,017) et se retrouve a tous les stades de développement de la génération suivante ou G1, avec
les larves (jour 4 : ts = 3,78, p = 0,009), les nymphes (jour O : tg = 8,74 p <0,001; jour 6: tg =
3,72, p = 0,010) et les adultes le jour de I’émergence seulement (jour 0: tg = 6.00, p = 0,001).
L'inhibition de I'acétylcholinestérase est plus importante en G1 par rapport a la GO (Fig. 21).

Des différences significatives sont notées pour les critéres génération (Fs 45 =29,67, p
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<0,001), stade (Fs3, 48 = 237,74, p <0,001) et interaction génération-stade (Fg 45 = 8,20, p
<0,001) (Tabh. 25). Ces résultats confirment I’effet différé du Spinosad; en outre,
I’inhibition de I’AchE plus drastique en G1, semble étre en faveur d’une action indirecte de ce
pesticide sur ce site non cible.

Tableau 25. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI s : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalues sur I’activité spécifique de
I’AChE (uM/min/mg de protéines), chez les larves (jour 4), nymphes (0 et 6 jours) et adultes

(0 et 7 jours) au cours de deux générations successives (GO et G1) (n = 4 a 6). Analyse de la
variance a deux critéres de classification.

Source de
variation SCE ddl CM Fobs P
Génération 11,88 3 3,96 29,67 P < 0,001 ***
Stade 95,25 3 31,75 237,74 P < 0,001 ***
Interaction 9,85 9 1,09 8,20 P <0,001 ***
Erreur 6,41 48 0,13 i
résiduelle

*** : hautement significatif (p < 0,001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.
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Figure 21. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur I’activité spécifique de
I’AChE (uM/min/mg de protéines), chez les larves (jour 4), nymphes (0 et 6 jours) et adultes
(0 et 7 jours) au cours de deux générations successives (GO et G1) (m + sd; n=4 a 6).

3. Effets du Spinosad sur les métabolites dans le corps entier

L’étude biochimique a permis de déterminer chez T.absoluta, au cours des différents
stades et pour les deux genérations, les contenus corporels des principaux métabolites
(protéines, glucides, lipides) dans le corps entier chez les séries témoins et traitées au

Spinosad (DI 50 : 243,50 ng).

3.1 Effets sur les protéines chez la GO et la G1
3.1.1. Effets chez les nymphes de la GO
Le Spinosad, appliqué chez les larves du dernier stade de T. absoluta, n’entraine
aucune diminution dans le contenu en protéines chez les nymphes de T. absoluta

nouvellement exuviées (p = 0,944) et ageées de 6 jours (p = 0,155) de la GO (Tab. 26).
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Cependant, les résultats obtenus apres analyse statistique, effectuée pour une méme série,
révelent des différences significatives entre les deux ages testés chez les séries témoins
(p=0,006) et traitées (p < 0,001).

Tableau 26. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en protéines

dans le corps entier (ug /mg) au cours du stade nymphal de la GO (0 et 6 jours) (m + sd; n=
4 46).

Génération 0
Nymphes (jours) _
Témoins Traités
0 1441 +1,30a 14,31 +0,33 a
A A
6 467+041a 3,84+0,31a
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).

3.1.2. Effets chez les adultes de la GO

Chez les adultes de la GO, le Spinosad induit une diminution trés significative chez les
séries traitées par rapport aux témoins (Tab. 27); les valeurs dans le contenu en protéines
sont plus basses chez les adultes nouvellement exuviés (p = 0,001) et ceux agés de 7 jours (p
=0,010). Une diminution est également observée pour ce méme parameétre entre les ages chez

les séries témoins (p < 0,001) et celles traitées (p=0,002).
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Tableau 27. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en protéines dans
le corps entier (ug /mg) au cours du stade adulte de la GO (0 et 7 jours) (m £ sd; n=4 a 6).

Génération 0
Adultes (jours)
Témoins Traités
0 1441+130a 14,31 +0,33 a
A A
6 467+041a 384+031la
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).

3.1.3. Effets chez les larves de la G1

Les résultats obtenus, chez les larves de la G1 de T. absoluta, révelent une diminution
significative (p= 0,007) dans le contenu des protéines comparativement aux témoins (Tab.

28).

Tableau 28. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur le contenu en
protéines dans le corps entier (g /mg) au cours du stade larvaire de la G1 (jour 4) (m %
sd;n=44a6).

Larves (jours) Génération 1

Témoins Traités

4,49+0,28 a 328+0,10b

3.1.4. Effets chez les nymphes de la G1

Les nymphes de la G1, provenant des larves de T. absoluta traitées au Spinosad au
cours de la GO, présentent une diminution dans les valeurs du contenu en proteines corporelles

par rapport aux témoins (Tab. 29). Ce résultat est observé chez les nymphes nouvellement
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exuviées (p=0.016) mais aussi chez celles agées de 6 jours (p = 0,011). Les analyses
statistiques effectuées entre les deux ages pour une méme série indiquent une baisse dans le
contenu en protéines chez les séries témoins (p=0,001) mais aussi chez les series traitées (p <

0,001).

Tableau 29. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur le contenu en
protéines dans le corps entier (ug /mg) au cours du stade nymphal de la G1 (0 et 6 jours)
(m +sd; n=42a6).

Génération 1
Nymphes (jours)
Témoins Traités
0 14,18 +1,10a 10,33+ 0,46 b
A A
6 463 +0,45a 2,89 £0,16 b
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).

3.1.5. Effets chez les adultes de la G1

Les adultes de la G1, traités au Spinosad au cours du dernier stade larvaire de la GO,
montrent, comparativement aux séries témoins, une diminution significative (p = 0,005) dans
le contenu en protéines le jour de I’exuviation seulement (Tab. 30); en effet, des valeurs
similaires aux témoins sont retrouvées au jour 7 apres émergence (p = 0,321). Par ailleurs, les
valeurs du contenu en protéines entre les ages révelent une baisse significative chez les séries

témoins (p < 0,001) mais aussi traitées (p < 0,001).
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Tableau 30. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur le contenu en
protéines dans le corps entier (ug /mg) au cours du stade adulte de la G1 (0 et 7 jours) (m
sd; n=4a6).

Adultes (jours) Generation 1
Témoins Traités
0 13,61+0,34 a 1157+0,32Db
A A
7 5,85+ 0,24 a 540+ 0,34 a
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).

3.1.6. Effets sur les protéines : comparaison entre les deux générations

Le Spinosad, appliqué chez les larves du dernier stade de T. absoluta, entraine une
diminution dans le contenu en protéines chez les adultes de la méme génération (G0) a 0 et 7
jours (jour 0: tg = 6,13, p=0,001; jour 7 : tg = 3,73, p = 0,010) ; cet impact du Spinosad est
retrouvé chez la génération suivante, a tous les stades de developpement et aux différents ages
testés (Fig. 22). En effet, la diminution dans le contenu en protéines est enregistrée chez les
larves (p = 0,007), les nymphes aux jours 0 et 6 (jour 0: tg = 3,33 ; p = 0,016 ; jour 6: tg =
3,66, p = 0,011) et les adultes le jour de I’émergence seulement (jour O : tg = 4,37, p = 0,005) ;
des valeurs comparables sont notées au jour 7 (A7 : p = 0,321). L’analyse de la variance,
effectuée entre les séries témoins et traitées (Tab. 31) révele un effet génération (Fz4s =
16,24, p < 0,001), un effet stade (F34s = 312,73, p < 0,001) et une interaction génération-
stade hautement significatifs (Fo4s = 4,49, p < 0,001). Le Spinosad agit donc avec un effet
differé sur le contenu en protéines et le retour a des normes physiologiques est positivement

corrélé avec la baisse dans les valeurs du stress oxydatif et au processus de détoxication.
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Tableau 31. Effets du Spinosad, administre in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en protéines
(ng/mg), chez les larves (jour 4), nymphes (0 et 6 jours) et adultes (0 et 7 jours) au cours de
deux générations successives (GO et G1) (n = 4 a 6). Analyse de la variance a deux critéres de
classification.

Source de
variation SCE ddl CM Fobs P
Génération 56,133 3 18,711 16,24 P < 0,001 ***
Stade 1080,943 3 360,314 312,73 P < 0,001 ***
Interaction 46,530 9 5,170 4,49 P < 0,001 ***
Erreur 55.304 48 1,152 ] ;
résiduelle

*** - hautement significatif (p < 0,001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.
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Figure 22. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30 ng)
sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en protéines (ug/mg),
chez les larves (jour 4), nymphes (0 et 6 jours) et adultes (O et 7 jours) au cours de deux
générations successives (G0 et G1) (m + sd; n= 4-6).
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3.2. Effets sur les glucides chez la GO et la G1
3.2.1. Effets chez les nymphes de la GO
Le Spinosad, appliqué chez les larves du dernier stade de T. absoluta, induit une
diminution dans le contenu en glucides (p = 0,004) chez les nymphes agees de 6 jours mais
aucun impact n’est noté a I’exuviation (0 jour: p = 0,709) (Tab. 32). L analyse statistique
effectuée entre les ages pour une méme série révele une baisse dans le contenu en glucides

chez les séries témoins (p = 0,011) et traitées (p = 0,001).

Tableau 32. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI so : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en glucides
dans le corps entier (ug /mg) au cours du stade nymphal de la GO (0 et 6 jours) (m * sd; n=
4 346).

Génération 0
Nymphes (jours)
Temoins Traités
0 43,02+ 3,70a 44,67+1,90 a
A A
6 21,78 £ 0,55 a 18,81 £0,38b
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries ((p<5 %).

3.2.2. Effets chez les adultes de la GO

Le Spinosad induit, chez les adultes de la GO, une diminution hautement significative
dans le contenu en glucides chez les séries traitées comparativement aux témoins (Tab. 33).
Cet impact est noté au jour 0 (p < 0,001) mais aussi au jour 7 (p = 0,007). Les valeurs dans le
contenu en glucides montre une baisse entre les deux ages testes chez les séries témoins (p <

0,001) mais aussi traitées (p = 0,018).
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Tableau 33. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI so : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en glucides dans
le corps entier (g /mg) au cours du stade adulte de la GO (0 et 7 jours) (m x sd; n=4 a 6).

Génération 0
Adultes (jours) _ _
Témoins Traités
0 3932+150a 23,15+1,30b
A A
7 20,62 £ 0,88 a 16,63 +0,46 b
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).

3.2.3. Effets chez les larves de la G1

L’ analyse statistique des résultats obtenus chez les larves de la G1, apres traitement des
larves de la GO, montre que le Spinosad induit une diminution dans le contenu en glucides
chez les séries traitées par rapport aux séries témoins (p=0,004) (Tab. 34).

Tableau 34. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI so : 245,30

ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en glucides
dans le corps entier (g /mg) au cours du stade larvaire de la G1 (jour 4) (m £ sd; n=4 a 6).

Larves (jours) Génération 1

A Témoins Traités

42,38 + 0,79a 32.38 £ 2,00 b

3.2.4. Effets chez les nymphes de la G1

Les resultats obtenus indiquent que le Spinosad induit une diminution significative
dans le contenu en glucides chez les nymphes de la G1, apres traitement des larves de dernier
stade de la GO (Tab. 35). Cet impact, observé chez les nymphes nouvellement exuviées (p <
0,001), n’est plus noté au jour 6 du stade nymphal ; en effet, des valeurs comparables sont

enregistrées entre les séries témoins et traitées (p = 0,130). L’analyse statistique, effectuee
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entre les dges pour une méme série, révele une baisse dans les valeurs en glucides chez les
séries temoins (p = 0, 004) seulement (traités : p = 0, 588).
Tableau 35. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI s : 245,30 ng)

sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur le contenu en glucides dans
le corps entier (ug /mg) au cours du stade nymphal de la G1 (0 et 6 jours) (m £ sd; n=4 a 6).

] Génération 1
Nymphes (jours) — —
Témoins Traités
0 38,92+2,00 a 19,96 + 1,50 b
A A
6 22,53+ 0,73 a 2097+ 0,51a
B A

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).

3.2.5. Effets chez les adultes de la G1

Chez les adultes de la G1, le Spinosad n’induit aucune diminution dans le contenu en
glucides comparativement aux témoins (0 jour : p = 0,062 ; 7 jours : p = 0,766) ; ainsi, pour
les adultes de la G1, un retour a des normes physiologiques est constaté (Tab. 36). Par
ailleurs, les analyses statistiques, effectuées entre les deux &ges pour une méme série,
indiquent une diminution dans le contenu des glucides chez les séries témoins (p < 0,001) et

traitées (p < 0,001).

Tableau 36. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur le contenu en glucides
dans le corps entier (ug /mg) au cours du stade adulte de la G1 (0 et 7 jours) (m+sd; n =4 a
6).

) Génération 1
Adultes (jours) — —
Temoins Traites
0 39,45+1,40a 35,02 +1,13a
A A
7 21,17 +0,78 a 20,77 £1,00 a
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).
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3.2.6. Effets sur les glucides : comparaison entre les deux générations

Le contenu en glucides corporels, apres traitement au Spinosad, baisse
significativement, par rapport aux témoins, du jour 6 du stade nymphal de la GO au jour 6 de
la nymphe de la G1. En effet, des différences significatives sont observées, pour la GO, chez
les nymphes au jour 6 (jour 6: ts = 4,46, p = 0,004) et les adultes aux jours 0 et 7 (jour O: tg =
8,09, p <0,001; jour 7: te = 4,03, p = 0,007) et, pour la G1, chez les larves (jour 4: ts = 4,57, p
= 0,004), et les nymphes le jour de I’émergence seulement (jour 0: ts = 7,62, p < 0,001). Des
valeurs similaires aux témoins sont ensuite retrouveées, dés le jour 6 du stade nymphal de la
G1. L’effet différé du Spinosad est donc aussi observé pour le contenu en glucides. 1l est noté,
cependant, chez les individus traités, des valeurs plus importantes en glucides le jour de
I’émergence des adultes de la G1 comparativement aux adultes de la GO (Fig. 23) ; ceci peut
étre en faveur d’une restauration de la normalité physiologique. L’analyse statistique révele
un effet géneration (F34s = 21,77, p < 0,001), un effet stade (F34s = 139,36, p < 0,001) et

une interaction génération- stade hautement significatifs (Fg 45 = 22,42, p <0,001) (Tab. 37).

Tableau 37. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en glucides
(ng/mq), chez les larves (jour 4), nymphes (0 et 6 jours) et adultes (O et 7 jours) au cours de

deux générations successives (GO et G1) (n = 4 & 6). Analyse de la variance a deux criteres de
classification

Source de
variation SCE ddl CM Fobs P
Génération 573,52 3 191,17 21,77 P < 0,001 ***
Stade 3671,62 3 1223,87 139,36 P < 0,001 ***
Interaction 1772,09 9 196,90 22,42 P <0,001 ***
Erreur 42155 48 8,78 i i
résiduelle

**% : hautement significatif (p < 0,001) ; ddI : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts;
CM : carré moyen ; Fobs : F observeé ; p: niveau de significativité.
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Figure 23. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en carbohydrates
(ng/mg), chez les larves (jour 4), nymphes (0 et 6 jours) et adultes (0 et 7 jours) au cours de
deux générations successives (GO et G1) (m * sd; n=4 a 6).

3.3. Effets sur les lipides chez la GO et la G1
3.3.1. Effets chez les nymphes de la GO
Le Spinosad, appliqué chez les larves du dernier stade de T. absoluta, n’entraine aucune
diminution dans le contenu en lipides chez les nymphes nouvellement exuviées (p = 0,588) et
agées de 6 jours (p = 0,824). Les analyses statistiques, effectuées entre les ages d’une méme
série, indiquent une diminution dans le contenu en lipides chez les séries témoins (p = 0,013)

et traitées (p < 0,001) (Tab. 38).
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Tableau 38. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI so : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en lipides dans le
corps entier (ug /mg) au cours du stade nymphal de la GO (0 et 6 jours) (m + sd; n=4 a 6).

Témoins Traités
0 4203+2,30a 4372+190a
A A
6 55,32 +0,93 a 5498 +1,10a
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).

3.3.2. Effets chez les adultes de la GO

Chez les adultes nouvellement exuviés, les résultats obtenus indiquent que le Spinosad

n’induit aucun impact dans le contenu en lipides (Tab. 39) ; I’absence d’effets sur les teneurs

en lipides est enregistré le jour de I’exuviation (p = 0,696) mais aussi & 7 jours (p = 0,284).

La comparaison des valeurs dans le contenu en lipides, entre les 4ges pour une méme série,

montre une baisse significative chez les séries témoins (p < 0,001) et traités (p = 0,001).

Tableau 39. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en lipides dans le
corps entier (g /mg) au cours du stade adulte de la GO (0 et 7 jours) (m £ sd; n=4 a 6).

Adultes (jours)

Génération 0

Témoins Traités
0 165,01 +4,90 a 161,60 +6,70 a
A A
7 102,27 + 280 a 95,69 +4.80a
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ;

les lettres

minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).
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3.3.3. Effets chez les larves de la G1

Apres traitement au Spinosad des larves du dernier stade de T.absoluta, le contenu en

lipides du corps, chez les larves de la G1, ne présente aucune différence significative,
comparativement aux témoins (p = 0,222) (Tab. 40).
Tableau 40. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 50 : 245,30

ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur le contenu en lipides
dans le corps entier (g /mg) au cours du stade larvaire de la G1 (4 jours) (m + sd; n=4 a 6).

Larves (jours) Génération 1
Témoins Traités
91,12 + 320 a 85,89 + 2,20 a

4

3.3.4. Effets chez les nymphes de la G1

Les résultats obtenus, aprés analyse statistique, indiquent que le Spinosad n’induit
aucun effet sur les lipides chez les nymphes T.absoluta (Tab. 41). Cet impact est noté chez les
nymphes nouvellement exuviées de (p = 0,599) et chez celles agées de 6 jours (p = 0,652).
Cependant, une diminution dans le contenu en lipides est notée entre les ages pour une méme

série chez les témoins (p = 0,04) mais aussi chez les traitées (p = 0, 043).

Tableau 41. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30 ng)
sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur le contenu en lipides dans le
corps entier (ug /mg) au cours du stade nymphal de la G1 (0 et 6 jours) (m £ sd; n=4 a 6).

) Génération 1
Nymphes (jours) . -
Témoins Traités
0 43,62+ 2,70 a 41,42+290a
A A
6 52,97 +1,60 a 52,04+ 1,10 a
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).
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3.3.5. Effets chez les adultes de la G1

Le Spinosad, appliqué chez les larves du dernier stade de T. absoluta, n’entraine aucun
effet dans le contenu en lipides (Tab. 42); ce résultat est enregistré chez les adultes
nouvellement exuviés (p = 0,296) ou agés de 7 jours (p = 0,721). Les valeurs dans le contenu
en lipides sont différentes, entre les 4ges d’une méme serie ; ainsi, une baisse est notée entre 0

et 7 jours chez les séries témoins (p < 0,001) et traitées (p = 0,001).

Tableau 42. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI so : 245,30 ng)
sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur le contenu en lipides dans le
corps entier (ug /mg) au cours du stade adulte de la G1 (0 et 7 jours) (m £ sd; n=4 a 6).

) Génération 1
Adultes (jours) — —
Temoins Traités
0 166,33 + 1,50 a 159,60 +5,60 a
A A
7 99,53+ 3,10 a 102,10 +6,00 a
B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).

3.3.6. Effets sur les lipides : Comparaison entre les deux générations

Le contenu en lipides chez T.absoluta, pour les différents stades de développement et
pour les deux générations (GO et G1), demeurent similaires (p > 0,05) entre les individus
témoins et traités (Fig. 24). L’analyse de la variance effectuée entre les séries témoins et
traitées (Tab.43) ne révele aucun effet sur le critere génération (F34s = 0,42, p = 0,742), et
sur I’interaction géneration- stade (Fg4s = 0,43, p = 0,911). Cependant, un effet stade est noté

(Fs.48 = 906,55, p <0,001).
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Tableau 43. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI so : 245,30 ng)
sur les larves du dernier stade de T. absoluta et evalués sur le contenu en lipides (ug/mg), chez
les larves (jour 4), nymphes (0 et 6 jours) et adultes (0 et 7 jours) au cours de deux générations
successives (GO et G1) (n =4 a 6). Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de
variation SCE ddl CM Fobs P
Génération 66,20 3 22,10 0,42 P=0,74
Stade 143887,40 3 47962,50 906,55 P < 0,001 ***
Interaction 205,90 9 22.90 0,43 0,91
Erreur | 553950 48 52.90 i ]
résiduelle

*** - hautement significatif (p < 0,001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.
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Figure 24. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30 ng)
sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en lipides (ng/mg), chez
les larves (jour 4), nymphes (0 et 6 jours) et adultes (0 et 7 jours) au cours de deux générations
successives (GO et G1) (m £ sd; n=4 a 6).
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4. Effets du Spinosad sur les vitéllogénines chez les nymphes femelles de T. absoluta

4.1. Effets chez les nymphes de la GO

Le Spinosad, administré par application topique, sur les larves du dernier stade de T.
absoluta, a été évalué sur le contenu en vitellogénines dans le corps gras chez les femelles au
cours du stade nymphal. L’analyse statistique, effectuée entre les séries témoins et traitées ne
révélent aucun effet du Spinosad chez les nymphes nouvellement exuviées (p = 0,317)
comparativement aux témoins ; cependant, une baisse est notée chez les nymphes agées de 3
(p <0,001), 6 (p <0,001) et 9 jours (p < 0,001). Le traitement au Spinosad montre donc
impact sur le contenu en vitellogénines (Tab. 44).
Chez les séries témoins, les valeurs dans les vitellogénines augmentent significativement a 3
(p = 0,004) et 6 jours (p = 0,002) puis une diminution est notée chez les nymphes agées de 9
jours (p < 0,001).
Chez les séries traitées au Spinosad, les valeurs restent comparable a 0 et 3 jours (p = 0,077 ;

p = 0,032) puis augmentent a 6 jours (p = 0,005) ; a 9 jours une diminution est ensuite notée

(p =0, 003).

Tableau 44. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI s : 245,30 ng)

sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur

(ug/mg) chez les nymphes femelles de la GO (m + sd; n=4 a 6).

le contenu en vitellogénines

Génération 0
Nymphes (jours)
Témoins Traités

0 31,25+0,25 a 30,60+0,21 a
A A

3 34,26 £0,40 a 3151+041 b
B AC

6 4344 £1,12a 33,74 £0,52b
C B

9 34,34+£0,22 a 30,03+£0,29 b
B C

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).
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4.2. Effets chez les nymphes de la G1

Les analyses statistiques, effectuées entre les différents ages au cours du stade nymphal,
révelent que chez les séries témoins, le contenu en vitellogénines augmente significativement
a 3 (p =0,011) et 6 jours (p < 0,001) puis a 9 jours une diminution est notée (p = 0, 001).
Chez les séries traitées, le méme profil est remarqué, avec une hausse dans le contenu en
vitellogénines a 3 (p = 0,005) et 6 jours (p < 0,001) ; a 0 et 9 jours des valeurs similaires sont
notées (p = 0, 272).

Chez la génération 1, les nymphes femelles de T.absoluta, provenant de la génération
traitée, montrent une diminution dans le contenu en vitellogénines chez les séries traitées par
rapport aux témoins aux jours 0 (p < 0,001), 3 (p <0,001), 6 (p <0,001) et 9 (p < 0,001)
(Tab. 45). Ainsi, le Spinosad présente un effet différé dans le contenu en vitellogénines.
Tableau 45. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30

ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur le contenu en
vitellogénines (ug/mg) chez les nymphes femelles de la G1 (m * sd; n=4 & 6).

) Génération 1
Nymphes (jours)
Témoins Traités
0 32,02+0,22 a 29,35+0,22 b
A A
34,12+ 0,44 a 31,04+£0,29 b
3
B B
6 43,86 + 0,68 a 35,49+0,36 b
C C
34,42+0,28 a 32,13+£0,53 b
; B B

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).

4.3. Effets sur les vitéllogénines : comparaison entre les deux générations
Le Spinosad induit chez la GO une diminution dans le contenu en vitellogénines chez les
nymphes femelles aux jours 3, 6 et 9 (jour 3: ts = 6,48, p = 0,001; jour 6: tg = 8,06, p <0,001,;

jour 9:tg = 11,83 p <0,001). Cette réduction est retrouvée également a la génération suivante
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chez les nymphes et ce a tous les ages testés (jour 0: ts = 8,54, p <0,001; jour 3: ts = 5,84, p =
0,001; jour 6: ts = 10,82, p <0,001 ; jour 9: tg = 7,14, p <0,001). L'analyse statistique montre
que la réduction des vitellogénines, induite par le Spinosad est plus importante a la GO par
rapport a la G1 (Fig. 25). L’analyse de variance indique des effets hautement significatif pour
la géneération (F3 45 = 128,76 ; p <0,001), le stade (F3, 45 = 259,71 ; p <0,001) et l'interaction
géneration-stade (Fg 45 = 20,25 ; p <0,001) (Tab.46). Le traitement au Spinosad affecte donc
les vitellogénines chez les deux générations successives de T. absoluta ; I’effet différé est
aussi noté pour ce parametre.

Tableau 46. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI s : 245,30

ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en vitellogénines

(ng/mg) chez les nymphes femelles au cours de deux générations successives (GO et G1) (n =
4 4 6). Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de
variation SCE ddl CM Fobs P
Génération 318,69 3 106,23 128,76 P < 0,001 ***
Stade 642,78 3 214,26 259,71 P < 0,001 ***
Interaction 150,32 9 16,70 20,25 P < 0,001 ***
Erreur 39,60 48 0,82 i i
résiduelle

*** : hautement significatif (p < 0,001) ; ddI : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts;
CM : carré moyen ; Fobs : F observeé ; p: niveau de significativité.
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Figure 25. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI so: 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en vitellogénines
(ug/mg) chez les nymphes femelles au cours de deux générations successives (GO et G1)
(m +sd; n=42a6).

5. Effets du Spinosad sur les vitellines ovariennes chez les adultes femelles

5.1. Effets chez les adultes de la GO
Apreés traitement au Spinosad des larves de dernier stade de T.absoluta, le contenu en
vitellines ovariennes chez les adultes femelles de la GO baisse significativement, par rapport
aux séries témoins deés I’exuviation adulte (p < 0,001) ; cette diminution se poursuit a 3 (p=
0,004), 6 (p=0,003) et 9 jours (p= 0,001). Les valeurs dans le contenu en vitellines chez les
femelles adultes témoins baissent a 3 (p = 0,014), 6 (p < 0,001) et 9 jours (p < 0,001) apres

I’émergence. Chez les séries traitées au Spinosad, les valeurs dans les vitellines sont
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comparables a 0 et 3 jours (p = 0,374), puis diminuent a 6 (p = 0,004) et 9 jours (p < 0,001)
(Tab. 47).

Tableau 47. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et eévalués sur le contenu en vitellines

ovariennes (ug/mg) chez les adultes femelles de la GO (m + sd; n=4 a 6).

Adultes (jours) Generation 0
Témoins Traités

0 79,80+ 1,06 a 66,53+1,10 b
A A

3 7422+112 a 67,85+0,82 b
B A

6 66,66 +1,14 a 58,73+1,26 b
C B

9 56,05+ 0,45 a 4859+112 b
D C

*** - hautement significatif (p < 0,001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.

5.2. Effets chez les adultes de la G1

Chez les adultes femelles de T.absoluta, les analyses statistiques effectuéees, chez les
séries témoins entre les différents ages testés, montrent que le contenu en vitellines reste
comparable a 0 et 3 jours (p = 0, 112) puis diminuent a 6 (p = 0, 001) et 9 jours (p < 0,001).
Chez les séries traitées, le méme profil est remarqué dans le contenu des vitellines avec des
valeurs similaires a 0 et 3 jours (p = 0, 218) puis une baisse au jour 6 (p = 0,007) et 9 (p <
0,001).

Chez les adultes femelles de T.absoluta, une diminution significative dans le contenu en
vitellines est observée chez les séries traitées par rapport aux témoins (Tab. 48) et ce, aux
jours 0 (p =0,001), 3 (p=0,004), 6 (p=0,004)et 9(p=0,011). Le Spinosad agit donc avec

un effet différé sur les vitellines ovariennes.
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Tableau 48. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30 ng)
sur les larves du dernier stade de T. absoluta (GO) et évalués sur le contenu en vitellines
ovariennes (ug/mg) chez les adultes femelles de la G1 (m £ sd; n=4 a 6).

Génération 1
Adultes (jours)
Témoins Traités

0 78,08 £1,01 a 71,43+0,22 b
A A

3 75,57 +0,81 a 69,08+ 1,50 b
A A

6 69,01 +0.70 a 61,62+ 1,41 b
B B

9 55,40 + 1,07 a 50,65+ 0,82 b
C C

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).
5.3. Effets sur les vitellines ovariennes: comparaison entre les deux générations

Le pesticide induit une réduction significative dans le contenu en vitellines, chez les
femelles adultes de la GO de I’exuviation (jour 0) au jour 9 (jour O: ts = 9,08, p <0,001; jour 3:
te = 4,60, p = 0,004; jour 6: ts = 4,86, p = 0,003; jour 9: tg = 6,24, p = 0,001). La réduction
des vitellines est aussi observée chez la G1 entre les séries traitées et témoins, (jour 0: tg =
6,36, p = 0,001; jour 3 tg = 3,80, p = 0,009; jour 6: tg = 4,63, p = 0,004, jour 9: ts = 3,63, p =
0,011). Les femelles adultes traitées de la G1présentent une augmentation dans les valeurs des
vitellines ovariennes, comparativement aux femelles traitées de la GO (Fig. 26); un retour a
des normes physiologiques semble apparaitre. L analyse de la variance a deux critéres de
classification révele un effet génération (F 3 45 = 78,88, p <0,001), un effet stade (F 5 48 =
359.20, p <0,001) et une interaction génération-stade (Fg, 45 = 11,95, p = 0,039) (Tab.49). Le
traitement au Spinosad affecte donc les vitellines chez les adultes femelles au cours des deux

génerations successives de T. absoluta.
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Tableau 49. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI s : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en vitellines
ovariennes (ug/mg) chez les adultes femelles au cours de deux générations successives (GO
et G1) (n = 4-6). Analyse de la variance a deux criteres de classification.

Source de
variation SCE ddl CM Fobs P
Génération 971,57 3 323,86 78,88 P < 0,001 ***
Stade 4424 31 3 147477 359,20 P < 0,001 ***
Interaction 71,97 9 8,00 1,95 P < 0,001 ***
Erreur 197,07 48 411 ; ;
résiduelle

e Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages ; les lettres
minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p<5 %).
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Figure 26. Effets du Spinosad, administré in vivo, par application topique, (DI 5o : 245,30
ng) sur les larves du dernier stade de T. absoluta et évalués sur le contenu en vitellines
ovariennes (1g/mg) chez les adultes femelles au cours de deux générations successives

(GO et G1) (m +sd; n=4 a6).
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1. Activité insecticide

Le Spinosad, utilisé par application topique sur les larves du denier stade larvaire de
T.absoluta entraine une inhibition de la mue nymphale, évaluée a I’exuviation, par les insectes
morts (larves ou nymphes) mais aussi les mues bloquées et/ou incomplétes. Ces effets du
Spinosad, en accord avec la littérature (Chaabane et al., 2012; Maiza et al., 2013) sont
attribués a la neurotoxicité du Spinosad et ont aussi été signalés avec d’autres pesticides
d’origine biologique (Martinez & Van Emden, 2001 ; Almeida et al., 2014 ; Boulahbel et al.,
2015. Cette action s’explique via les nAChRs des insectes (Somers et al., 2015) ou le
Spinosad agit sur des sites distincts par rapport a I’imidaclopride (Blacquiére et al., 2012 ;
Rinkevich & Scott, 2012). La cytotoxicité du Spinosad au niveau du systeme nerveux
(Almeida et al., 2014 ; Somers et al., 2015 ) pourrait expliquer I’inhibition de la mue via son
impact sur le systéme neuroendocrine ; ainsi, la 20-hydroxyecdysone (20E) et I'hormone
juvénile (JH), qui jouent un réle central dans la régulation des mues et du développement
(Gade & Hoffman 2005; De Loof et al., 2014), seraient perturbées via leurs neurohormones
respectives. Le Spinosad, présente une toxicité relativement basse chez T. absoluta, avec une
DI 50 de 243.50 pg correspondant a une concentration de 243, 50 ppm. Cependant, des
concentrations plus basses (0,08 a 0,26 ppm) ont été mises en évidence (Roditakis et al.,
2013) en traitant les larves de T. absoluta aprés trempage des feuilles dans le Spinosad
(méthode préconisée par I’ Insecticide Resistance Action Commitee ou IRAC) ; cette efficacité
plus grande peut étre expliquée par le mode d’application utilisée qui permet un traitement
double par ingestion mais aussi par contact. Les concentrations du Spinosad précisées chez T.
absoluta sont proches de celles retrouvées chez d’autres Iépidoptéres ravageurs comme
Ostrinia nubilalis, Chilo agamemnon et Sesamia cretica avec des valeurs respectives de 166,

179 et 185 ppm (Sabbour & Abde-Rahman, 2013; Wang et al., 2009, 2013). D’autres
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Iepidoptéres présentent une toxicité beaucoup plus variable ; en effet, des valeurs de 8,7,
0,41, 0,29, 1,001 et 31,1 ppm sont, respectivement, notées chez Lymantria dispar (Wanner
et al., 2002), Helicoverpa armigera ( Wang et al., 2009), Spodoptera exigua (Wang et al.,
2013), Plutella xylostella (Li et al., 2015), Herpetogramma phaeopteralis (Tofangsazi et al.,
2015). Par ailleurs, chez un autre Lepidoptere, Dargida diffusa, le Spinosad est cité comme
plus efficace que par rapport a d’autres biopesticides comme [|’azadirachtine, ou des
champignons entomopathogenes (Reddy & Antwi, 2016). Le Spinosad est également trés
efficace chez les Dipteres comme Aedes albopictus (0,3 ppm) (Bond et al., 2004) et Glossina
palpalis gambiensis (2,2 ppm) (De Deken et al., 2004). La variabilité dans les valeurs des
concentrations létales est expliquée par une activité insecticide du Spinosad qui est différente
selon les espéces car elle est liée aux variations dans les sous-unités des nAChRs (Rinkevich
& Scott, 2012). Par ailleurs, la régulation des récepteurs mais aussi les voies de signalisation
intracellulaires impliquées dans la régulation des canaux ioniques peuvent aussi jouer un role
crucial dans la différence de sensibilité des insectes aux pesticides (Lavialle-Defaix et al.,
2010). Il est important de noter que les differences de sensibilité aux pesticides entre les
especes d’insectes peuvent aussi étre liées a d’autres mécanismes comme le taux de
pénétration a travers la cuticule, leur absorption par les insectes, le transport dans les tissus de
I’organisme ou encore le métabolisme (Besard et al., 2011).

En définitive et, en se basant sur la littérature, le Spinosad, chez T. absoluta, semble
moins efficace comparativement & d’autres pesticides (Roditakis et al., 2013) comme le
flubendiamide (1,31 ppm), le chlorantraniliprole (0,53 ppm), le benzoate d’émamectine (0,12

ppm) ou encore I’indoxacarbe (17,5 ppm).

2. Effet du Spinosad sur les Biomarqueurs enzymatiques
Dans le programme de lutte intégrée (IPM), les pesticides chimiques restent la

principale approche dans le contrle des espéces nuisibles et les biomarqueurs sont les
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meilleurs indicateurs de I’impact des xénobiotiques (Rao, 2006) ; ainsi, ils permettent de
prédire I’effet toxique se produisant au niveau de I’organisme biologique et a mieux

comprendre le mode d’action des insecticides.

2.1. Effets sur les GSTs et la Catalase

Le mécanisme de détoxication des xenobiotiques impliquent plusieurs types d’enzymes
qui dégradent les insecticides en métabolites moins toxiques (Soderlund, 1997). Le processus
de détoxication comprend différentes phases et les deux premieres sont essentielles. La
premiére phase ou phase de fonctionnalisation des xénobiotiques est assurée par des enzymes
telles que les monooxygenases, hydrolases et réductases. La deuxieme phase ou phase de
conjugaison est réalisée par des enzymes telles que les glutathion-S-transférases (GSTs) qui
catalyse la conjugaison des molécules fonctionnalisées a des substrats endogenes afin de
faciliter leur excrétion (Li, 2009; Misra et al., 2011). Parallelement, les glutathion S-
transférases représentent une famille d’enzymes multifonctionnelles, essentiellement
cytosoliques impliquées, dans de nombreux processus physiologiques parmi lesquels le
transport intracellulaire, la biosynthese des hormones et la protection contre le stress
oxydatif ; ainsi, les GSTs sont considérées comme des modérateurs du stress oxydatif (Konus,
2015) et la catalase correspond a un biomarqueur de ce stress.

Le role des GSTs comme enzyme de détoxication des insecticides, et particulierement
pour le Spinosad, a été cité chez différents insectes comme Glyphodes pyloalis (Piri et al.,
2014 ) ; cependant, certains travaux ont noté que ce méme pesticide semble ne pas induire
I’activité des GSTs, comme chez le Iépidotere H. armigera (Wang et al., 2009). Les résultats
obtenus, chez T. absoluta, aprés traitement au Spinosad, mettent en évidence une
augmentation des activités spécifiques des GSTs démontrant I’induction de ce systéme

enzymatique et confirmant ceux obtenus par Reyes et al., (2012) et Yalcin et al., (2015). Des
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résultats similaires ont été enregistrés chez d’autres especes traitées avec le méme pesticide,
Apis mellifera (Carvalho et al., 2013), Drosophila melanogaster ( Chaabane et al., 2012), G.
pyloalis (Piri et al., 2014) ou Xanthogaleruca luteola, (Tamam et al., 2014). Chez T. absoluta,
I’augmentation des GSTs, notée des 24 h apres traitement, se poursuit au stade adulte de la GO
avec une hausse d’un facteur 3; cet effet est retrouvé a la génération suivante (G1), ou
I’enzyme de detoxication montre un facteur qui est de 2 chez les nymphes et de 0,5 chez les
adultes; par ailleurs, la différence notée entre les ages chez les séries traitées (nymphes et
adultes), confirme cette baisse progressive dans les valeurs des GSTs. La diminution dans
I’activité specifique des GSTs, observée entre les ages, peut étre expliquée par I’implication
de ces enzymes dans la biosynthese hormonale et la régulation du métabolisme cellulaire et la
physiologie (Broard & Menon, 2013). Ainsi, les expérimentations conduites ont apporté un
nouvel élément qui est I’effet différé du Spinosad au niveau de la descendance démontrant
ainsi une rémanence du Spinosad. Par ailleurs, les GSTs sont bien impliquées dans la
détoxication du Spinosad chez T.absoluta et peuvent donc avoir un important réle dans le
contréle du stress oxydatif (Konus, 2015).

Les systemes cellulaires de défenses antioxydants dans les organismes biologiques sont
altérés lorsqu’ils sont exposés aux pesticides et/ou polluants environnementaux; cependant,
les niveaux d’antioxydants dans les organismes vivants peuvent augmenter de maniere a
restaurer le déséquilibre causé par les dommages oxydatifs (Yildirim et al., 2011). Les teneurs
en enzymes antioxydants peuvent donc étre utilisées dans I’évaluation du stress oxydatif
(Livingstone, 2001) et la catalase (CAT : EC 1.11.1.6) représente I’une des principales
enzymes de ce processus; elle est impliquée dans la défense de la cellule contre les effets
toxiques du peroxyde d’hydrogéne en catalysant sa décomposition en oxygene et eau, ce qui
limite les effets déléteres des espéces réactives a l'oxygene (ROS) (Goyal & Basak, 2010 ;

Mamidala et al., 2011 ; Hu et al., 2015). L activité de la catalase n'est pas spécifique a un
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groupe de contaminants, mais peut étre induite par une large gamme de xénobiotiques
(Badiou-Bénéteau et al., 2012 ; Chakrabarti et al., 2015).

Chez T.absoluta, I’activité des enzymes de détoxication, suite au traitement au
Spinosad, est parfaitement corrélée avec les valeurs de la catalase démontrant donc un stress
oxydatif. Le Spinosad, provoque une augmentation de cette enzyme au cours des deux
génerations successives (GO et G1) de T. absoluta conformément a ce qui est retrouveé, apres
traitement avec ce méme pesticide, chez D. melanogaster (Chaabane et al., 2012), Tribolium.
castaneum (Awan et al., 2012) et A. mellifera (Carvalho et al., 2013). Par ailleurs, la baisse
dans I’activité specifique de la catalase, observée entre les ages chez les adultes peut étre lieé
a une interaction hormonale agissant sur le stress oxydatif (De Loof, 2008; Belles & Piulachs,
2015). Les résultats montrent que la CAT augmente, comparativement aux témoins, chez les
nymphes et les adultes de la GO avec un facteur de 0.5 a 2 respectivement ; un effet différé est
retrouvé chez la génération suivante (G1) avec un facteur 0.5 chez les nymphes. Chez les
adultes de la G1, la comparaison entre les séries témoins et traitées, montre des valeurs
similaires et ceci peut étre lié a I’important processus de détoxication mis en jeu parallélement
(GSTs facteurs 3, 2). La hausse dans I’activité spécifique de la catalase pourrait étre expliquée
par un mécanisme d'adaptation a la prévention de l'accumulation des espéces réactives de
I’oxygéne (ROS) résultant de la présence du Spinosad et & une intensification de la sensibilité
envers ce pesticide au niveau des membranes cellulaires. L’augmentation de I'activité de la
catalase des 24h apres le traitement est expliquée par le fait que cette enzyme est connue pour
présenter une reponse claire et rapide de la contamination par les xénobiotiques (Wenning et
al., 1988). L’augmentation de [I’activité de la catalase a aussi été observée chez
D.melanogaster suite au traitement avec une autre molécule naturelle, I’Azadirachtine

(Boulahbel et al., 2015).
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Ainsi, I’induction de I’activité spécifique de la CAT dans cette étude représente un
mécanisme qui constitue la premiére étape de défense contre le stress oxydant (Pandey et al.,

2001) induit par le Spinosad.

2.2. Effets sur I’AChE

L'acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme impliquée dans les mécanismes de
transmission de l'influx nerveux a travers l'organisme. Son inhibition par de nombreux
neurotoxiques entraine I’accumulation d’un médiateur chimique dans l'espace synaptique,
I’acétylcholine, qui maintient de ce fait une transmission permanente de Il'influx nerveux,
laguelle conduit généralement a la tétanie musculaire et a la mort de I’organisme (Bocquené,
1996; Bainy, 2000). L’AChE est la principale cible des insecticides neurotoxiques qu’ils
inhibent de maniére non réversible (Alout et al., 2007); ainsi cette enzyme est largement
employée comme biomarqueur de neurotoxicité pour les organophosphoreés, carbamates ou
encore les néonicotinoides tels que I’imidaclopride (Lonare et al., 2014).

L’AChE n’est pas un site cible pour le Spinosad, cependant, la littérature note que le
traitement avec ce pesticide ou ses dérivés (spinetoram) entraine une réduction de I’activite
spécifique de cette enzyme; ceci est retrouvé chez divers insectes comme Oreochromis
niloticus (Piner et al., 2012), D. melanogaster (Chaabane et al., 2012), Blattella germanica
(Maiza et al., 2013), Spodoptera littoralis (Rashwan, 2013) mais aussi chez les Vertébrés
(Zidan, 2015). Des resultats contradictoires sont, cependant, cités chez I’abeille A. mellifera
(Rabea et al., 2009; Carvalho et al., 2013). Par ailleurs, la baisse dans les valeurs de I’ AchE,
observée entre les ages chez les nymphes, peut étre expliquée par la diminution de I’activité
physiologique (métabolisme réduit) liée a la métamorphose. Les résultats obtenus chez T.
absoluta confirment la diminution significative de l'activité spécifique de I’AChE sur les
stades de developpement de la génération traitée mais également ceux de la génération

suivante; I’effet noté pour la génération 1 est plus drastique. Le retour a des valeurs de base
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qui est ensuite observe chez les adultes pourrait étre relié au processus de detoxication note.
L’effet differé, noté par la réduction dans les valeurs de I’AChE est, sans doute, en faveur de
I’action indirecte du Spinosad cité dans la littérature (Maiza et al., 2013); ainsi les molécules
du Spinosad se lient sur le récepteur nAChR en compétition avec I’acétylcholine ;
I'acétylcholine ne pouvant pas agir, le potentiel post-synaptique et le potentiel d'action sont
absents, et a leur tour les vésicules post-synaptiques ne peuvent libérer le neurotransmetteur.
L’AChE serait donc ainsi indirectement perturbée et I’absence d’effet chez les nymphes de la
GO appuit cette hypothése, néanmoins, les mécanismes d'inhibition de ce site non cible par le

Spinosad mériteraient d’étre mieux étudiés.

3. Effets sur les métabolites

Les principaux métabolites comme les glucides, protéines et lipides ont des réles
physiologiques essentiels, en particulier dans la reproduction et le développement. Ces
différents métabolites, synthétisés principalement dans le corps gras, sont ensuite secrétés
dans I’hémolymphe et/ou utilisés par divers tissus (Cassier et al., 1997 ; Zhang & Xi, 2014).
Les carbohydrates constituent une source importante d'énergie pour les insectes et peuvent
étre convertis en lipides, ou encore contribuer a la production d’acides aminés (Piri et al.,
2014). Les lipides représentant la principale source d’énergie (Malher & Gordes, 1968), sont
constitués d’acides gras libres et liés, de stéroides, phospholipides, et autres groupes de
composés. Les protéines entrent dans diverses réactions telles que la régulation hormonale,
les enzymes, les voies de signalisation ou encore les éléments structuraux des tissus (Cohen,
2010; Sugumaran, 2010). Les protéines sont importantes au niveau individuel car elles sont
associées a la taille du corps, au taux de croissance, et a la fécondité; par ailleurs a des
niveaux supérieurs de I'organisation, elles sont liés a la dynamique des populations, et méme
a la diversification biologique (Fagan et al., 2002). Ainsi, ces principaux meétabolites sont des

éléments essentiels dans I’évaluation de la « Fitness » chez I’insecte. La teneur en protéines
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totales est un parameétre souvent utilisé pour mettre en évidence un stress chez un organisme
bioindicateur (Lin & Xu, 2016) ; en effet, lorsque les contraintes environnementales (stress
hydrique, thermique, oxydant, exposition a une pollution, infection par des agents
pathogenes...) sont fortes, la plupart des protéines subissent une dénaturation
(Mohammadkhani & Heidari, 2008). La structure des protéines ainsi que leur fonction
peuvent étre altérées par les ROS produites soit par le metabolisme cellulaire ou par des
oxydants exogénes (Lin & Xu, 2016). Néanmoins, les enzymes du stress antioxydant
contribuent au maintien de niveaux non toxiques des ROS, afin d’éviter toute modification
des chaines latérales d'aminoacides, qui pourrait conduire a une altération de la fonction des
protéines ou, pourrait activer des voies spécifiques impliquées dans la régulation des fonctions
clés cellulaires (Puig & Mattila, 2011).

Les résultats montrent que les protéines diminuent au cours des 2 génerations
successives chez T. absoluta. Il est ensuite observe chez les adultes, agés de 7 jours de la G1,
un retour a la normale qui est positivement corrélé au processus de détoxication et a la baisse
dans les valeurs du stress oxydatif. Cette diminution dans le contenu en protéines, apres
traitement au Spinosad, est aussi observée chez d’autres insectes comme T. castaneum (EL-
Sheikh, 2012; Awan et al., 2012), S. littoralis ( Elbarky et al., 2008; Hussein et al.,
2009; Rashwan, 2013), G. pyloalis ( Piri et al., 2014), X. luteola (Tamam et al., 2014) mais
aussi chez les Vertébrés comme le rat (Zidan, 2015). Des résultats similaires ont été
enregistrés avec d’autres pesticides d’origine naturels chez Plodia interpunctella (Rharabe et
al., 2008) et H. armigera (Mohite et al., 2013). La réduction de ce métabolite peut étre due a
une mobilisation importante de ces substances du fait de I'absence de nutriments causée par
I'effet toxique du pesticide et/ou une diminution de leur synthese, mais aussi & une élévation
concomitante des enzymes de détoxication (Ortego et al., 1999); par ailleurs, de nombreux

insecticides peuvent diminuer l'efficacité de I'alimentation et réduire la quantité de protéines
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(Etebari et al., 2006). La baisse dans le contenu en protéines dans les tissus pourrait constituer
un mécanisme physiologique, jouant un réle en situation de stress chimique et, en fournissant
des intermédiaires du cycle de Krebs en gardant la teneur en acides aminés libres dans
I'némolymphe (Piri et al., 2014). Le Spinosad agit donc avec un effet différeé sur le contenu en
protéines et la diminution observée pourrait jouer un role dans les mécanismes de
compensation pouvant maintenir le métabolisme de I’organisme (Brisca Renuga &
Sahayaraj, 2009).

Le Spinosad entraine, également, une diminution dans le contenu en carbohydrates,
source d’énergie majeure, en accord avec ce qui a été noté chez S. littoralis (EI-Sheikh, 2012 ;
Rashwan, 2013; Elbarky et al., 2008) G. pyloalis ( Piri et al., 2014) et X. luteola ( Tamam et
al., 2014). Dans nos résultats, I’effet différé du Spinosad est aussi observé pour les
carbohydrates, de la méme maniére que pour les protéines; les carbohydrates sont affectés
chez la GO mais aussi chez la G1. Des valeurs physiologiques proches de la normale sont
retrouvées seulement chez les adultes de la G1 et cet effort de restauration est sans doute lié
au processus de detoxication qui est concomitant; en effet, la diminution dans le taux de
carbohydrates coincide avec I’augmentation des activités du métabolisme de détoxication
pendant I'exposition aux pesticides (De Coen Janssen & 1997; Verslycke et al., 2003). Cette
réduction peut étre donc expliquée par un besoin énergétique accru induit par I’insecticide
(Sawczyn., 2012 ; Piri et al., 2014).

La diminution observée dans le contenu en protéines et carbohydrates, peut étre reliée a
une interconversion en lipides. Ce processus expliquerait, chez les séries témoins et traitées, la
hausse des valeurs en lipides chez les nymphes qui ne s’alimentent pas; en effet, les lipides,
deux fois plus caloriques par rapport aux carbohydrates et aux protéines constituent une
énergie mobilisable rapidement (Lehninger et al., 1993). L’interconversion en lipides peut,

aussi, expliquer la stabilité dans les valeurs en lipides qui est observée chez les deux
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génerations de T. absoluta traitées par le Spinosad. Ce resultat est en accord avec ceux
retrouvés dans la littérature apres traitement de différentes espéces d’insectes avec le
Spinosad (Tamam et al., 2014) ou avec d’autres pesticides comme I’hexaflumuron chez
Hippodamia variegata (Alimohamadi et al., 2014), le pyriproxyféne chez Ocneria
terebinthina (Behroozi et al., 2011) ou encore par le chlorfluazuron chez S. litura (Parveen &
Miyata, 2000).

Par ailleurs, la baisse notée, entre les ages chez les adultes des séries témoins et traitées
peut étre reliée a I’énergie nécessaire a I’activité des diverses fonctions physiologiques, et

tout, particulierement le vol (Lehninger et al., 1993).

4. Effets sur les vitellogénines et vitellines

Chez les insectes, le corps gras, analogue au tissu adipeux et foie des vertebrés, régit la
plupart des processus metaboliques et de synthese (Liu et al., 2009 ; Zhang & Xi, 2014); il
intervient dans la reproduction en participant a la vitellogénése (Oliveira et al., 2012). Ce
processus, controlé par la 20E et I’HJ, correspond a la synthése des vitellogénines dans les
corps gras, leur captation par les ovocytes et leur transformation en vitellines (Koller &
Raikhel, 1991; Gade & Hoffman 2005; Swevers et al., 2005 ; De loof et al. 2014; Belles &
Piulachs, 2015). Les vitellines jouent un réle nutritionnel essentiel au cours de I'embryogenése
(Hagedorn & Kunkel 1979; Masuda & Oliveira, 1985; Swevers et al., 2005). Ainsi, chez les
nymphes des séries témoins de T. absoluta, I’augmentation dans le contenu en vitellogénines
a 3 et 6 jours correspondrait a la synthese de ces protéines par les corps gras puis la
diminution a 9 jours serait liée a la captation de ces protéines par I’ovaire (Swevers et al.,
2005). Chez les adultes des séries témoins, la diminution dans le contenu en vitellines,

observé aux différents ages pourrait donc étre expliqué par la ponte (Swevers et al., 2005). I
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faut noter, chez les séries traitées, un retard dans le processus de vitellogénese (vitellogénines
et vitellines), particulierement, chez la GO.

Le traitement au Spinosad affecte les vitellogénines et les vitellines chez les deux
génerations successives de T. absoluta; en effet, nos résultats mettent en évidence une
diminution dans les valeurs de ces deux parameétres. La diminution, notée 24 h apres
traitement, se poursuit au stade adulte de la GO mais est aussi retrouvée a la génération
suivante (G1). Les valeurs observees dans les enzymes de détoxication en G1 (nymphes et
adultes) peuvent expliquer la toxicité différée du pesticide mais aussi I’effet moins drastique a
la G1. Le processus de reproduction reste affecté en G1 car la vitellogénése se produit au
cours du stade nymphal (Swevers et al., 2005) et se termine a I’émergence des adultes.
L’inhibition de la vitellogénese, mise en évidence dans nos resultats, peut expliquer la baisse
de la fécondite et de la fertilité observées par Tomé et al., (2013). Par ailleurs, I’effet différe
note sur la reproduction est retrouvé par Gong et al., (2015) chez un autre insecte; en effet, les
auteurs montrent que le Spinosad réduit la fécondité chez Frankliniella occidentalis de
maniere moins importante en G1 comparativement a la GO. Les effets du Spinosad sur le
processus de vitellogénése peuvent s’expliquer par I’impact du pesticide sur les métabolites,
particulierement sur les protéines et donc, la synthese des vitellogénines (Chaabane et al.,
2012). Par ailleurs, I’impact sur la vitellogénése peut aussi s’expliquer via la cytotoxicité
observée dans les tissus comme les corps gras (synthese des vitellogénines) et les ovaires
(synthése des vitellines) aprés traitement au Spinosad ou a I’azadirachtine (Anogwih et al.,
2013 ; Almeida et al., 2014). Cette autre molécule naturelle montre, en effet, les mémes
impacts sur la reproduction chez T. absoluta (Tomé et al., 2013) mais aussi chez d’autres
insectes (Mordue et al., 2005 ; Liu et al., 2012 ; Boulahbel et al., 2015). Les effets négatifs du
Spinosad sur la reproduction est cité chez d’autres Iépidopteres comme S. exigua (Wang et al.,

2013), H. armigera (Wang et al., 2009), P. xylostella (Yin et al., 2009), G. pyloalis (Piri et
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al., 2014) ou encore chez les Dictyopteres comme les Blattes (Maiza et al., 2013; Tine et al.,
2015). Wang et al., (2013) notent que la diminution de la fécondité aprés traitement au
Spinosad pourrait affecter la dynamique des populations en diminuant la survie, la
reproduction et en retardant son développement. Dans la littérature, la réduction de la
fécondité, chez les femelles, est expliquée par des perturbations endocrines, physiologiques et
morphologiques (Piri et al., 2014).

Ainsi, si I’action primaire du Spinosad est neurotoxique, il semblerait qu’il puisse agir
secondairement comme un perturbateur endocrinien affectant la vitellogénése et donc la
reproduction via les neurohormones et hormones qui jouent un r6le essentiel dans ces
processus (Gade & Hoffman 2005; Swevers et al., 2005 ; De loof et al. 2014 ; Belles &
Piulachs, 2015). Le Spinosad, pourrait donc agir comme perturbateur endocrinien, a I’instar
d’autres neurotoxiques comme les pyréthrinoides (Mc Carthy et al., 2006), et les

organophosphorés (Manabe et al., 2006).
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Le Spinosad, utilisé par application topique, sur les larves de dernier stade de T.
absoluta présente une Dlsy (243.50 ng) correspondant a une toxicité relativement basse
comparativement a d’autres pesticides. Cependant, la biodégradation effective mais aussi
I’absence ou la faible toxicité envers les especes non visees font de cette molécule un
insecticide privilégié et recommandé. Le Spinosad, au cours des deux générations
successives, induit une baisse dans les contenus en carbohydrates et en protéines liée, sans
doute, a un besoin d’énergie accru pendant I’exposition au pesticide. Cet impact sur les
principaux éléments nutritionnels peut expliquer la diminution dans les contenus en
vitellogénines et vitellines, observée chez les adultes de la GO et de la G1; la reproduction
semble donc affectée via le processus de vitellogénése. La stabilité dans le contenu en lipides,
observée chez la GO et la G1, peut étre liée a une interconversion possible a partir des
carbohydrates et des protéines; les lipides, constituant une énergie mobilisable rapidement,
permettrait donc le maintien du métabolisme et la lutte contre la toxicité de la molécule.
L’évaluation des activités spécifiques des biomarqueurs considérés confirme que les GSTs
sont bien impliquées dans la détoxication du Spinosad chez T.absoluta; les résultats obtenus
montrent, au cours des deux générations, un stress oxydatif mais aussi I’intervention d’un
mécanisme de détoxication plus drastique en GO; les valeurs de la CAT parfaitement corrélées
avec celles des GSTs semblent confirmer le role important des GSTs dans le contréle du
stress oxydatif. Par ailleurs, I’inhibition de I’AChE, plus drastique pour la G1, tend a valider
I’action indirecte du Spinosad sur ce site non cible et I’absence d’effet chez les nymphes de la
GO appuie cette hypothese. Par ailleurs, si I’action primaire du Spinosad est neurotoxique, il
pourrait agir secondairement comme un perturbateur endocrinien via les neurohormones et
hormones. Ainsi, les expérimentations conduites ont apporté un nouvel élément qui est I’effet

différé du Spinosad sur les stades qui suivent le traitement mais aussi sur la génération

77



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

suivante démontrant ainsi la rémanence du Spinosad. Cet effet differé explique I’impact
négatif sur les parameétres reproductifs au cours des deux générations successives. L’ important
mécanisme de détoxication impliqué permet aux adultes de la G1 un retour a des valeurs
physiologiques acceptables. La persistance des effets toxiques chez T. absoluta est un elément
qui doit étre pris en considération dans le contrdle de cet insecte et ce, dans le cadre d’un
programme de lutte intégrée. En effet, sans pression de sélection, une instabilité dans la
résistance au Spinosad est notée (Campos et al., 2014); ceci suggére I’efficacité d’une
stratégie de rotation qui pourrait prévenir ou retarder I’évolution de la résistance de I’insecte
et rétablir la susceptibilit¢ a I’insecticide. Néanmoins, I’utilisation des pesticides peut
compromettre la viabilité des ennemis naturels (Biondi et al., 2013) et rendre la lutte
biologique inefficace dans les programmes IPM. En effet, le Spinosad est classé comme
inoffensif pour les prédateurs mais modérément nuisible a nuisible pour les parasitoides
(Penagos et al., 2005; Costa et al., 2014), cependant, Mahdavi et al. (2015) reportent une
relative compatibilité. En outre, les différences qui existent dans la biologie et le
comportement, entre les espéces ou encore entre les stades d’une méme espece, peuvent agir
significativement sur la susceptibilité des ennemis naturels vis-a-vis des pesticides (Penagos
et al., 2005). De futures études doivent donc étre conduites dans des conditions naturelles afin
de vérifier la compatibilité du Spinosad avec les parasitoides potentiellement utilisés dans un
programme [IPM. De plus, les modéles démographiques basés sur la physiologie
(physiologically-based demographic models ou PBDMs) peuvent étre facilement exploités
pour évaluer I’impact potentiel de la coévolution des ennemis naturels de T. absoluta et pour
lister des especes candidates dans un contrdle biologique classique de cet insecte invasif dans
une aire infestée. L’analyse des PBDMs permettrait, non seulement, d’appréhender la
complexité des agroécosystémes de la tomate mais également une synthése pluridisciplinaire

pour une gestion holistique de T. absoluta (Ponti et al, 2014).
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RESUME

Le Spinosad, a été utilisé, in vivo, par application topique, sur des larves du dernier stade
de Tuta absoluta Meyrick, 1917 et évalué au cours de deux générations successives (GO et
G1) dans le but de mettre en évidence des effets différés éventuels de la molécule. Dans un
premier temps, des tests de toxicité ont été effectués afin de préciser les doses d’inhibition
(DI), dont la Dlsy qui a éete retenue pour I’évaluation des effets du Spinosad sur les
biomarqueurs de toxicité (GSTs, CAT et AChE), les principaux meétabolites (glucides,
protéines et lipides) et les marqueurs de reprotoxicité (vitellogénines et vitellines).

Le Spinosad, chez T. absoluta, induit une inhibition de la mue nymphale avec une
relation dose-réponse; les DI, déterminées grace a la régression non linéaire, sont de 243,50
ng pour la Dlsp et 3881 pour la Dlgy. Le Spinosad, testé a la Dlsp, induit un mécanisme de
détoxication qui est observé des 48 heures apres traitement; I’augmentation des GSTs, chez
les séries traitées comparativement aux témoins, est retrouvée a tous les stades de
développement de la GO mais aussi de la G1. Il faut noter que I’induction de I’enzyme de
détoxication est plus importante a la GO comparativement a la G1. Le profil des GSTs montre
une parfaite corrélation avec celui de la CAT confirmant ainsi I’induction d’un stress
oxydatif. En effet, une augmentation de I’activité spécifique de la CAT est notée au cours des
deux générations successives; cependant, les adultes de la G1 retrouvent une norme
physiologique. Par ailleurs, le Spinosad entraine une diminution significative de Il'activité
spécifique de I’AChE aux différents stades de la génération parent mais aussi ceux de la
génération suivante ; I’effet observé, plus drastique a la G1 suggére une action indirecte du
Spinosad sur ce site non cible. Le Spinosad entraine, chez T. absoluta, une baisse dans les
contenus en glucides et protéines au cours des deux générations successives mais le contenu
en lipides demeure stable. L'effet du Spinosad sur les métabolites est plus drastique a la GO
par rapport a la G1. Le Spinosad perturbe, également, la vitellogenése chez les femelles de T.
absoluta chez la GO et la G1; en outre, la diminution qui est notée dans les contenus en
vitellogenines et vitellines ovariennes est plus importante a la GO.

Ainsi, pour tous les parametres considérés, le Spinosad présente des effets différés qui
démontrent la rémanence de ce pesticide. Le retour a des valeurs de base, observé pour
certains parameétres chez les adultes de la G1, pourrait étre relié a I’important processus de

détoxication qui est induit.

Mots clés : Tuta absoluta — Spinosad — Toxicité - Stress oxydatif — Vitellogénése — Métabolisme -
Effets différés.
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ABSTRACT

Spinosad has been used in vivo topical application, on mature larvae of Tuta absoluta
Meyrick, 1917 and evaluated in two successive generations (GO and G1) in order to highlight
deferred eventual effects of the molecule. Initially, toxicity tests were carried out to clarify
the inhibitory doses (ID); the ID 50 was chosen for the assessment of the effects of Spinosad
on toxicity biomarkers (GSTs, CAT and AChE), the main metabolites (carbohydrates,
proteins and lipids) and markers of reproductive toxicity (vitellogenins and vitellins).

Spinosad, in T. absoluta induced inhibition of pupal moult with a dose-response
relationship; the DI, determined thanks to non linear regression, are of 243.50 ng for ID50 and
3881 for the ID 90. Spinosad, tested to ID50, induces detoxification mechanism which is
observed within 48 hours after treatment; the increase in GSTs with the series treated
compared to controls, was found at all the GO stages of development but also in the G1. It
should be noted that the induction of detoxifying enzyme is greater at the GO compared to the
G1. The profile of GSTs shows a very good correlation with that of the CAT confirming the
induction of oxidative stress. An increase of CAT specific activity is recorded indeed in the
two successive generations; however, adults G1 find a physiological norm. Furthermore,
Spinosad induces a significant decrease in specific AChE activity at different stages of the
parent generation, but also at those of the next generation; the observed effect, more drastic in
G1, suggests an indirect action on this site, not target cible of the Spinosad. Spinosad causes,
in T. absoluta, a decrease in the carbohydrates and proteins contents over the two successive
generations but lipid content remains stable; the Spinosad effect on the metabolites is more
drastic in GO compared to G1. Spinosad disrupts also, vitellogenesis in females T. absoluta in
the GO and G1.In addition, the decrease noted in vitellogenins and ovarian yolk contents, is
more important to the GO

So, for all the parameters considered, Spinosad has delayed effects which demonstrate the
persistence of this pesticide. The return to basic values, observed for some parameters in

adults G1, could be linked to the important detoxification process which is induced.

Keywords: Tuta absoluta - Spinosad — Toxicity - Oxydatif stress - Vitellogenesis - Metabolism-

Delayed effects.
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