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Introduction

1. Introduction :

Les insectes constituent indiscutablement le taxon animal le plus diversifié avec 5 a 10
millions d’espéces estimées (Odegaard, 2000 ; Niven et al., 2008). Bien que 0,4% des
insectes soient consideérés nuisibles pour les activités anthropiques et représentent de
véritables “’pests’’, les ravages causés par ces derniers sont considérables tant pour la

production agricole que la santé humaine et animale (Nicholson, 2007).

Le terme anglais pest vient du latin pestis, qui signifie “’fléau’’, il est défini selon le
concise oxford dictionary comme étant “’une source de géne ou de destruction, qu’il s’agisse
d’une personne, d’un animal ou d’une chose’’ (Badi, 2015). Dans le méme contexte,
Dempster (1975) défini le ravageur comme étant “"Tout animal causant des dégats
économiques aux cultures et aux animaux domestiques, ou qui est nuisible a la santé
humaine’’. Les ravageurs sont donc toutes espéces dont I’activité les rend hostiles au bien étre
de I’homme (McKay et al., 2013 ; Menasria et al., 2014 ; White et al., 2014 ;
Govindarajan & Rajeswary, 2015 ; Badi, 2015).

Apres les moustiques, les mouches sont les insectes qui intéressent le plus I’hygiéniste.
On désigne vulgairement sous le nom de “’mouches’’ tous les diptéres a antennes courtes qui
possédent souvent une assez forte taille et un corps trapu. A cette catégorie appartiennent
diverses Muscidés, Calliphoridés, Sarcophagidés, Syrphidés, Stratiomyidés, Drosophilidés,
etc... (Rageau, 1958). Les drosophiles sont connues partout dans le monde sous des noms
divers : mouches du vinaigre ou petites mouches des fruits. Ces insectes trés communs vivent
souvent a proximité des activités humaines (Delbac et al., 2014). La majorité des drosophiles
sont frugivores, elles se développent dans les fruits trop mdrs, voire pourris, avec une attirance
pour les jus fermentés et le lait gaté. D’autres espéces se nourrissent de champignons, de
fleurs ou d’autres sont des prédateurs d’invertébrés (Merritt et al., 2003). Pres de 3 300
especes de drosophiles ont été décrites dans le monde entier, réparties en 66 genres dont le
genre Drosophila (O’Grady, 2003).

Drosophila melanogaster (M.), I’espéce la plus répondue dans le monde, est considérée
comme une nuisance redoutée tant pour le désagrément causé par les maladies parasitaires
qu’elles peut inoculer (Jolivet, 1980 ; Joly, 2006 ; Habbachi et al., 2013a). Elle représente
également un vecteur important de divers microorganismes infectieux, comprenant des
levures et des bactéries phytopathogéniques qui s’attaquent non seulement aux cultures

maraicheres et fruitieres mais aussi aux cultures de céréales ou de tournesol (Kloepper et al.,
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1979 ; Corby-Harris et al., 2007 ; Nadarasah & Stavrinides, 2011 ; Becher et al., 2012).
Les drosophiles adultes peuvent devenir génants par leur pullulation. Les larves ingérées avec
des fruits infestés ou des liquides conserves dans des récipients malpropres causent une

diarrhée et parfois des myiases intestinales (Rageau, 1958 ; Joly, 2006 ; Delbac et al., 2014).

Parmi autres insectes qui sont bien connus pour ses capacités invasives, les blattes
occupent une place importante. Ces dernieres appelées aussi cafards ou cancrelats, sont des
insectes Dictyopteres, descendants des Aptérygotes, sous-classe primitive dépourvue d’ailes
(Schal et al., 1984 ; Grancolas, 1998 ; Tine, 2013 ; Mourier, 2014). Apparus sur terre il y’a
environ 400 millions d’année (Koehler & Patterson, 1987), leurs distribution est mondiale,
de I’Arctique a I’Antarctique en passant par les Tropiques (Ebling, 1978). Parmi les 4000
especes de blattes connues, la grande majorité vit dans la nature ou elles sont importantes
pour 1’écosystéme, de part leurs régime omnivore, en participant au recyclage rapide de la
matiere organique (Cornwell, 1968). Une vingtaine d’espéces seulement occupent les
habitations humaines ; elles se sont répondues en suivant les routes commerciales maritimes,
terrestres et aériennes et constituent un important probleme sanitaire (Grandcolas, 1998 ;
Blanc, 2000).

Les blattes, inféodées a 1’homme et qualifiées d’espéces domiciliaires ou urbaines,
principalement Periplaneta americana, Blatta orientalis, Suppella longipalpa et Blattella
germanica (Grandcolas, 1998), sont des espéces qui vivent la nuit et qui s’abritent dans les
endroits qui leur fournissent un microclimat convenable et un acces facile a la nourriture
(Roth & Willis, 1960). Ces insectes peuvent créer de sérieux dégats pour les denrées
alimentaires et étre une source de diverses pathogenes pour I’homme. En effet, des études ont
démontré que les blattes pouvaient véhiculer différents sortes de bactéries et provoquer des
allergies cutanées et respiratoires chez 1I’homme allant jusqu’a des crises d’asthme et
transmettre aussi des maladies infecticuses comme 1’hépatite, le choléra et la tuberculose
(Frichman & Alcamo, 1977 ; Rivault et al., 1994 ; Baumholtz et al., 1997 ; Messiad,
2006 ; Nejati et al., 2012).

La blatte germanique, Blattella germanica (L.), est I’espéce la plus répondue sur la
planete, responsable de 90% des infestations rapportées (Elie, 1998). Elle est devenue la
blatte la plus communément associée a I’homme et aux structures publiques et privées qu’il a

crée en raison de son potentiel reproducteur éleve (Willis et al., 1985; Elie, 1998 ;
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Grandcolas, 1998) et de sa resistance aux conditions difficiles (faim, soif, submersion)
(Rivault et al., 1995).

Un immense effort est actuellement accompli a 1’échelle mondiale pour lutter contre les
insectes nuisibles par plusieurs méthodes, qu’elles soient physiques, biologiques ou
chimiques (Bensafi-Gheraibia, 2015), mais la lutte a l'aide des pesticides chimiques est la
plus adoptée a cause de leurs efficacités sur la cible (Cantrell et al., 2012 ; Casida &
Durkin, 2013 ; Boulahbel, 2015). Cependant, les signes évidents de toxicité et les
conséquences néfastes de 1'usage massif de pesticides conventionnels, comme les
organochlores, les organophosphorés et les carbamates, ne sont plus a prouver puisqu’ils
causent des dommages a 1’environnement, la biodiversité et a la sante humaine. lls entrainent
une perte d’efficacité liée au développement de résistance des insectes et des pertes
économiques importantes (Eriksson et al., 1992 ; Snedeker, 2001 ; Schoeters &
Hoogenboom, 2006 ; Bonde et al.,, 2008 ; Ekstrom & Ekbom, 2011; Kohler &
Triebskorn, 2013 ; Gupta & Milatovic, 2014).

Ce qui rend urgent I’orientation vers d’autres moyens de lutte qui font appel aux
composés naturels propres au monde vivant (végétal ou micro-organismes) pouvant étre a
I’origine de traitements préventifs et curatifs (Mehaoua, 2014). Dans ce contexte les
biologistes ont mis 1’accent sur la création de d'une nouvelle génération de biopesticides a
base d’huiles naturelles, de bactéries pathogenes, des régulateurs de croissance d'insectes

(IGR), de phéromones, de nématodes et de toxines marines (Abdullah, 2009).

De plus, les recherches sur les produits naturels d’origines végétales susceptibles d’avoir
une activité phytosanitaire (biopesticides) retrouvent un regain d’intérét (Mordue et al.,
2010 ; Bezzar-Bendjazia, 2016). Les plantes produisent des substances actives ayant des
propriétés insecticides, aseptiques ou encore régulatrices de la croissance des insectes. Le plus
souvent, ces substances actives sont des métabolites secondaires qui, a I’origine, protégent les
végétaux des herbivores et elles affectent profondément le comportement des insectes
phytophages (Benayad, 2008 ; Deravel et al., 2014).

Les biopesticides en génerale et ceux d’origines végétales en particulier offrent de
nombreux avantages. Ils sont ecologiquement beaucoup plus compatibles que les produits
chimiques et ont une spécificité accrue vis-a-vis des especes contre lesquelles ils sont dirigés
(Deravel et al.,, 2014). Ces molécules sont moins rémanentes que leurs homologues

chimiques et possédent une toxicité plus faible vis-a-vis des espéces non ciblées, ce qui
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supporte une utilisation compatible dans les programmes de lutte intégrée (Deravel et al.,
2014). De plus, les biopesticides végétaux sont souvent efficaces en faible quantité et leurs
molécules bioactives emploient plusieurs modes d’action, ce qui les rend particuliérement

intéressantes pouOr limiter 1’apparition de bio-agresseurs résistants (Deravel et al., 2014).

Cette action phytosanitaire des plantes est appelée a se développer et fait 1’objet de
nombreux travaux (Boulogne, 2011 ; Bezzar-Bendjazia, 2016). Cependant, elle n’est pas si
récente puisque les espéces végétales sont parmi les premiers pesticides naturels connus
depuis I’Antiquité (Boulogne, 2011 ; Badi, 2015) ; les anciens Perses ayant découvert les
propriétés insecticides des fleurs broyées du pyrethre, une plante de la famille des Astéracées
(Ramade, 2011). En Inde, I'usage du soufre et du neem (Azadirachta indica) comme
insecticide semble remonter a environ 2000 ans avant Jésus Christ (Philogene et al., 2002).
En Chine, I’utilisation des dérivés arsenicaux comme insecticides est connue depuis le XvIeme
siécle. C’est vers la fin de ce siécle et au cours du suivant que sont découvertes les propriétés
insecticides du tabac (nicotine), ainsi que celles des racines de plantes de la famille de

Papilionacées telles que Lonchocarpus ou Derris (roténone) (Philogene et al., 2002).

Yang & Tang (1988) ont étudié les plantes utilisées pour le contrdle des insectes
nuisibles et ont trouve qu'il existe une forte corrélation entre les plantes médicinales et les
pesticides (Jbilou et al., 2006). Ainsi plus de 2000 espéces végétales dotées de propriétés
insecticides ont été répertoriées dont le produit le plus utilisé est I’huile de neem, un
insecticide extrait des graines d’Azadirachta indica (Schmutterer, 1990). Les molécules du
métabolisme secondaire des plantes appartiennent a des familles chimiques tres diverses telles
que les alcaloides, les phénols, les flavonoides, les trapénoide et les stéroides (Benayad,
2008). Ces produits ont également été étudiés pour leur toxicité aigué, leurs effets anti-
appétants, répulsifs ou attractifs et fumigeants, ainsi que l'inhibition de la reproduction de

nombreux espéces ravageurs (Cox, 2004 ; Kubo, 2006).

Depuis des décennies, la plus part des travaux en Algérie convergent vers 1’utilisation des
extraits de plantes comme moyen de lutte contre divers ravageurs (Aouinty et al., 2006 ;
Kemassi, 2008 ; Lebouz, 2010 ; Bounechada & Arab, 2011 ; Merabti et al., 2015). La
flore algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques, dont 15%
endémiques (Quezel & Santa, 1963), reste tres peu explorée sur le plan phytochimique

(Ayad, 2008), ainsi par leurs propriétes insecticides et leurs pouvoirs intrinseques. C'est dans
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cet esprit que nous aborderons le cas de deux plantes spontanées réputées toxiques, il s’agit de

Peganum harmala et Daphne gniduim.

Peganum harmala (Zygophyllaceae), appelé aussi le "harmel”, est une plante aromatique
qui posséde de nombreuses vertus thérapeutiques (Ahmad et al., 1992 ; Zaidi & Munir,
1995 ; Bellakhdar, 1997). C’est une plante trés toxique pour les animaux et I’homme en
particulier (El Bahri & Chemli, 1991 ; Bruneton, 1993 ; Bellakhdar, 1997). Les effets de
ses alcaloides indoliques ont été rapportés notamment sur la fécondité, le développement
ovarien, la structure des ceufs et de la fertilité chez les criquets (Abbassi et al., 2003a,b,c ;
Abbassi et al., 2005 ; Idrissi Hassani & Hermas, 2008).

Daphne gniduim, appelé aussi le "garou”, est un arbuste de la famille des Thyméléacées.
En Phytothérapie, la plante est indiquée dans le traitement de diverses maladies ; elle possede
des effets cytotoxiques, antioxydants et antimicrobiens (Benayad, 2008). Sa toxicité provient
des coumarines et des flavonoides qu’elle contient (Mohammedi, 2013). Ces derniers
peuvent perturber la croissance, inhiber la mue d'insectes. Ils servent également de puissants

anti-appeétant et insectifuges (Maistrello et al., 2005).

Les différents types de comportements rencontrés chez les insectes dépendent
principalement d’un ensemble d’actes moteurs commandés par le systéme nerveux en réponse
a des stimuli chimiques provenant de facteurs externes (nourriture, phéromones sexuelles,
phéromones d’alarme, sécrétions aphrodisiaques, phéromones grégaires,...) (Kaiser, 1999).
Des études récentes décrivent que les pesticides pourraient aussi interférer avec la
communication chimique (les sens olfactifs et gustatifs) des espéces exposées et donc
provoquer des réponses comportementales inadaptées (Desneux et al., 2007). Quelques
études ont montré 1’impact de doses sublétales d’insecticides sur le comportement d’insectes
nuisibles ou utiles (Haynes, 1988 ; Larning & Scheffer, 2007) et notamment une diminution
des réponses comportementales aux phéromones sexuelles chez des individus traités (Wei &
Du, 2004 ; Zhou et al., 2005).

Dans ce travail, nous avons évalué la toxicité d’extraits aqueux des deux plantes, P.
harmala (feuilles, fleurs et graines) et D. gniduim (feuilles et baies) sur les larves du peme
stade de D. melanogaster et les adultes de B. germanica. Aprés cette étude toxicologique,

nous avons également testé les effets sublétaux ou différés de chaque produit sur :
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- Le cycle vital, la communication chimique (comportement alimentaire des laves du
3°M stade, sexuel et oviposition) et sur le nombre d’ceufs pondus chez la mouche.

- Le comportement sexuel (succes reproducteur), la production de I’oothéque et le
nombre des larves viables, ainsi sur le comportement grégaire (orientation

olfactive) chez la blatte.
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2. Matériel et Méthodes :

2.1. Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) :

2.1.1. Présentation de ’insecte :

La drosophile est un insecte Diptere Brachycere (Joly, 2006), connue sous le nom de
« mouche de vinaigre » pour son attirance envers les produits fermentés (Mc Kenzie, 1974 ;
Mc Kenzie & Mc Kechnie, 1979 ; Hoffmann & Parsons, 1991). Elle a une alimentation tres
variée, se nourrissant sur les fruits et légumes mars, les végétaux et champignons en

décomposition et les liquides fermentés et sucrés (Tracqui & Demongeot, 2003).

Il existe différents groupes et especes de drosophile dont 1’espéce la plus représentante,
Drosophila melanogaster du groupe melanogaster. Elle est d’origine tropicale (Afrique de
I’est), qui a subi une répartition globale probablement a cause des activités humaines, et dont
I’abondance est corrélée au niveau d’urbanisation des régions (Avondet et al., 2003 ; Keller,
2007).

Cet insecte holométabole, hygrophile et lucicole de couleur jaune brunatre pese environ
0,5 mg et mesure 3 a 4 mm de long, ailes incluses (Gilbert, 1996 ; Slack, 2004). Son
abdomen est plut6t court et rayé de bandes sombres, elle présente un dimorphisme sexuel
(Parvathi et al., 2009) ; son extrémité est foncée et arrondie chez le male, plus claire et
pointue chez la femelle (Fig. 1). Le male se distingue aussi par sa plus petite taille et par la

présence de « peignes sexuels » sur ses pattes avant.

(A) (B)

Figure 1. D. melanogaster (Photos originales)
[A : Méle ; B : Femelle (x 4,5)]
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La position systématique de D. melanogaster est la suivante :

Regne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Sous Embranchement : Mandibulata
Classe : Insecta
Sous-classe : Pterygota
Infra-classe : Neopetera
Ordre : Diptera
Sous-ordre : Brachycera
Infra-ordre : Muscomorpha
Famille : Drosophilidae
Sous-famille : Drosophilanae
Genre : Drosophila
Espece : Drosophila melanogaster (Meigen, 1830)

Le cycle de reproduction de la drosophile varie en fonction de la température et dure
environ 12 jours a 25°C (Chabaud, 2008). Aprés 1’accouplement, la femelle pond ses ceufs
sur la chair des fruits mdrs et blessés une centaines d’ceufs allongées et blanchatres d’environ
0,5 mm de long (Griffiths et al., 2002 ; Tavernier & Lizeaux, 2002). Le stade embryonnaire
dure 24h. Aprés I’éclosion, la drosophile apparait sous forme d’une larve blanchatre et
commence immédiatement a se nourrir. Le développement larvaire comprend trois stades
ponctué par 2 mues successives (a 24h et a 48h) et est caractérisé par une forte activité
alimentaire. A la fin du 3°™ stade larvaire, I’asticot cesse de se nourrir, quitte le milieu
nutritif, s’immobilise et se transforme en pupe. Elle subit alors une métamorphose complete
qui dure environ 5 jours, transformant progressivement son organisme larvaire en un individu
adulte (Fig. 2). A I’émergence, I’imago recommence a s’alimenter, il passe encore par une
phase de 8h a 12h d’immaturité ou son systéme nerveux finit de se développer, puis le nouvel
adulte devient sexuellement mature et s’engage dans la reproduction (Tavernier & Lizeaux,

2002). La durée de vie de la drosophile est de 30 jours environ (Lorec, 2013).

Les drosophiles ont une stratégie de reproduction de type itéroparité (par opposition avec
la stratégie de semelparité) (Costa 2006), c’est a dire que les femelles se reproduisent
plusieurs fois au cours de leur cycle de vie et pondent des ceufs en grande quantité a différents
endroits et a plusieurs périodes de temps. Chaque femelle adulte peut donner plus de 300
descendants (Bouharmont et al., 2007). Cette stratégie se base sur le fait que la probabilité de

survie d’un adulte est plus élevée que la probabilité de survie d’un individu de la progéniture

(Chabaud, 2008).
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Figure 2. Cycle de vie de D. melanogaster (Photo originale)
[A: GEuf (x 50) ; B : Stade larvaire, pupal et adulte (x 4,5)]

2.1.2. Elevage :

Les drosophiles utilisées pour 1’ensemble d’expérimentations sont une souche sauvage

récoltée sur des pommes pourries dans la région d’ Annaba (Algérie).

Les mouches sont maintenues au laboratoire a une température de 25°C sous une
photopériode de 12 heures de jour et 12 heures de nuit avec un taux d’humidité relative de
70%. Elles sont élevées dans des tubes en verres (9,5 x 2,5 cm) et des flacons contenant du
milieu nutritif standard [farine de mais (33,33 g), de levure (33,33 g), d’agar-agar (4,8 g) et
d’antifongique (25 ml de méthyl-hydroxy-4-benzoate a 10% dans 1’éthanol 70%)] nécessaire
pour la ponte, le développement et 1’alimentation des larves et adultes. Pour la préparation du
milieu nutritif, on met dans une cocotte tous les produits secs et on ajoute le volume
nécessaire d’eau tiede en remuant a la spatule pour éviter les grumeaux. On chauffe la plaque
en remuant jusqu’a ce que le milieu s’épaississe. A la fin, on le laisse pour refroidir quelques

minutes et on rajoute I’antifongique progressivement.

La mise en ceuvre du milieu d’élevage est réalisée en répartissant a chaud le substrat (15 a
30 ml) dans le fond des flacons, des erlenmeyers de 250 ml et des tubes en verre a fond rond

(de 9,5 cm de hauteur et de 2,3 cm de diametre) obturés par une éponge poreuse (Fig. 3,4). Ce
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milieu peut étre gardé au réfrigérateur pendant environ un ou deux mois jusqu’au moment

d’utilisation.

Figure 3. Flacons d’élevage (Photo originale)
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Figure 4. Tubes d’élevage (Photo originale)

2.2. Blattella germanica (Linnaeus, 1767) :

2.2.1. Présentation de ’insecte :

La blatte germanique, B. germanica (L.), de I’ordre des Dictyoptéres et de la famille des
Blattellidae (Guillaumin et al., 1969). Elle est originaire des régions du nord-est Africain,
entre les grands lacs, I'Ethiopie et le Soudan. D'Afrique du nord, elle a gagné I'Europe de I'est
depuis plus de deux cents ans, ainsi I'Asie mineure et le sud de la Russie (Tokro, 1984 ;
Mourier, 2014).

C’est une espece de petite taille (10 a 15 mm de longueur), qui se caractérise par une
couleur brune tirant sur le jaune et par deux bandes longitudinales de couleur noire sur le
pronotum (Habbachi, 2013). Les adultes des deux sexes ont des ailes bien développés. Les

femelles sont plus sombres et possédent un corps trapu et robuste avec un abdomen arrondi

10
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complétement recouvert par les ailes, alors que les males présentent un abdomen effilé et un
pygidium non recouvert par les ailes laissant visible le segment terminal de 1’abdomen (Rust
et al., 1995) (Fig. 5). A l'extrémité postérieure de I'abdomen se trouve deux appendices
sensoriels : les cerques, pourvus de soies a fonction tactile, olfactive et auditive
(Wigglesworth, 1972).

Figure 5. B. germanica (Photos originales)

[A, B : Méle et Femelle (x 0,67) ; C : Bandes noires caractéristiques (x 4,5)]

Sa position systématique est la suivante :

Regne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Sous Embranchement : Mandibulata
Classe : Insecta
Sous-Classe : Aptérygota
Super-Ordre : Blattopteroiidae
Ordre : Dictyoptera
Sous-Ordre : Blattaria
Super-Famille : Blaberoidae
Famille : Blattellidae
Sous-Famille : Blattellinae
Genre : Blattella
Espece : Blattella germanica (Linnaeus, 1767)

B. germanica est une espece domestique cosmopolite, omnivore, nocturne a
développement hétéromeétabole (Gordon, 1996 ; Guillaumin et al., 1969 ; Miller &
Koehlen, 2003). Les femelles peuvent produire 5 a 8 ootheques dans leur vie contenant 30 a

11
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48 ceufs, elles pondent ainsi 300 ceufs en moyenne au cours de leur vie. Les oothéques sont
déposées preés d’une source de nourriture, 24 heures avant I'éclosion (Tanaka, 1976 ;
Gordon, 1996). Aussitot, les nouveau-nés partiront en quéte de cette derniére. 1l faut compter
environ deux semaines pour la formation d'une deuxieme oothéque (Jacobs, 2013). Les
jeunes larves qui éclosent sont molles, de couleur blanchatre et, apres tannage de la cuticule
en quelques heures, prennent une couleur brunatre. Les larves sont aptéres (Willis et al.,
1958). Le développement larvaire présente 5 a 7 stades successifs séparés par des mues. Dans
des conditions propices (25° et 70% d'humidité relative), il se fait en 5 a 6 mois (Wattiez &
Beys, 1999) (Fig. 6). Il peut prendre plus d'un an si les conditions sont défavorables
(Mourier, 2014). L'espérance de vie de la blatte est de 100 a 200 jours (Mourier, 2014). Une
blatte peut a elle seule avoir jusqu'a 10000 descendants au bout d'un an, a raison de deux

générations (Borozan-Dorey, 2002).

Oothéque
(74 9 mm)

'I
. Période d’incubation
(144 35jours)

Apparition de oothéque
(5a8jours)

" Jeune larve

Adultes ¢ W

Mue imaginale ' Succession des mues

(5 a 6 mois)

Larve dgée
L;

Figure 6. Cycle de vie de B. germanica (x 0,67), (Photo originale)
2.2.2. Elevage :

Les préléevements des blattes se font a différents endroits de la ville (hépitaux, structures

commerciales, résidences universitaires et logements). Les expérimentations sont réalisées sur

12
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des insectes de 4°™ a 5°™ générations a fin d’évider les résidus d’insecticides dans le cas ou

ils ont été mis en contact avec ces derniers.

L’élevage de masse (Fig. 7) se fait dans des boites en plastiques transparentes présentant
des orifices grillagées. Des cartons a ceufs font office d’abris. Les blattes sont nourries de
biscuits pour chiens (Royal Canin) et abreuvées grace a des tubes remplis d’eau et bouchés
par du coton ; ces tubes assurent également 1’humification du milieu. L’¢élevage est maintenu

a une température de 25 + 2°C, une hygromeétrie de 70 a 80% et une scotophase de 12 : 12h.

PR 1 i ety

Figure 7. Elevage de masse de B. germanica (Photo originale)
2.3. Plantes testées :

Dans la présente étude, nous avons choisi deux plantes en raison de ces propriétés
toxiques, appartenant a des familles botaniques trés différentes. Il s’agit de Peganum harmala

et Daphné gniduim.

2.3.1. Peganum harmala (Linnaeus, 1753) :
2.3.1.1. Présentation de la plante :

P. harmala (L.) appartient a la famille des Zygophyllaceae, elle se trouve de facon
abondante dans les zones subdésertiques de 1’Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie,

Libye, Egypte) et dans certaines régions de I’Europe méditerranéenne (Bézanger-

13
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Beauquesne et al., 1980 ; Massoud et al., 2002) et en Asie (Iran, Pakistan, Turkestan, Tibet)
(Bézanger-Beauquesne et al., 1980).

En Algérie, P. harmala (L.) est commune aux hauts plateaux, au Sahara septentrional et
méridional, et aux montagnes du Sahara central. Il est réputé pour les terrains sableux, dans
les lits d'oued et a l'intérieur des agglomérations (Chopra et al., 1960 ; Ozenda, 1991 ;
Maire, 1933) (Fig. 8).

Figure 8. Arbuste de P. harmala L.

(Source : Faculty.ksu.edu.sa)

Harmel est une plante herbacée vivace, buissonnante de 30 a 90 cm de haut. Les feuilles
alternes vertes glauques, sont divisées en laniéres étroites. Elles émettent une odeur
désagréable quand on les froisse. Les fleurs solitaires, assez grandes (25 & 30 mm), d'un
blanc-jaunatre veinées de vert. Les graines nombreuses, petites, anguleuses, subtriangulaires,
de couleur marron foncé, dont le tégument externe est réticulé et renferme un pigment rouge
connu sous le nom de "Turkey red" (Fig. 9). Les graines ont une saveur amere et sont
récoltées pendant 1’été (Chopra et al., 1960 ; Quezel & Santa, 1963 ; Ozenda, 1977).

14
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Eour; Peganum harmala L.
/ o ol

Figure 9. Différentes parties de I’espéce P. harmala

(Source : Healthyhomegardening.com)

C’est une espece treés toxique pour les animaux et I’homme en particulier (Agel & Haddi,
1991 ; El Bahri & Chemli, 1991 ; Bruneton, 1993 ; Ayoub et al., 1994 ; Bruneton, 1996).
Elle est responsable de la paralysie du systeme nerveux et entraine la mort par arrét
respiratoire chez les vertébrés, et peut provoquer I’interruption de grossesse chez les femmes
(Bellakhdar, 1997). Elle est également abortive et anti-fertilisante chez les rats (Nath et al.,
1993 ; Lamchouri et al., 2002). La plante est connue ainsi pour leur propriétés
antibactériennes, antifongiques et antivirales (Bellakhdar, 1997 ; Mahmoudian et al., 2002 ;
Nenaah, 2010), possédant également une activité anti-protozoaire notamment contre la
leishmaniose (Lala et al., 2004 ; Yousefi et al., 2009), la theileriose méditerranéenne et
tropicale (Mirzaei, 2007), le paludisme (Kayser, 2003), ainsi qu’un pouvoir insecticide sur
les criquets Schistocerca gregaria (Idrissi et al., 1998) et nématicide contre Meloidogyne
ssp., nématodes a galles (El-Allagui et al., 2007).

Des études phytochimiques ont mené a 1’isolation de plusieurs types de composés
chimiques dans ses différentes parties, tels que les alcaloides, les stéroides, les flavonoides,
les coumarines, les anthraquinones, les bases volatiles, les tanins, les stérols, les triterpénes,
les acides aminés (valine, proline, thréonine, histidine, acide glutamique, I’aniline, N-

phénylformamide, et N-acétylaniline phénylalanine) et les polysaccharides...etc (Chatterjee
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& Ganguly, 1968 ; Sharaf et al., 1997 ; Movafeghi, 2009). Parmi ces derniers, les
alcaloides, généralement de type P-carbolines tels que I’harmine, ’harmaline, 1’harmalol,
I’harmol et le tetrahydroharmine, sont responsables de la toxicité de la plante (Kartal et al.,
2003 ; Xing et al., 2012 ) (Fig. 10). Le taux d'alcaloides est beaucoup plus élevé dans la
graine (3 a 4%) que dans la racine, la tige (0,36%) et la feuille (0,52%) (Frison et al., 2008 ;
Shao et al., 2013). La teneur en alcaloides s'‘éleve brusquement en été, durant la phase de
marissement du fruit, au moment de la récolte de la graine (Ben Salah et al., 1986).
L'harmaline est un methoxy-harmalol et une dihydroharmine, elle constitue les 2/3 des

alcaloides totaux de la graine (Tahrouch et al., 2002).

C13 His Nag Ci1zHw N2 Ci1s Hin Ny C; Hqa Ny
= 2N N N
H]C’OMF‘/\I’/ N N HCO 2, N/\Ff, HOMN/\[{/
H  CH H o CH H o CH, H  CH
Hammnaline Harmmane Hammine Harmalol

Figure. 10 : Structure chimique d’alcaloides isolés des graines du P. harmala
(Mahmoudian et al., 2002)

Selon Ozenda, 1991, La position systématique de P. harmala est la suivante :

Regne : Végétal

Embranchement : Spermatophytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Rosidae

Ordre : Sapindales

Famille : Zygophyllaceae

Genre : Peganum

Espeéce : Peganum harmala (Linnaeus, 1753)

2.3.1.2. Préparation des extraits végétaux :

Pour la présente étude, il est adopté une méthode d'extraction dont la décoction pour
extraire les principes actifs, a partir de feuilles, fleurs et graines de P. harmala. La plante a été
collectée dans la région de Laghouat en Algeérie (latitude 33°47'59" N, longitude 2°51'54" E),
ou elle pousse essentiellement. Cing cent grammes de chaque partie sont mises, séparément, a

bouillir dans 1600 ml d’cau distillée pendant une 1h 15 min sur une plaque chauffante a
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180°C. Le mélange obtenu est filtré a 1’aide d’un papier filtre (Wattman). Le filtrat récupéré

représente une solution stock initiale a 1000 pg/ml.

2.3.2. Daphne gnidium (Linnaeus, 1753) :
2.3.2.1. Présentation de la plante :

Daphne gnidium, plus connu sous le nom de Garou, Thyméle ou Saint bois, appartient a
la famille des Thyméléacées. C'est un arbuste des garrigues méditerranéennes (Pottier-
Alapetite, 1979) et des sables atlantiques, existe dans tout le Tell de 1I’Algérie (Benayad,
2008 ; Mohammedi, 2013) (Fig. 11).

Figure 11. Arbuste de D. gniduim (Photo originale)

C'est un arbrisseau, de 60 cm a 2 m de haut ou plus, a rameaux minces trés feuillés. Des
feuilles persistantes ou caduques, lancéolées-linéaires, larges de 5 a 7 mm au plus, cuspides et
tres denses (Benayad, 2008 ; Mohammedi, 2013). Inflorescences terminales en panicule
rameuse longue de 5 a 10 cm, entierement blanche-tomenteuse, fleurs blanches caduques. Le
fruit (Fig. 12) est une drupe ovoide, rouge orange (Julve, 1998). La floraison va d’octobre a

mars, ¢’est une plante entomogame (Mohammedi, 2013).
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Figure. 12 : Parties de I’espéce D. gniduim

[A : Feuilles ; B : Baies rouges (Photos originales)]

D. gnidium est considéré comme dangereux en raison de sa forte toxicité. 1l produit des
maux de téte, frissons, paleur, dilatation de la pupille, enflure de la bouche et des lévres,
difficulté de déglutition, la diarrhée et les spasmes digestifs, convulsions, troubles
pulmonaires et la mort (Charnot, 1945 ; Bellakhdar, 1997 ; Chaabane et al., 2012). Le
Garou posséde des effets cytotoxiques, antioxydants et antimicrobiens (Mohammedi, 2013).

Cependant, peu de travaux ont été consacrés pour son activité insecticide.

Le D. gnidium contient des coumarines (Daphnétine, daphnine, acétylimbelliférone,
daphnorétine) et des flavonoides (lutéolin-3',7-di-O-glucoside lutéoline, orientine,
isoorientine, quercétine, apigénine-7-O-glucoside, genkwanine, 5-O-b-D-primeverosyl
genkwanine, 2,5,7,4’-tétrahydroxyisoflavanol) et 1’a_tocophérol (Mohammedi, 2013). Les
graines et les écorces des différentes especes de Daphne renferment des diterpenes toxiques,
la daphnétoxine (écorce) et la mézéréine (graines) (Mohammedi, 2013). La Classification

classique de la plante est sous la forme suivante :

Regne : Végétal

Embranchement : Phanérogames

Sous Embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicots

Ordre : Malvales

Famille : Thymelaeaceae

Genre : Daphne

Espece : Daphne gnidium (Linnaeus, 1753)
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2.3.2.2. Préparation des extraits végétaux :

La matiere végétale a été prélevée depuis les foréts de I’Edough dans la région de Séraidi
a Annaba (latitude 36° 55’ 00” N, longitude 7° 40’ 00” E), Nord Est d’Algérie. Nous avons
procédé la méme méthode d’extraction (la décoction) pour obtenir des extraits aqueux a partir

de 500 g de feuilles fraiches et de 200 g de baies de D. gnidium.

2.4, Caractérisation des effets létaux et sublétaux des extraits végétaux chez D.
melanogaster :

2.4.1. Etude toxicologique :

Le test de toxicité consiste a exposer ou a administrer (par ingestion) de différentes

concentrations d’extraits végétaux aux larves du 2°™ stade de la drosophile (Tab. 1), dans des

conditions bien contrélées du laboratoire.

Tableau 1 : Les concentrations utilisées pour le traitement des larves de la drosophile

Concentrations 1 (ng/ml) 2 (pg/ml) 3 (ng/ml) 4 (ng/ml)
Molécules toxiques

P. harmala Feuilles 50 300 1000 -
Fleurs 250 500 750 840
Graines 50 200 300 -

D. gniduim Feuilles 100 300 1000 -
Baies 50 200 300 -

Dix millilitres de chaque concentration a tester, sont rajoutées a 40 g de milieu de culture,
qui sont ensuite déposées en quatre tubes. Dans chaque tube, vingt larves prélevées au hasard
dans I’¢levage de masse, sont immergées. Vingt autres larves sont mises dans un autre tube ne
contenant que la nourriture témoin, il s’agit d’un lot témoin (Fig. 13). Le suivi de la mortalité
et du développement des larves se fait durant 15 jours. Les différentes malformations

obtenues sont aussi enregistrées.
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40 g de milieu de culture
+

10 ml de produit

.t n= zulunequ 2} ,l —_

-
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Témoin  Répétition 1 Répétiion2 Répétition 3  Répétition 4

Figure. 13 : Traitement des larves du 2°™ stade (Schéma original)
2.4.2. Effets des traitements sur le comportement :

Dans ce travail, nous avons analysé les effets de différents extraits végétaux (a des
concentrations sublétales) sur un comportement général aux insectes dont la drosophile,
I’orientation olfactive, mis en jeu dans la recherche de la nourriture chez les larves, dans la
reconnaissance des partenaires sexuels et dans la recherche des sites de ponte appropriés. Les
concentrations sublétales (Tab. 2) utilisées lors de nos tests éthologiques sont citées dans le

tableau suivant :

Tableau 2 : Les concentrations sublétales retenues dans les tests éthologiques

Molécules toxiques Concentrations (ng/ml)
P. harmala Feuilles 300
Fleurs 840
Graines 50
D. gniduim Feuilles 300
Baies 50
2.4.2.1. Comportement alimentaire chez les larves du 3*™ stade :

Test d’attraction olfactive -

Nous avons tout d’abord effectué¢ des tests basiques afin de mettre en évidence un
comportement larvaire associé aux différentes odeurs testées. Nous avons émis 1I’hypothése
qu’elles étaient capables de détecter leurs endroits, de les reconnaitre et éventuellement de les

distinguer.
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Les larves testées sont prises au début du dernier stade larvaire (L3). Ces larves, dont le
seul but est de se nourrir afin d'accumuler des réserves, sont faciles & manipuler et seront

utilisées pour nos tests.

Afin de réaliser ces tests, nous avons utilisé le matériel suivant : boites de pétri en
plastique (& 100 mm), papiers filtres Whatman, pinces fines, petites aiguilles (10 mm),
spatules inox, chronometres et coupelles en verre. L’aréne de test utilisée est une boite de
pétri contenant de 1’agar a 2%, dont le fond est recouvert d’un papier sur lequel on a dessiné
au crayon deux 2 zones circulaires (Zone «A» et «B») disposées ligne ; chacune des zones

représente 10% de la surface totale de I'aréne (Fig. 14).

Figure. 14 : Schéma de I’aréne de test (Schéma original)
[Boite de pétri, @ 100 mm]

Pour commencer, on a découpé les papiers filtres en forme cylindriqgue de 15 mm de
diameétre, puis on les a rince 3 fois a 1’éthanol et on les a mis dans une étuve a 90°c pendant
une nuit. Apres le rincage, ils seront manipulés uniquement avec les pinces. De la méme
maniere, tout le matériel utilise (pinces, boite de pétri, coupelle en verre..., etc.) est aussi

préparé 24 heures avant le jour d’utilisation.
Préparation des boites de pétri contenant de l’agar a 2%

Pour préparer 30 boites, on dissout 18,75 g d’agar avec 937,5 ml d’eau distillée, puis on

pose la casserole sur la plaque chauffante et on agite sans arrét pour s’assurer que la poudre se
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dissout complétement dans 1’eau. Le mélange est porté a ébullition jusqu’a I’apparition d’une
couche dense. La quantité préparée est distribuée sur les boites de pétrie a une épaisseur
d’environ 5 mm. Dans la température du laboratoire, deux heures sont suffisantes pour que le
milieu gélosé refroidit et la surface devient lisse. Ce dernier assure la facilité de déplacement

des larves.

Ensuite, on introduit les papiers filtres dans un milieu de culture témoin et un autre
mélangé avec une concentration dite sublétale de chaque produit testé (en renouvelant les
solutions de traitement & chaque fois selon le test). Aprés 3 heures, période suffisante pour
que les papiers filtres gardent 1’odeur de la nourriture fraiche, on les retire et on enléve le
milieu de culture en frottant avec une spatule sur ses deux c6tés. Ces papiers sont ensuite

placés dans les boites de pétri dans la zone A et B, puis fixés avec des petites aiguilles.
Suivi individuel des larves :

Les larves sont transvasées de 1’élevage vers une coupelle en verre, rincées a 1’eau
distillée afin d'éliminer toutes traces de milieu. Les larves sont alors placées dans un verre de
montre & l'aide d'un fin pinceau. Elles seront toutes déposées en méme temps dans la zone de
départ (Fig. 14). On referme alors la boite & I'aide d'un couvercle. A ce moment, on déclenche
le chronomeétre et on note le choix de chaque larve au bout de 5, 10, 15, 20 et 30, 60 minutes,
ainsi que le temps qu’elle met pour effectuer son premier choix (temps de détection en

secondes).

Les expérimentations se font sur des larves témoins et des larves traitées avec les
différentes concentrations sublétales de chaque produit avant 48h du jour de test ; c-a-dire que
2éme

le traitement se fait au stade. Nous avons réalisé I’ensemble des tests suivants :

Larves témoins (n=90)
Milieux testés : - Témoin vs Traité (n=30)
- Traité vs Traite (n=30)
- Témoin vs Témoin (n=30)
Larves traitées (n=90)
Milieux testés : - Témoin vs Traité (n=30)
- Traité vs Traité (n=30)

- Témoin vs Témoin (n=30)
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Au cours de toutes les expériences, les boites de Pétri sont tournées les unes par rapport

aux autres de 180° afin d’éviter toute influence de la lumiére.

Un Indice de Réponse (IR) est calculé selon Honda et al. (2014) comme suit: IR =
(nombre de larves présentes sur un milieu traité — nombre de larves présentes sur un milieu
témoin) / (nombre de larves présentes sur un milieu traité + nombre de larves présentes sur un
milieu témoin). Théoriquement il varie entre -1 (grande aversion pour le produit) et +1

(grande attraction pour le produit).

2.4.2.2. Comportement sexuel :

Description de la parade amoureuse chez la drosophile :

La parade amoureuse (Fig. 15) chez la drosophile est un comportement riche en
événements (Clynen et al., 2011 ; Chardonnet, 2013). Il n’est donc pas surprenant que cela
soit un des comportements les plus étudies (Grillet, 2006, 2009). Le comportement sexuel des
males est défini par un rituel de cour complexe correspondant a une succession d’actions
prédéterminées et invariables (Terhzaz, 2003 ; Dickson, 2008 ; Revadi et al., 2015) et
requiert de nombreux signaux sensoriels dont les signaux chimiques tiennent une place
importante (Greenspan & Ferveur, 2000 ; Sokolowski, 2001). Chez les drosophiles, les
phéromones (Fig. 16) connues sont des hydrocarbures cuticulaires (HCs) et le cis-vaccenyl
acetate (CVA) (Grillet, 2009). En effet, les femelles réceptives répondent a cette parade
amoureuse en permettant la copulation et ensuite 1’oviposition des ceufs (Hall, 1994 ; Bussell

etal., 2014).

Apres I’agrégation de males et de femelles sur la nourriture grace au cVA, un méle va
s’orienter vers une partenaire potentielle en utilisant sa vision (Grillet, 2009). Apres la
poursuite (Fig. 15-A), comportement appelé ‘’tracking’ dans la littérature, le male
s’approche de la femelle et tapote son abdomen avec ses pattes avant munies de leurs peignes
sexuels afin de s’assurer qu’elle est bien de la méme espéce et ceci grace a ses phéromones
sexuelles (hydrocarbures a chaine lourde, perceptibles a faible portée et par contact) (Fig. 15-
B) (Hall, 1994 ; Chabaud, 2008 ; Clynen et al., 2011).

Apres la phase de tapotement, le male étend I’une des deux ailes perpendiculairement a
son corps et la fait vibrer. Ces vibrations produisent deux types distincts de sons ; le son
“pulse’’ et le son “’sine‘’, qui sont répetes plusieurs fois en une seule séquence et qui forment

le chant amoureux (Fig. 15-C) (Von Schilcher, 1976 ; Crossley et al., 1995 ; Kowalski et
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al., 2004). En réponse a ce chant, la femelle réduit sa locomotion et s’arréte indiquant une

augmentation de sa réceptivité (Grillet, 2009).

Ensuite le male se positionne derriere la femelle immobilisée, fait ressortir son proboscis
et leche les parties génitales de la femelle (Fig. 15-D), qui fait ressortir a son tour son
ovipositeur ou elle émet également d’une gouttelette. Cette étape permet des échanges de
signaux tactiles et/ou chimiques entre le male et la femelle (Marcillac et al., 2005 ; Kurtovic
et al., 2007 ; Benton, 2007 ; Pavlou & Goodwin, 2013 ; Lebreton et al., 2014).

Immédiatement, le méale essaie de copuler ce qui est visible par la courbure de son
abdomen (Fig. 15-E). Quand la femelle est réceptive, elle étend ses ailes latéralement, ouvre
sa plaque vaginale et permet au male de se positionner sur son dos en s’accrochant a 1’aide de
ses peignes sexuels (Hall, 1994). Une femelle non réceptive va donner des coups de pattes au
male, élever et descendre son abdomen, fuir ou extruder totalement son ovipositeur (Spieth,
1952 ; Lasbleiz et al., 2006). Si I’accouplement échoue, le male peut éventuellement

reprendre sa parade a une étape précédente (Grillet, 2009).

Deux partenaires normaux réussissent I’accouplement avec un taux de plus de 90% (Fig.
15-F). Aprés une copulation qui dure environ 20 minutes chez D. melanogaster, le méle se
retire. La méme femelle pourra éventuellement recouvrer de nouveau sa réceptivité 8 a 10

jours apres la premiére copulation (Terhzaz, 2003).
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@ Orientation
Vue (Repérage de la 2)

Attouchements
Toucher, Chimiodétection (Phéromone

de contact de la ©)

@ Chant nuptial .
Audition, Chimiodétection (Emission de

phéromones par le &)

@ Léchage "
Toucher, Chimiodétection (Emission de

phéromones par la 2)

@ Tentative d’accouplement

@ Accouplement

Figure. 15 : Les différentes étapes et les stimuli sensoriels impliqués de la parade
amoureuse chez D. melanogaster [A, B, C,DetE : (x0,67) ; F : (x 3)] (Photos originales)
[Les observations comportementales ont été enregistrées au niveau du laboratoire a /’aide d'un

stéréoscope sous des conditions contrdlées, qui sont bien décrites dans la partie suivante]

25



Matériel & Méthodes

'_/
Rencontre

Contact

@~ O

Vibration
alaire

Tentative
Léchage d'accouplement
~ 5.T:5-Tricosene |
7<T : 7-Tricosene @ stimulation
7, 1IND : 7,11-nonacosadienc | © inhibition
7, 1MTHD : 7,11-heplacosadiene |
7-P : 7-Pentacosene ‘ @ action synergique

9-P : 9-Pentacosene

Figure. 16 : Schéma récapitulant les sequences comportementales sous le contréle des

interactions chimiques entre les deux partenaires (Chabaud, 2008).
[La Iégende a gauche correspond aux hydrocarbures cuticulaires (phéromones sexuelles) produits par
les partenaires et celle de droite a leurs effets sur le comportement au cours des différentes phases de
la parade. Source: Everaerts C., CNRS UMR 5548]

Test de comportement :

Les mouches utilisées lors des tests du comportement sont issues de traitement réalisé sur
des larves du 2°™ stade par les différents extraits végétaux a des concentrations sublétales.
Ces dernicres sont vierges et agées de 3 a 5 jours afin qu’elles soient sexuellement matures.
Les individus sont sexés a I’émergence apres avoir subi une bréve anesthésie au froid. Nous
avons évité 'utilisation de 1’éther ou le dioxide de carbone, ou I’anesthésie par froid semble
étre la seule mode qui n’affecte pas le systéme nerveux d’insectes. En effet, le temps de réveil
est réduit (de I’ordre d’une a deux minutes). De plus, aucune modification comportementale
liée a cette méthode n’a été signalée (Ashburner & Roote, 1989). Les insectes sont
maintenus isolés (individuellement) dans des petits tubes contenant le milieu d’élevage.

L’isolement permet de s’assurer que les insectes n’ont pas eu de contact entre eux.

Toutes les experimentations se déroulent dans une salle silencieuse, obscure et éclairée
par une lumiére rouge. Cette derniere permet de limiter considérablement I’influence des

stimuli visuels (Boll & Noll, 2002). Les tests ont toujours lieu entre 9h et 13h, qui est la
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période qui correspond au pic d’activité comportementale des mouches, dans les mémes

conditions de température et d’humidité décrites précédemment (d’élevage).

Afin de pouvoir observer les mouches, nous utilisons des cellules du comportement
composées d’un verre de montre de 3 cm de diametre et de 0,5 cm de hauteur retourné sur une
plaque de verre de 6 cm X 5 cm percée en son centre d’un orifice de diamétre 0,3 cm (Fig.
17). Ce trou permet d’insérer les mouches a I’aide d’un petit tube directement dans la cellule

du comportement aprés 1’anesthésié des individus.

Sachant que cette manipulation est stressante pour les insectes, le male est d’abord
introduit dans la cellule du comportement afin de s’habituer a ce nouvel environnement, puis
la femelle cing minutes plus tard. Le moment ou la femelle est introduite dans la cellule
correspond au temps t0 de début du test.

Verre de montre

Plaque en verre

T Bs-— Mouche

Je——— Extréemité
de tube a essai

—/

Figure. 17 : Dispositif utilisé pour les tests de parade et d’accouplement (Schéma modifié
d’aprés Grillet, 2009)

La série séquentielle de la parade sexuelle est directement observée par une loupe a main,
pendant une période totale d’observation de 30 minutes. Le temps de premier contact,
vibration ailiére, léchage et tentative sont enregistrés ainsi leurs nombres. Les parametres
mesurés sont les suivants : la fréquence d’accouplement qui correspond au nombre de couples
s’étant accouplés sur le nombre de couples testés multiplié par 100. La latence
d’accouplement (LA) qui correspond au temps écoulé avant le début de 1’accouplement. La

durée d’accouplement (DA) qui correspond au temps durant lequel les partenaires se sont
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accouplés. Les tests du comportement sexuel sont effectués suivant quatre types de
croisement :

a/ Male témoin x Femelle témoin (30 couples),

b/ Male traité x Femelle témoin (30 couples),

¢/ Male témoin x Femelle traitée (30 couples),

d/ Méle traité x Femelle traitée (30 couples).
2.4.2.3. Comportement d’oviposition :

Dans le but de déterminer le choix du site de ponte chez D. melanogaster, les femelles
fécondées pendant le test précédant (seulement qui ont abouti a un accouplement réussi) sont
séparées individuellement dans des boites en plastique. Deux verres de montre contiennent un
milieu de culture sain et un autre traité par une concentration sublétale (selon le produit testé),
sont placés au fond de chaque boite. Ces derniers vont étre récupérés apres 48 heures afin de
compter les ceufs pondus sous un stéréoscope, avec la précision de la nature du milieu

sélectionné (Fig. 18).

| )=

Figure 18. Chambres d’oviposition (Schéma original)

Un Indice de Préférence d’oviposition (IPO) est calculé selon Flaven-Pouchon et al.
(2014) comme suit : IPO = (nombre d’ceufs sur un milieu traité¢) — (nombre d’ceufs sur milieu
témoin) / (nombre d’ceufs sur le milieu trait¢) + (nombre d’ceufs sur le milieu témoin).
Théoriqguement il varie entre -1 (grande aversion pour le produit) et +1 (grande attraction pour
le produit).
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2.5. Caractérisation des effets létaux et sublétaux des extraits végetaux chez B.
germanica :

2.5.1. Etude toxicologique :

L’application a été effectuée par ingestion sur des adultes de B. germanica nouvellement
émergés (0 jour) ; les jeunes adultes sont isolés et regroupés par 10 du méme sexe dans des
boites (12 x 9 x 4,5 cm) avec de croquettes pour chien (aliment) et des tubes contenant de
diverses concentrations d’extraits végétaux (selon le test) pour abreuver (Tab. 3). Chaque
experience est répétée trois fois (10 individus du méme sexe/répétition). Une série témoin est
conduite en paralléle ou les individus recoivent uniquement de I’eau pure (n=10). Pendant 30

jours, on note quotidiennement le nombre d’individus morts.

Tableau 3 : Les concentrations utilisées pour le traitement des adultes de la blatte

Concentrations 1 (ug/ml) 2 (pg/ml) 3 (ng/ml)
Molécules toxiques

P. harmala Feuilles 300 700 1000
Graines 300 500 750
D. gniduim Feuilles 300 700 1000
Baies 100 250 500

2.5.2. Effets des traitements sur le comportement :

Cette etude vise a rechercher les effets des concentrations sublétales de différents extrais
végétaux sur le comportement sexuel et le comportement d'orientation olfactive (grégaire) de
B. germanica vis-a-vis de I’odeur de congénéres. Nous avons utilisé les concentrations

suivantes :

Tableau 4 : Les concentrations sublétales retenues dans les tests éthologiques

Molécules toxiques Concentrations (ug/ml)
P. harmala Feuilles 300
Fleurs 700
Graines 300
D. gniduim Feuilles 300
Baies 100
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2.5.2.1. Comportement sexuel :

Description du comportement sexuel chez B. germanica :

Chez B. germanica, le comportement sexuel se compose trés schématiquement de cing
phases successives (Fig. 19) : I’attraction a distance du male, la reconnaissance mutuelle des
partenaires aprés contacts antennaires, la parade du le méle, le léchage des glandes tergales du
male par la femelle et enfin 1’accouplement (Tokro, 1984 ; Clynen et al., 2011 ; Habbachi,
2013 ; Bell et al., 2014).

Le rapprochement des sexes favorisé par I'existence d'une phéromone sexuelle femelle
sensu stricto ; elle adopte une position caractéristique, peu spectaculaire et difficile a observer
(ouverture furtive de I’atrium génital) pendant qu'elle émet sa phéromone sexuelle volatile,
Blattellaguinone (Fig. 19-A) (Liang & Shall, 1993 ; Nojima et al., 2005). Le méale ne
présente pas de modification comportementale et il n’y a pas de posture particuliére associée a

la détection la phéromone sexuelle femelle (Tokro, 1984).

Le méle ainsi attiré vient au contact de la femelle ; il fléchit ses pattes antérieures, baisse
la téte et les antennes se déplacant dans toutes les directions jusqu'a ce qu'il entre en contact
de la femelle (Nishida & Fukami, 1983). Il lui faut environ de cing a trente secondes pour la

PErcevoir.

Le méle et la femelle se reconnaissent mutuellement & laide des contacts
antennaires (Fig. 19-B) ; lorsqu'un male arrive au contact d'une femelle, ses antennes sont
presque verticales puis il les abaisse brusquement afin qu'elles la touchent. Souvent la femelle
reléve aussi ses antennes pour établir des contacts avec lui (Tokro, 1984 ; Bell et al., 2014).
IIs discriminent le sexe du partenaire grace aux nombreux chimiorécepteurs de contacts

présents sur leurs antennes (Masson & Brossut, 1981 ; Nishida & Fukami, 1983).

Le contact mutuel déclenche chez le male un comportement de parade (Fig. 19-C), il
tourne son abdomen vers la femelle et releve brusquement ses ailes, lui présentant ainsi les
glandes tergales (Bell et al., 2014). 1l répéte cet acte une dizaine de fois en moyenne. Les
ailes, qui restent relevés quelques secondes (une minute au maximum), forment un angle de
30° a 90° environ avec le reste du corps. Il découvre completement ses tergites abdominaux
sur lesquels se trouvent les glandes tergales (partie antérieure des tergites 7 et 8), la cuticule a
cet endroit presente de profondes modifications (Hales & Breed, 1983 ; Gemeno & Schal,

2004 ; Lihoreau et al., 2008). Au repos, ces glandes sont cachées par le bord postérieur des
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tergites 6 et 7 et par les ailes. Les glandes tergales sont visibles a I'ceil nu ; il suffit de relever
les ailes et de presser le thorax pour distendre I'abdomen. Souvent, on peut méme apercevoir
la sécrétion tergale aphrodisiaque (film liquide) au fond et au bord des dépressions
cuticulaires (Rust et al., 1995). Pendant qu'il parade, les antennes du méle restent toujours en

contact avec le corps ou les antennes de la femelle (Nishida & Fukami, 1983).

Un mélange de deux produits phéromone sexuelle de contact (diméthyle-3, 11
nonacosanone-2 et dimethyle-3, 11 hydroxy-29-nonacosanone-2), présent dans la cire
cuticulaire (hydrocarbures cuticulaires) de la femelle, déclenche le relevement des ailes du
male (ou "wing-raising posture™) aprés contact antennaire (Fig. 20) (Nishida & Fukami,
1983 ; Gemeno & Schal, 2004 ; Kilani-Morakchi et al., 2009).

La femelle, réceptive et excitée, monte sur le dos du male pour lécher les sécrétions
tergales, ce qui la place dans une position favorable a I'accouplement (Fig. 19-D) (Hall,
1994). La sécrétion des glandes tergales ne constitue pas uniquement un message sensoriel
percu par contact. Les palpes labiaux (surtout) de la femelle sont constamment en
mouvement, mais l'observation des piéces buccales montre que la sécrétion est « léchée » et
absorbée. Le léchage est assez bref (10 a 40 secondes). Durant le Iéchage, la téte de la femelle
est au-dessus des tergites 7 et 8, I'abdomen du male est aplati contre le sol et les cerques
arrivant sous le thorax de la femelle. Il arrive qu'une femelle léchant les sécrétions tergales
refuse de s'accoupler, elle s'éloigne. Le male, qui la suit en gardant le contact antennaire et
relevant de temps en temps les ailes, continue de la suivre en la touchant de ses antennes puis
finit par renoncer (Tokro, 1984 ; Habbachi, 2013).

Lorsque la femelle est sur le dos du méle, ce dernier étend progressivement son abdomen
sous la femelle et agrippe les gentalia a I'aide de son phallomere. Une fois I'accouplement
réalisé, le male se retourne et les deux individus se retrouvent en position opposée (Fig. 19-E)
(Bell et al., 2007). Tandis que le male reste immobile, la femelle est plus active et se déplace

en "tirant™ le male derriere elle. L'accouplement dure environ 45 a 70 minutes.
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@ Attraction a distance du male par la femelle
Phéromone volatile : blattellaquinone

Reconnaissance mutuelle aprés contact antennaire
Phéromones de contact femelle :
3,11diméthyl-2-nonacosanone
29- hydroxy-3, 11-diméthyl-2-nonacosanone

@ Comportement de parade du male

@ Léchage des glandes tergales du male par la femelle

@ Accouplement

Figure. 19 : Comportement sexuel chez B. germanica (Photos originales)
[Les observations comportementales ont été enregistrées au niveau du laboratoire sous des conditions

contrélées, qui sont bien décrites dans la partie précédente]
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0O Me Me

Me—C—CH— (CH2)7—CH— (CH 2) 17 —Me

diméthyle-3,11 nonacosanone-2

o

dimethyle-3, 11 hydroxy-29-nonacosanone-2
Figure. 20 : Formule chimique de phéromone sexuelle de contact chez la femelle
Test de comportement :

Les larves les plus agées sont prélevées dans 1’élevage de masse et regroupées entre elles,
ce qui nous permet de récupérer quotidiennement les adultes dés la mue imaginale (jO). Ces

derniers sont regroupés selon leur sexe. lls sont élevés dans les mémes conditions d’élevage.

L’identification des méles et des femelles se fait a I’ceil nu grace a la forme des ailes et a

celle des extrémités abdominales ventrales (Fig. 21).

Le ' W,

Figure 21. Face ventrale de ’abdomen montrant les plaques sous-genitales des

adultes de B. germanica (Photos originales)
[A : Méle, B : Femelle (x 2)]

Les expérimentions sont faites sur des adultes vierges n'ayant jamais été en contact avec
leurs partenaires et agés de 8 jours (sexuellement matures). Pendant cette période, les insectes
sont en exposition aux différentes concentrations d’extraits végétaux. Nous avons utilisé des
boites rectangulaires (17,5 x 11,5 x 7 cm) avec deux ouvertures grillagées de 1,5 cm de

diamétre percées dans le couvercle. Les tests se deroulent dans une salle obscure sous une
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lumiere rouge de faible intensité (non visible par cette espéce) (Fig. 22). Les conditions de

température et d’humidité de la salle de test sont les mémes que celles de 1’élevage.
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Figure 22. Enceinte close utilisée pour les tests d’accouplement (Schéma original)

Nous introduisons chaque fois une femelle a I’extrémité de 1’enceinte et quelques minutes
ensuite nous introduisons un male a I’extrémité opposée. Grace a un chronometre, on note le
temps de premier contact antennaire entre les deux sexes, le temps de la premiere parade du
male, le nombre de parades, le temps du premier léchage des sécrétions tergales du male par
la femelle, le nombre de léchage, le temps de la premiere tentative d’accouplement et le
nombre de ces tentatives. La latence et la durée d’accouplement, s’il est réussi, sont aussi

enregistrées. Nous avons réalisé les quatre tests suivants :

a/ Male témoin x Femelle témoin (10 couples),
b/ Male traite x Femelle témoin (10 couples),
¢/ Méle témoin x Femelle traitée (10 couples),

d/ Male traité x Femelle traitée (10 couples).

Une fois I’accouplement réussit, les oothéques pondues sont récupérées dans des tubes en
plastiques bouchés par le coton. Ces dernieres ont fait 1’objet d’un suivi au laboratoire et on

note la durée que mette la blatte pour pondre 1’oothéque, la date d’éclosion ainsi le nombre

des larves de L; qui quittent cette capsule.
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2.5.2.2. Comportement grégaire :

Il s’agit d’abord de tester différentes sources d’odeurs (hydrocarbures cuticulaires) vis-a-
vis les adultes de B. germanica, afin de mettre en évidence un éventuel effet insecticide

d’extraits végétaux sur le phénomeéne d’attraction et 1’acuité olfactive d’insectes.

Préparation des extraits :

Apres anesthésie par le froid (-20°C), les adultes sont plonges individuellement dans des
petits flacons contenant 1 ml d’hexane. L’extraction dure 5 minutes a température ambiante.

On retire les insectes du solvant et les extraits sont conserves a -20°C jusqu’a leur utilisation.

Les individus extraits sont des males et des femelles naifs agées de 8 jours, témoins ou
traités par les différents extraits végétaux a des concentrations sublétales. Les quatre extraits
adultes que nous avons préparés sont les suivants :

- méle témoin,
- femelle témoin,

- méle et femelle (traités avec chaque concentration sublétale utilisée).

Mise au point du test de comportement d’agrégation olfactive :

Les réponses d’agrégation sont enregistrées dans un olfactometre bidirectionnel. C’est un
dispositif permettant de quantifier le comportement exploratoire d’un animal de petite taille
vis-a-vis d’une source odorante. Selon sa taille, il peut étre utilisé pour différents insectes
comme les pucerons (Petterson, 1970), des parasitoides (Vet et al., 1983), les abeilles
(Pham-Delégue et al., 1990). L’insecte s’y déplace en marchant (Rafalimanana, 2004). Il
prend en compte la variabilité inter-individuelle des réponses (Petterson, 1970 ; Vet et al.,
1983).

C’est un tube en verre en forme de Y de 2 cm de diamétre (branche principale : 30 cm de
long, branches secondaires 20 cm de long) (Fig. 23). L’olfactométre est traversé par un faible
courant d’air pur (fourni par un petit compresseur d'aquarium) filtré sur une cartouche de
charbon activé. La vitesse du courant d’air arrivant en amont des branches secondaires est
contrélée par un débitmeétre et fixée & 10 ml/min afin d’éviter toute réponse anémotactique de

I’insecte.

Les individus a tester (n=15) sont placés dans une petite boite (6 x 5 x 4,5 cm) munie

d’une porte grillagée qui permet de libérer l’insecte dans la branche principale de
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Iolfactométre. Un papier filtre (1 cm” environ) imbibé d'extrait a tester est placé, dans ’une
des branches secondaires, 2 a 5 minutes avant le début du test pour que ’hexane s’évapore.

Ce stimulus est renouvelé touts les 3 individus testés.

Apres chaque changement d'individu testé, la chambre d'observation est nettoyee a
I'éthanol afin d’éviter l'effet des éventuels marquages chimiques laissés par les individus

précédents, ainsi aprés chaque extrait utilisé.

Le début du test correspond au moment de la libération de la blatte dans la branche
principale de I'olfactomeétre. On note le temps de détection (TD) qui correspond au temps que
met la blatte a arriver a l'intersection des deux branches, le choix de I’insecte et le temps qu’il

met pour arriver (TA) & la source odorante (le papier filtre).

Ces tests se déroulent dans les mémes conditions de température et d’obscurité citées

plus haut.

Figure 23. Olfactomeétre Bidirectionnel en Y (Photo originale)

[A : Olfactométre ; B : Lampe rouge ; C : Compresseur ; D : Débimétre ;

E : Tuyaux d'arrivee d'air]

2.6. Analyses statistiques des données :
2.6.1. Tests de toxicité :

En ce qui concerne les résultats obtenus pour 1’étude toxicologique, nous avons calculé,
selon les procédés mathématiques de Finney, les concentrations létales (CL50 et CL90) et les

temps létaux (TL50 et TL90) pour chacun des extraits végétaux utilisés.
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Selon la période d’exposition aux produits, la variable mesurée est le nombre des
individus morts quotidiennement chez les deux insectes étudiés. Le taux de mortalité observé
est corrigé par la formule d’Abott qui permet de connaitre la toxicité réelle des produits. Les
différents taux subissent une transformation angulaire d’apres les tables de Bliss. Les données
sont ainsi normalisées et font 1’objet d’une analyse de variance sur XLStat 2009 ; celles
obtenues sont alors transformées en probits, ce qui permet d’établir une droite de régression
en fonction des logarithmes décimaux des concentrations utilisées. Le test Chi2 permet un
bon ajustement de la droite (Finney, 1971). A partir de cette droite, on calcule les

concentrations létales ou les temps létaux.
2.6.2. Les tests comportementaux :

Les différents temps obtenus ont été analysés par des méthodes métriques descriptives
donnant la moyenne, 1’écart-type, le minimum et le maximum ainsi que la variance (Box
plots). Les résultats obtenus sont alors comparés en utilisant une analyse des variances
(ANOVA) sur XLSTAT 2014 software (Addinsoft, New York, NY).

Les résultats des tests de choix obtenus sont comparés en utilisant la simulation de
Monté-Carlo, basée sur un test Chi2 au seuil a = 0,05 (Vaillant & Derrij, 1992).
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3. Résultats :

3.1. Effets toxiques des extraits végétaux sur la mouche du vinaigre, D. melanogaster :
3.1.1.Effets d’extrait aqueux des feuilles de P. harmala sur la drosophile :

3.1.1.1. Essai insecticide a I’égard des larves du 2°™ stade :

Le tableau 5 illustre I’évolution du taux de mortalité chez D. melanogaster en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion de la décoction de feuilles de P. harmala, a 1’égard
Zéme

des larves du stade.

A une concentration de 50 pg/ml, ce produit provoque seulement 3,3% de mortalité au
bout de 2 jours, ce taux se stabilise jusqu’a la fin du 15°™ jour d'exposition (Tab. 5). Pour la
concentration de 300 pg/ml, le taux moyen de mortalité des larves est, respectivement, de
1,11 et 3,33% a 2 et 5 jours, de 16,66% a 10 jours et de 27,8% a 15 jours (Tab. 5). La
mortalité augmente lorsqu’on utilise la concentration la plus élevée (1000 ug/ml) ; 22,22% a 5
jours et 42,22% a 10 jours. A cette derniére, plus de 71,1% d’insectes meurent au bout de 15

jours (Tab. 5). Notons qu’aucune mortalité n’a été observée chez les témoins.

Au seuil de significativité a= 0,05, la comparaison des variances montre qu’il n’existe pas
de différences significatives entre la mortalité enregistrée pour les trois concentrations
utilisées au bout de 2, 5, 10 et 15 jours (Tab. 5).

Tableau 5 : Mortalité corrigée chez les larves de D. melanogaster traitées par I’extrait

aqueux de feuilles de P. harmala

2j 5) 10j 15j Fobs p
S0pg/ml 3,3% 3,3% 3,3% 3,3% 0 1
300pg/ml 1,11% 3,33% | 16,66% | 27,8% | 0,69 | 0,58
1000pg/ml | 15,55% | 22,22% | 42,22% | 71,1% | 1,15 | 0,38

Fobs 0,26 191 1,13 1,26
p 0,78 0,23 0,38 0,35

Les résultats consignés dans le tableau 6 résument les différents paramétres
toxicologiques d’extrait aqueux de feuilles de P. harmala. Ces derniers montrent qu’il ya une
forte corrélation entre le taux de mortalité et le temps d’exposition des mouches a différentes

concentrations de produit (le coefficient de corrélation « R2 » est de 0,96 a 0,97) (Tab. 6).
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Les concentrations létales obtenues, 2, 5, 10 et 15 jours aprés traitement, sont
respectivement de 3,71*10°, 2,19*10%, 1,58*10° et 5,49*10% ug/ml pour la CL50 et 7,71*10’,
1,07*10°% 1,58*10* et 2,75*10° pg/ml pour la CL90 (Tab. 6). Les temps létaux, pour les
différentes concentrations testées, sont respectivement de 69,18, 32,36 et 7,08 jours la TL50
et de 1318,26, 144,54 et 69,18 jours la TL90 (Tab. 6).

Tableau 6 : Parameétres toxicologiques des feuilles de P. harmala

A : en fonction du temps d’exposition des larves / B : en fonction de la concentration utilisée

Concentrations léthales :

“A” Droite de regression CLso (ng/ml) CLgo (ng/ml)
2j Y=1,99+054 X  R2=0,30 3,71*10° 7,71*10°
5j Y=170+076 X  R2=0,64 2,19*10" 1,07*10°
10j Y=1+1,25X R2= 0,99 1,58*10° 1,58*10"
15j Y=0,02+182X  R2=0,99 5,49*10° 2,75%10°

Temps léthaux :
“B” Droite de regression TLso (jours) TLg (jours)
50pg/ml Y=3,16 + 0,003 X R2=0,97 69,18 1318,26
300pg/ml Y=199+199X  R2=0,96 32,36 144,54
1000pg/ml Y=389+130X  R2=0,96 7,08 69,18

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des concentrations et/ou des temps]

3.1.1.2. Impact sur la croissance et la durée de développement :

L’effet d’extrait aqueux de feuilles de P. harmala administré par ingestion chez les larves
de 2°™ stade de D. melanogaster allonge significativement la durée de la vie larvaire (durée
sans traitement d’environ 2 a 3 jours) (Tab. 7). Au bout de 2 et 5 jours, une diminution dans
le pourcentage des pupes d’une maniére proportionnelle aux concentrations testées est
également enregistrée (Tab. 7). A 2 jours, les valeurs moyennes enregistrées sont de 60%
pour les témoins, 23% pour 50 ug/ml, 58,43% pour 300 ug/ml et 32,89% pour 1000 pg/ml
(Tab. 7). De plus, 4,29% a 6,90% des larves n’arrivent pas & assurer leur transformation

pupale a 5 jours du traitement (Tab. 7).

Ce produit réduit également le pourcentage d’émergence des adultes de D. melanogaster
comparativement aux témoins et ce avec un effet dose-réponse (Tab. 7). Au bout de 10 jours,
les valeurs moyennes sont de 100% pour les témoins, alors que 26,93% (3,86% des larves et

23,07% des pupes) n’arrivent pas a se développer en adultes (Tab. 7).
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Tableau 7 : Taux d’individus, par stade, issus des traitements par I’extrait aqueux de

feuilles de P. harmala

2 5j 10j 15j
L | 40% L| O L] O L] 0
Tm| N=30 [P | 60% | N=30 [ P | 100% | N=30 [P | o0 N=30 [ P | O
Al 0 A| o© A | 100% A | 100%
L| 77% L | 6,90% L| O L| 0
1| N=29 [P | 23% | N=29 [ P [93,10%| N=29 | P [1034%| N=29 [ P | 0O
Al 0 A| O A |89,66% A | 100%
L [4157% L| O L| O L| 0
2 IN=29,66[ P |5843%| N=29 [ p | 100% | N=25 [ p | 1206 |N=2167] P | 0
Al 0 Al o A | 88% A | 100%
L 67,11% L | 4,29% L | 3,86% L | 3,81%
3 |N=2533 P [32,89%|N=23,33[ P |95,71%|N=17,34 P |23,07%| N=8,66 | P | 3,81%
Al 0 Al 0 A [73,07% A [92,38%

[Tm : Témoins ;

1:50ug/ml ; 2 : 300ug/ml ; 3 : 1000ug/ml ; N : Nombre moyen d’individus issus

des différents traitements ; L : Larve ; P : Pupe ; A : Adulte]

Des malformations (Fig. 24) ont été enregistrées chez les pupes, au niveau des ailes et des

pattes des adultes, aprés un traitement par les différentes concentrations de la plante toxique.

De plus, certaines pupes présentent une réduction importante de la taille par apport aux

témoins.

(A) Sur les larves de 3 °™ stade (x 4,5)
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(B) Sur les adultes (x 4,5)
Figure 24. Effet d’extrait aqueux de feuilles de P. harmala sur D. melanogaster (Ph.O)

3.1.1.3. Effets du traitement par une concentration sublétale (300pg/ml) sur
le comportement de D. melanogaster :

Effet sur le comportement alimentaire des larves du 3°™ stade :

Dans un premier temps, nous avons observé la réponse des larves du 3*™ stade (témoins
et traitées) afin de souligner des différences potentielles dans les préférences alimentaires
(attraction ou répulsion) avec ou sans exposition a I’extrait végétal ; cas de la décoction
foliaire de P. harmala. Ce test permet ainsi de déterminer les effets différés du produit, a une

concentration sublétale (300 pg/ml), sur la capacité olfactive de I’insecte.
Chez les larves témoins :

Le tableau 8 illustre 1I’évolution du pourcentage de larves témoins présentes au dessus ou

au dessous du papier filtre en fonction du temps.
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Il indique que sur 51,72 % des larves effectuent un choix (attirées) au bout de 2 minutes,
elles choisissent toutes le coté témoin a 100% alors qu’aucune larve n’a choisit le coté du
papier filtre imprégné de milieu traité par la décoction (p = 1) (Tab. 8). Aprés 5, 15, 30 a 60
minutes, le taux d’attractivité augmente graduellement jusqu’a 93,10% (seulement 6,90% des
larves sont non attirées) (Tab. 8). Le test de Monté Carlo indique que le nombre moyen de
larves présentes dans la zone traitée de décoction (18,52%) est significativement différent de
celui du témoin (81,48%) avec une p égale a 1 (Tab. 8). Lors des observations, on remarque

que les larves font demi-tour lorsqu’elles arrivent sur une zone traitée, comme pour 1’éviter.

En présence des deux milieux traités (traité vs traité), peu de larves témoins montrent des
réponses marquées envers I’odeur de feuilles de P. harmala (Tab. 8). Cependant, on peut
remarquer qu’elles continuent a distinguer clairement les deux milieux témoins (témoin vs
témoin) ; dont le taux d’attractivité est égale a 100% en 2 minutes seulement (Tab. 8). Ce test
montre une répartition homogene des larves sur les 2 spots, ce qui indique gue ce dernier a un

effet apparent sur leur comportement.
Chez les larves traitées :

Le tableau 9 illustre 1’évolution du pourcentage de larves traitées, qui sont élevées sur un
milieu artificiel additionné a une concentration sublétale d’extrait aqueux des feuilles de P.

harmala (300 pg/ml), présentes au dessus ou au dessous du papier filtre en fonction du temps.

Dans un intervalle de temps de 2 a 5 minutes, plus de 51,72% a 89,66% des larves
traitées sont non attirées par n’importe quelle odeur testée (p = 1 et p < 0,904, respectivement)
(Tab. 9). En revanche, ce n’est qu’aprés 30 a 60 minutes ou elles peuvent effectuer un choix
en démontrant une attirance non significative pour le milieu traité a la décoction (= 77%)
(Tab. 9).

Quand elles sont en présence de deux milieux similaires (témoin vs témoin ou traité vs
traité), les résultats obtenus ne révélérent aucun signe d’une préférence alimentaire dans ces
conditions expérimentales (Tab. 9). Pour chaque test, les taux d’attractivité apres 2, 5, 15, 30
et 60 minutes sont respectivement : 0, 27,59, 65,52, 65,52 et 62,07% pour les milieux témoins
et 0, 10,34, 27,59, 62,07 et 58,62% pour les milieux traités (Tab. 9).
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Tableau 8 : Attractivité des larves témoins vis-a-vis les différentes odeurs testées (n=30)

Dans 2 min :
Test A NA p
51,72%
1 1562/0 (;/ro 4828% | <0,904 (NS)
p:1,00(S)
2 100% 0% 1,00 (S)
3 6,90% 93,10% 1,00 (S)
Dans 5 min :
Test A NA p
75,86%
Tm Tr
1 95.45% 4.45% 24,14% 0,992 (S)
p:1,00(S)
2 96,55% 3,45% 1,00 (S)
3 37,93% 62,09% < 0,904 (NS)
Dans 15 min :
Test A NA p
79,31%
™ Tr
1 65.22% 34.78% 20,69% 1,00 (S)
p:<0,922 (NS)
2 93,10% 6,70% 1,00 (S)
3 58,62% 41,38% < 0,904 (NS)
Dans 30 min :
Test A NA p
89,66 %
Tm Tr
1 76.92% 23.08% 10,34% 1,00 (S)
p:0,99(S)
2 100% 0% 1,00 (S)
3 62,07% 37,93% < 0,904 (NS)
Dans 60 min :
Test A NA p
93,10 %
™m Tr
1 81,48% 18,52% 6,90% 1.00(S)
p:1,00(S)
2 96,55% 3,45% 1,00 (S)
3 58,62% 41,38% < 0,904 (NS)

[1 : Milieu témoim vs milieu traité aux feuilles de P. harmala (300ug/m/), 2 : Milieu témoin vs milieu

témoin, 3 : Milieu traité vs milieu traité, aux feuilles de P. harmala (300ug/ml), Tm : Milieu témoin,
Tr : Milieu traité, A : Attiré, NA : Non attiré, S : Significatif, NS : Non significatif]
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Tableau 9 : Attractivité des larves traitées, a une concentration sublétale de feuilles de P.

harmala (300 pg/ml), vis-a-vis les différentes odeurs testées (n=30)

Dans 2 min :
Test A NA p
10,34 %
Tm Tr
1 0% 100% 89,66% 1,00 (S)
p:<0,885 (NS)
2 0% 100% 1,00 (S)
3 0% 100% 1,00 (S)
Dans 5 min :
Test A NA p
48,28%
1 282;‘% 71;;% 51,72% | <0,904 (NS)
p:<0,915 (NS)
2 27,59% 72,41% 1,00 (S)
3 10,34% 89,66% 0,98 (S)
Dans 15 min :
Test A NA p
65,52 %
Tm Tr
1 26.32% 73.68% 34,48% 0,904 (NS)
p:<0,975(S)

2 65,52% 34,48% 0,904 (NS)
3 27,59% 72,41% 0,98 (S)
Dans 30 min :

Test A NA p
72,41%
™m Tr
1 23.08% 76.92% 27,59% <0,980 (S)
p: 0,988 (S)
2 65,52% 34,48% < 0,904 (NS)
3 62,07% 37,93% < 0,904 (NS)
Dans 60 min :
Test A NA p
93,10 %
Tm Tr
1 23,81% 76,19% 6,90% 1.00(S)
p:<0,922 (NS)
2 62,07% 37,93% < 0,904 (NS)
3 58,62% 41,38 % < 0,904 (NS)

[1 : Milieu témoim vs milieu traité aux feuilles de P. harmala (300ug/m/), 2 : Milieu témoin vs milieu

témoin, 3 : Milieu traité vs milieu traité, aux feuilles de P. harmala (300ug/m!), Tm : Milieu témoin,
Tr : Milieu traité, A : Attiré, NA : Non attiré, S : Significatif, NS : Non significatif]
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Les résultats concernant I’indice de réponce (IR) des larves de D. melanogaster témoins
ou traitées sont représentes sur la figure 25. Au bout 2, 5, 15, 30 et 60 minutes, les valeurs du
IR obtenues chez les larves témoins sont toujours négatives envers le milieu traité a 1’extrait
aqueux des feuilles de P. harmala (300 ug/ml), ce qui indique une aversion importante a ce
produit en comparaison a celles traitées. Cette derniéres montre a leur tour une attraction

modérée au cour du temps (Fig. 25).

e, Ty ==L Tr

S~

0

Indice de Réponce

-1

2 5

15 30 a0

Temps (min)

Figure 25. Indice de réponse (IR) des larves de D. melanogaster (témoins et traitées)
envers I’extrait aqueux des feuilles de P. harmala (300 pg/ml) dans le test du choix

[LTm : Larves témoins, LTr : Larves traitées aux feuilles de P. harmala (300ug/ml)]

Quel que soit le stimulus (test 1, 2 et 3), les temps moyens mesurés chez les larves

témoins sont significativement différents (Fops= 25,05 ; p <0,0001) (Fig. 26).

A la présence de deux odeurs différentes (témoin vs traitée), ces derniéres se déplacent
plus rapidement vers le milieu témoin avec 110,13 + 15,52 secondes et beaucoup plus
lentement vers le milieu traité a la décoction des feuilles de P. harmala, et ceci avec 431,57 +
58,70 secondes (Fops= 7,92 ; p =0,009) (Fig. 26).

Une fois les larves témoins sont en exposition aux mémes sources odorantes (témoin vs
témoin ou traitée vs traitée), I’attraction est toujours plus rapide pour leur milieu de
développement initial ou elles mettent seulement 37,03 + 3,99 secondes pour le localiser (Fig.
26). Cependant, elles mettent plus de 470,35 + 83,77 secondes pour détecter 1’odeur
provenant du milieu traité (Fops= 46,45 ; p <0,0001) (Fig. 26).
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Figure 26. Temps de détection (en secondes) des larves témoins en réponse aux

différentes odeurs testées (n=30)
[Tm : Milieu témoin, Tr : Milieu traité aux feuilles de P. harmala (300ug/mi)]

En ce qui concerne les larves traitées, les temps de détection enregistrés sont en moyenne
310,9 + 65,35 et 543,33 + 94,24 secondes pour localiser, respectivement, les papiers imbibés
dans le milieu témoin et traité a I’extrait aqueux de feuilles de P. harmala (300 pug/ml) (Fops =
2,20 ; p = 0,15 non significative) (Fig. 27).

En outre, elles mettent entre 227 & 911 secondes pour localiser 1’odeur témoin et de 419 a
1731 secondes pour I’odeur traitée, lorsqu’on utilise deux milieux similaires dans 1’acéne du

test (Fig. 27).

Au seuil de signification a= 0,05, I’analyse statistique montre qu’il n’existe pas des
différences significatives entre les temps de détection des milieux utilisés dans les trois tests
(Fobs = 2,44 ; p =0,07) (Fig. 27).
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Figure 27. Temps de detection (en secondes) des larves traitées, & une concentration
sublétale des feuilles de P. harmala (300 pg/ml), en réponse aux différentes odeurs testées
(n=30)

[Tm : Milieu témoin, Tr : Milieu traité aux feuilles de P. harmala (300ug/ml)]

Sur le comportement sexuel :

L’efficacité des extraits foliaires de P. harmala a été testée sur le comportement sexuel
chez les adultes de D. melanogaster, aprés une administration par ingestion d’une

concentration sublétale (300 pg/ml) a ’égard des larves de 2°™ stade.

Sauf les attouchements (contacts), ou tous les males ont pu s’orienter vers leurs femelles
et les tapoter (100%) (Tab. 10), nos résultats montrent que le traitement agit différemment sur
les autres séquences comportementales de la parade sexuelle, selon le type de croisement

effectué.

Seuls 40 a 46,67% des males traités ont paradé (vibrations ailiéres), alors que 100% des
témoins ont réalise cet acte (Tab. 10). De plus, seuls 23,33 a 50% de ces derniers ont 1éché les
sécrétions femelles chez les couples ou, au moins un, des individus est traité (Tab. 10). En ce
qui concerne les tentatives d’accouplement, 26 males dans les couples témoins ont tenté de
s’accoupler menant a un taux d’accouplement réussi de 83,33% (25 couples). Par contre,

seulement 4 a 5 couples sont arrivés a tenter lorsque I'un des deux sexes, ou les deux
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partenaires sont traités. Le taux d’accouplement avorté chez les couples traités est équivalent

490% (Tab. 10).

Tableau 10 : Effet d’une concentration sublétale des feuilles de P. harmala (300 pg/ml)
sur le taux de réussite des séquences comportementales conduisant a I’accouplement

chez D. melanogaster, (n=30)

Contacts | Vibrations | Léchages | Tentatives | Accouplement réussi
3Tmx QTm 100 100 86,67 86,67 83,33
3Tmx QTr 100 63,33 50 46,67 40
3Trx QTm 100 40 23,33 16,67 13,33
3Trx QTr 100 46,67 23,33 13,33 10

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Nous avons enregistré des sequences comportementales différentes de celles observées

habituellement chez les individus non traités (Tab. 11).

Dés qu'un des individus est traité, le temps nécessaire pour que le male reconnaisse sa
femelle et effectue le premier contact augmente fortement (32,8 a 81,33 secondes), ainsi le
nombre moyen d’attouchements, avec plus de 12,47 £+ 1,39 contacts sont enregistrés chez les
males traités (couples traités). En effet, I’analyse des variances montre qu’il existe des
différences hautement significatives, respectivement sont : Fops= 16,64 ; p < 0,0001 et Fops=
5,18 ; p=0,002 (Tab. 11).

De plus, le temps moyen du premier chant, du premier léchage et celui de tentative
d’accouplement demeurent aussi trés élevés en comparaison avec ceux des adultes témoins.
Cependant, ses vibrations ailiéres se répétent 20,64 fois plus importants (Fops= 17,73 ; p <
0,0001) (Tab. 11). Le nombre moyen de léchages et celui de tentatives d’accouplement,
lorsque au moins un des deux adultes est traité, peuvent atteindre jusqu’a 12 et 6 fois,
respectivement. Au seuil de signification a=0,05, I’analyse des variances montre qu’il existe

des différences hautement significatives en comparant aux couples témoins (Tab. 11).

En effet, la latence d’accouplement est assez €élevée et atteindre jusqu’a 427,17 a 1199,67
secondes (Fops= 7,25 et p = 0,0005) (Tab. 11). La durée moyenne gque prennent les adultes,
pour aboutir a un accouplement réussi, differe selon le sujet traité. Des différences hautement

significatives sont révélées par I’analyse des variances Fops= 6,38 et p = 0,0005 (Tab. 11).
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Tableau 11 : Effet du traitement sur le nombre de répétition et le temps nécessaire (en

secondes) pour la réalisation de chaque acte (n=30), (Moy + SEM)

3Tmx @Tm 3Tmx QTr 3Trx QTm 3Trx QTr Fobs p

a 9,33+1,44 53,63 = 7,89 81,33+8,79 32,8 £5,16 16,64 | 0,0001***
b 4,17 £ 0,49 6,7 £ 0,94 6,5+ 0,88 12,47+ 1,39 5,18 | 0,002**
c | 67,37 +£11,06 | 298,95+ 56,32 305,08 £ 45,76 159,14 + 29,89 7,26 | 0,0002***
d 8,3+0,90 8,32+1,43 11,08 £ 2,56 20,64 + 6,89 17,73 | 0,0001***
e | 98,69+17,35 283 £ 56,07 445,14 £ 76,90 206,43 £ 73,57 2,45 0,07

f 4,65+0,76 6,53+ 1,28 8+1,38 12 + 2,66 2,50 0,07

g | 192,85+36,61 | 362,14 +72,46 480,8 £ 123,01 717,75+ 302,61 | 8,05 | 0,0002***
h 2,64£047 2,54 +£0,78 3,2+0,58 6+248 2,70 0,06

i 286,8 £ 4451 | 427,17 £51,62 | 44525+ 126,31 | 1199,67 £ 349,95 | 7,25 | 0,0005***
j 720,9 491,73 176,30 1039,33 6,38 | 0,0005***

[a, Temps de 1" contact ; b, Nombre de contacts ; ¢, Temps de 1" vibration ; d, Nombre de

vibrations ; e, Temps de 1" léchage ; f, Nombre de léchages ; g, Temps de 1% tentative ; h, Nombre

de tentatives ; i, Latence d’accouplement ; j, Durée d’accouplement ; 3, Male ; @, Femelle ; Tm,

Témoin ; Tr, Traité ; Moy, Moyenne ; SEM, Ecart type de la moyenne ; *, Significatif ; **, Hautement

significatif ; ***, Trés hautement significatif ]

Sur le comportement d’oviposition

Nous avons testé ’effet différé d’extrait, la décoction des feuilles de P. harmala a une

concentration sublétale (300 pg/ml), sur le comportement d’oviposition, 1’attractivité et la

préférence olfactive du site de ponte chez D. melanogaster.

Les résultats consignés dans le tableau 12 montrent que sur 25 couples témoins testés,

toutes les femelles préférent significativement pondre leurs ceufs dans le milieu témoins (p =

1) (Tab. 12). Quand les femelles sont traitées, elles présentent une tres faible réaction positive
(2 de 11), voir nulle (0 de 3) vis-a-vis ce milieu (Tab. 12).

En analysant leur comportement envers le milieu traité au P. harmala (300 pg/ml), les

femelles traitées se montrent attirées par 1’odeur de ce milieu (9 femelles avec p = 0,968 et 3

femelles avec p < 0,885), alors que les témoins ne le sont pas (Tab. 12).
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Tableau 12 : Effet d’une concentration sublétale des feuilles de P. harmala (300

pg/ml) sur le choix du site de ponte chez D. melanogaster

Milieu Témoin Milieu Traité
N A NA P A NA D
STmx QTm | 25 100 0 1,000 (S) 28 72 0,988 (S)
STmx QTr | 11 18,18 81,82 0,968 (S) 81,82 18,18 0,968 (S)
3Trx QTm 4 100 0 < 0,923 (NS) 25 75 < 0,923 (NS)
3Trx QTr 3 0 100 < 0,885 (NS) 100 0 < 0,885 (NS)

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; r, Traité ; A, attiré ; N, Non attiré ; S, Signification ; NS, Non

signification]

Le nombre d’ceufs pondus dans le milieu témoin différe selon le couple testé (Fig. 28).

Ce sont toujours les femelles témoins qui pondent de plus sur ce dernier avec 42,36 + 3,47 a

25 * 3,93 ceufs en moyen. Cependant, ce nombre est complétement nule quand il s’agit des

femelles traitées (couple traité). L’analyse des variance montre qu’il existe des différences

hautement significative, au seuil a = 0,05 (Foss= 41,86 ; p < 0,0001) (Fig. 28).

80 T
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60 -+

50 +

40 +

30 +

20 +

10 +

3Tmx @Tm 3Trx QTm
[ 3Tmx QTr STrx QTr
+
—

+ Moyenne

* Minimum/Maximum

Figure 28. Nombre d’ceufs pondus dans le milieu témoin

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]
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De maniére générale, le nombre moyen d’ceufs pondus chez les femelles, ayant été
préalablement exposées a la décoction de feuilles de P. harmala, augmente d’environ 13,33 &
25,44 ceufs sur le milieu traité en comparaison au milieu non traité (Fig. 29). De plus, les
femelles témoins montrent une aversion plus importante a cette molécule et pondent moins
d’ceufs, seulement 4 a 13 ceufs en moyen (les valeurs de IPO obtenus sont toujours négative :
-0,53 et -0,72) (Tab. 13). Cependant, ’analyse statistique des données ne reléve pas des
différences significatives entre les insectes testés (Fons= 41,86 ; p < 0,0001) (Fig. 29).

80 STmx @Tm 3Trx QTm

20 L STmx QTr STrx QTr
60 +
50 T
40 +

30 +

0 ]
o =

HH—

+ Moyenne  * Minimum/Maximum

Figure 29. Nombre d’ceufs pondus dans le milieu traité aux feuilles de P. harmala

(300png/ml)
[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Tableau 13 : Indice de préférence d’oviposition (IPO) des femelles de D. melanogaster en

présence d’extrait des feuilles de P. harmala (300 pg/ml)

Couple : JTmx $Tm dTmx 9Tr dTrx QTm JdTrx QTr

IPO -0,53 +0,85 -0,72 +1

[3, Male ; ©, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Le traitement affecte la fécondité des femelles en réduisant de maniére hautement
significative le nombre d’ceufs pondus et ce comparativement aux témoins (Fops= 7,41 ; p =
0,0003) (Tab. 14). Il est seulement de 13,33 £+ 2,40 ceufs chez les couples traités, dont le

maximum est de 18 ceufs, tandis que celui déposé par les femelles témoins (couples témoins)
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est de 35,94 = 3,54 avec un minimum de 3 et un maximum de 74 ceufs (Tab. 14). La
réduction a été enregistrée dans I’ordre : 3Tr x QTr > dTr x YTm > dTm x @Tr > 3Tm x
QTm (Tab. 14).

Tableau 14 : Effet des feuilles de P. harmala (300 pg/ml) sur le nombre total d’ceufs

pondus selon le type de croisement effectué

STmx QTm | STmx QTr | 3Trx QTm | ETrx QTr | Fops p
N 25 11 4 3
Moy + SEM | 3594 +354 | 24,18+1,90 | 20,80 +5,19 | 13,33 +2,40
- 7,41 | 0,0003***
Min—Max | (3-74) (15 - 35) (4-34) (10 - 18)
Total 1150 266 104 40

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; Moy, Moyenne ; SEM, Ecart type de la

moyenne ; Min, Minimum ; Max, Maximum ; *** Trés hautement significatif]

3.1.2. Effets des extraits aqueux des fleurs de P. harmala sur la drosophile :

3.1.2.1. Essai insecticide a ’égard des larves du 2°™ stade :

L’exposition a I’extrait aqueux des fleurs de P. harmala montre que le produit n’agit que
sur 5% des larves traitées avec les faibles concentrations (250 pg/ml et 500 pg/ml). Un taux
de 12,5% seulement a été enregistré avec la forte concentration (840 pg/ml) au bout de 15
jours (Fops = 4,19 ; p <0,0001) (Tab. 15).

La comparaison des variances montre qu’il existe des différences significatives entre les
taux de mortalité due aux quatre concentrations, 2 et 5 jours apres le traitement (F=5,81; p =
0,01), (F=2,90 et p = 0,08) (Tab. 15).

Tableau 15 : Mortalité corrigée chez les larves de D. melanogaster traitées par I’extrait

aqueux de fleurs de P. harmala

2j 5j 10j 15j Fobs p
250pg/ml 0% 2,50% 5% 5% 3,43 0,05*
500pg/ml 2,5% 3,75% 3,75% 5% 0,60 0,63
750pg/ml 6,25% 5,00% 5% 8,75% | 1,43 0,28
840pg/ml 7,5% 7,50% 7,5% 12,5% | 4,19 | 0,0001***
Fobs 5,81 2,90 1,51 1
P 0,01* 0,08 0,26 0,43

[*: Significatif, ***: Trés hautement significatif]

Les différents parametres toxicologiques de fleurs de P. harmala sont présentés dans le

tableau 16. Ces derniers montrent qu’il y a une corrélation plus ou moins forte entre le taux de
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mortalité et le temps d’exposition des mouches a différentes concentrations de I’insecticide

(R2 varie entre 0,44 et 0,96) (Tab. 16).

Au bout de 10 jours, nos résultats relevent que la mortalité chez D. melanogaster ne
présente pas un effet concentration/réponse ; on enregistre une faible corrélation positive (R2=
0,18) (Tab. 16). Cependant, il est observée au 15°™ jour (R2=0,68) ot le calcul des
concentrations 1étales de 50% et 90% de la population nécessite I'utilisation de 2,82%10%

pg/ml & 1,00¥10° pg/ml de fleurs de P. harmala (Tab. 16).

Tableau 16 : Parametres toxicologiques des fleurs de P. harmala
A : en fonction du temps d’exposition des larves / B : en fonction de la concentration utilisée

Concentrations léthales :

“A” Droite de regression CLso (ng/ml) CLgo (ng/ml)
2j Y=-16,07 + 6,82 X R?=0,92 1,23*10° 1,9*10°
5j Y=0,92 + 0,87 X R2= 0,88 4,90*10" 1,45*10°
10j Y=2,67 +0,26 X R2=0,18 9,12*10° 6,30*10"
15j Y=1,30+0,83 X R2= 0,68 2,88*10" 1,00*10°

Temps léthaux :

“B” Droite de regression TLso (Jours) TLg (Jours)
250pg/ml Y=-0,60+383X R2=0,81 28,84 60,26
500pg/ml Y=3,14+ 0,13 X R2= 0,45 2,04*10™ 1,41*10
750pg/ml Y=13,89 +1,30 X R2= 0,96 1,35*10™ 1,35*10"
840pg/ml Y=3,43+0,25 X R2= 0,44 1,91*10™ 2,51*10™

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des concentrations et/ou des temps]

3.1.2.2. Impact sur la croissance et la durée de développement :

Le tableau 17 présente les pourcentages de développement observés chez les larves de
2°™ stade aprés traitement avec ’extrait floral de P. harmala aux différentes concentrations

(250, 500, 750 et 840 pg/ml).

Le pourcentage d’inhibition augmente de maniére proportionnelle aux doses
administrées. A 2 jours, le taux de larves traitées varie entre 75% et 100% et ce,
comparativement au lot témoin, qui est seulement 40%. A la concentration la plus forte (840
ug/ml), ce dernier peut atteindre jusqu’a 74,32% au bout 5 jour. De plus, le taux de pupes
issues des larves traitées ne dépasse pas les 25,68%, tandis que celui issu du témoin est de
100% (Tab. 17). Les fleurs de P. harmala réduit également le pourcentage d’émergence des
adultes de D. melanogater par apport aux témoins et ce avec un effet concentration-réponse
(Tab. 17).
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Tableau 17 : Taux d’individus, par stade, issus des traitements aux fleurs de P. harmala

2 5j 10j 15j
L | 40% L] 0 L] O L | O
Tm| N=20 [P | 60% | N=20 [ P | 100% | N=20 [ p 0 |N=20[p 0
A|l 0 A| 0 A | 100% A | 100%
L | 75% L [19,23% L| o L| O
1| N=20 [P | 25% | N=195| P [80,77%| N=19 [ P | 25% |N=19| P | ©
Al 0 A| 0 A | 75% A | 100%
L | 100% L [12,99% L| o L| O
2 [N=1925] P | 0 |[N=1925| P [87,01%|N=1925| P [59,74%|N=19 | P | 0
Al 0 Al 0 A [40,26% A | 100%
L [85,53% L | 50% L| O L | O
3| N=19 | P |1447%| N=19 | p | 50% | N=19 P [51,32%| N=17 | p 0
Al 0 Al o0 A |48,68% A | 100%
L | 100% L |74,32% L | 9,46% L | 1,43%
4 |N=185| P | 0 |N=185| P [2568%| N=185 [ P [59,46% |N=175 P | 4,29%
Al 0 Al 0 A |31,08% A [94,28%

[Tm : Témoins ; 1 : 250ug/ml ; 2 : 500ug/ml ; 3 : 750ug/ml ; 4 © 840ug/ml ; N : Nombre moyen

d’individus issus des différents traitements ; L : Larve ; P : Pupe ; A : Adulte]

Des malformations morphologiques ont été enregistrées au niveau des ailes et des pattes

chez les adultes aprés un traitement avec les différentes concentrations d’extrait aqueux de
fleurs de P. harmala (Fig. 30).

Figure 30. Effet d’extrait aqueux de fleurs P. harmala sur D. melanogaster

(x 4,5) (Photos Originales)
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3.1.2.3. Effets du traitement par une concentration sublétale (840 pg/ml)
sur le comportement de D. melanogaster :
3éme

Sur le comportement alimentaire des larves du stade :

Nous avons testé les réponses préférentielles des larves témoins et traitées a une
concentration sublétale des fleurs de P. harmala (840 ug/ml) envers de différentes odeurs. Ce

suivi individuel permet de déterminer plus précisément le comportement de chaque larve.
Chez les larves témoins :

Quelque soit le test (1, 2 ou 3), le taux d’attractivité chez les larves témoins augmente
graduellement en fonction du temps. A la présence de deux milieux (témoin vs traité), elles
montrent des réponses plus nettes envers celui témoin et non pour le traité; le taux
d’attractivité peut atteindre 79,31% au bout de 60 minutes. En effet, 1’analyse de Monté Carlo

montre des différences significatives, avec une p = 1 (Tab. 18).

Les insectes se comportent de la méme fagon vis-a-vis le milieu témoin quand il s’agit de
deux milieux similaires. En revanche, I’extrait floral de P. harmala (840 ug/ml) ne provoque
aucune attraction significative (cas de milieu traité vs traité). Deux minutes du test, le taux est
de I’ordre de 55,17% et il diminue jusqu’a 6,90% aprés 60 minutes (Tab. 18).

Chez les larves traitées :

Nos résultats (Tab. 19) montrent que les larves traitées, quel que soit les milieux testés,
ne sont significativement attirées ni par I’odeur témoin, ni par celle traité au bout 2 minutes

(seulement 6,9 a 20,69% les sont).

Ce n’est qu’aprés 5 minutes qu’'on a enregistré une augmentation dans les taux
d’attraction : 58,62, 24,14 et 55,17%, respectivement pour test 1, 2 et 3 dont I'extrait de fleurs
de P. harmala le plus attractif. Ces derniers se stabilisent au cour de temps, mais reste

toujours non significatives (Tab. 19).
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Tableau 18 : Attractivité des larves témoins vis-a-vis les différentes odeurs testées (n=30)

Dans 2 min :
Test A NA p
58,62%
Tm Tr
1 58 82% 41.18% 41,38% < 0,904 (NS)
p: <0,922 (NS)
2 100% 0% 1,00 (S)
3 55,17% 44,83% < 0,904 (NS)
Dans 5 min :
Test A NA p
86,21%
Tm Tr
1 8% 5004 13,79% 1,00 (S)
p:<0,828 (NS)
2 96,55% 3,45% 1,00 (S)
3 44,83% 55,17% < 0,904 (NS)
Dans 15 min :
Test A NA p
82,76%
™ Tr
1 50% 50% 17,24% 1,00 (S)
p : <0,908 (NS)
2 93,10% 6,70% 1,00 (S)
3 13,79% 86,21% 1,00 (S)
Dans 30 min :
Test A NA p
93,10%
Tm Tr
1 62,96% 37,04% 6,90% 1,00(S)
p:<0,924 (NS)
2 100% 0% 1,00 (S)
3 13,79% 86,21% 1,00 (S)
Dans 60 min :
Test A NA p
100%
™m Tr
1 79,31% 20,69% 0% 1,00 (S)
p:1,00(S)
2 96,55% 3,45% 1,00 (S)
3 6,90% 93,10% 1,00 (S)

[1 : Milieu témoim vs milieu traité aux fleurs de P. harmala (840ug/ml), 2 : Milieu témoin vs milieu

témoin, 3 : Milieu traité vs milieu traité, aux fleurs de P. harmala (840ug/mil), Tm : Milieu témoin,
Tr : Milieu traité, A : Attiré, NA : Non attiré, S : Significatif, NS : Non significatif]
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Tableau 19 : Attractivité des larves traitées, a une concentration sublétale de fleurs de P.

harmala (840 pg/ml), vis-a-vis les différentes odeurs testées (n=30)

Dans 2 min :
Test A NA p
20,69%
Tm Tr
1 33.33% 66.67% 79,31% 1,00 (S)
p:<0,867 (NS)
2 6,9% 93,10% 1,00 (S)
3 13,79% 86,21% 1,00 (S)
Dans 5 min :
Test A NA p
58,62%
1 29T4T% 70;5% 41,38% | <0,904 (NS)
p: <0,922 (NS)
2 24,14% 75,86% < 0,992 (NS)
3 55,17% 44,83 % < 0,904 (NS)
Dans 15 min :
Test A NA p
62,07%
Tm Tr
1 26.32% 73.68% 37,93% < 0,904 (NS)
p: 0,982 (S)
2 48,28% 51,72% < 0,904 (NS)
3 65,52% 34,48% < 0,904 (NS)
Dans 30 min :
Test A NA p
65,52%
™m Tr
1 10.53% 89 47% 34,48% < 0,904 (NS)
p:1,00(S)
2 58,62% 41,38% < 0,904 (NS)
3 65,52% 34,48% < 0,904 (NS)
Dans 60 min :
Test A NA p
65,52%
Tm Tr
1 5.26% 94 74% 34,48 < 0,904 (NS)
p: 1,00 (S)
2 51,72% 48,28% < 0,904 (NS)
3 65,52% 34,48% < 0,904 (NS)

[1 : Milieu témoim vs milieu traité aux fleurs de P. harmala (840ug/ml), 2 : Milieu témoin vs milieu

témoin, 3 : Milieu traité vs milieu traité, aux fleurs de P. harmala (840ug/ml), Tm : Milieu témoin,
Tr : Milieu traité, A : Attiré, NA : Non attiré, S : Significatif, NS : Non significatif]
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Le calcul de I’indice de réponce (Fig. 31) confirme les résultats obtenus dans les tableaux
précédents. Les larves traitées présentent des valeurs positives qui augmentent au cour du
temps (de 0,33 a 0,89), ce qui indique leur affinité au produit (Fig. 31). Dans I’autre coté, les
larves témoins n’agissent pas de la méme maniére et présentent une averson plus ou moins

modérée envers ce dernier (Fig. 31).

== Tm =8=LTr

Indice de Réponce

[
tn

15 a0 a0
Temps (min)

Figure 31. Indice de réponse (IR) des larves de D. melanogaster (témoins et traitées)
envers I’extrait aqueux des fleurs de P. harmala (840 pg/ml) dans le test du choix

[LTm : Larves témoins, LTr : Larves traitées aux fleurs de P. harmala (840 ug/mi)]

En ce qui concerne le temps de détection des odeurs testées, les larves témoins qui se
dirigent vers le milieu témoin mettent seulement 52,86 + 12,40 secondes, tandis que celles qui
se dirigent vers le milieu traité a la décction de fleurs de P. harmala (840 pg/ml) mettent plus
de 139,53 + 19,35 secondes. La comparaison des variances montrent qu’il y a des différences
entre les temps moyens enregistrés (Fops= 0,38 et p = 0,09) (Fig. 32). Les mémes résultats sont
observés quand on compare les milieux témoin vs témoin et traité vs traité (Fops= 0,02 et p <
0,0001) (Fig. 32).
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Figure 32. Temps de détection (en secondes) des larves témoins en réponse aux

différentes odeurs testées (n=30)

[Tm : Milieu témoin, Tr : Milieu traité aux fleurs de P. harmala (840ug/mi)]

Nous avons également enregistré que les larves traitées mettent en moyenne 334,53 + 105
secondes pour le milieu témoin et 246 + 55 secondes pour le milieu traité a la décoction des
fleurs de P. harmala (840 pg/ml). La comparaison des variances montrent qu’il y a des
différences entre les temps moyens enregistré (Fops= 1,81 et p = 0,32) (Fig. 33). Les mémes
résultats sont observés quand on compare les milieux témoin vs témoins et traité vs traité,

cependant des différences significatives sont marqués (Fo,s= 4,85 et p = 0,001) (Fig. 33).
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Figure 33. Temps de détection (en secondes) des larves traitées, & une concentration
sublétale des fleurs de P. harmala (840 pg/ml), en réponse aux différentes odeurs testées
(n=30)

[Tm : Milieu témoin, Tr : Milieu traité aux fleurs de P. harmala (840ug/mi)]

Sur le comportement sexuel :

Les résultats obtenus sur le comportement sexuel des mouches traitées au P. harmala a la
concentration sublétale de 840 pg/ml indiquent un changement de comportement de la part
des femelles, des méles ou les deux a la fois selon le type de croisement effectué (Tab. 20).

Toutes ces drosophiles affectées par le produit induisent dans presque tous les tests
réalisés des séquences comportementales inachevées résultants des accouplements avortés.
(Tab. 20). Sauf le taux du réussis des contacts (100%), on enregistre que ceux des vibrations,
des léchages et des tentatives d’accouplement demeurent trés inférieures en comparant avec

ceux chez les témoins (Tab. 20).

Le croisement de deux individus traités (Male Traité x Femelle Traitée) démontre

I’existence d’un seul test réussi sur les 30 effectués (3,3%) (Tab. 20).

60



Résultats

Tableau 20 : Effet d’une concentration sublétale des fleurs de P. harmala (840 pg/ml) sur
le taux de réussite des séquences comportementales conduisant a I’accouplement chez

D. melanogaster, (n=30)

Contacts | Vibrations | Léchages | Tentatives | Accouplement réussi
3Tmx QTm 100 100 86,67 86,67 86,67
3Tmx QTr 100 93,33 46,67 33,33 23,33
3Trx QTm 100 43,33 20 10 10
3Trx QTr 100 16,67 6,67 6,67 3,33

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Les résultats affichés dans le tableau 21, représentent des variations de moyenne des
différentes étapes du comportement sexuel de D. melanogaster traitée aux fleurs de P.
harmala selon 4 types de tests comportementaux. Le temps moyen affiché par les males qu’ils
soient sains ou traités pour aboutir au premier contact des femelles saines ou traitées est trés
lent allant de 38,73 + 4,57 jusqu’a 84,67 + 15,84 secondes comparé a seulement 5,43 = 0,87

secondes lorsqu’on croise des individus sains entre eux (Tab. 21).

De plus, dans les tests effectués entre individus traités, on note le temps moyen de parade
de 299,4 + 69,10 secondes ce qui est minime pour réaliser des parades nuptiaux aboutissants a
des accouplements réussis. Quant au temps moyen de parade 206,89 + 35,98 secondes
enregistré par les males sains croisés a des femelles traitées est aussi insuffisant comparé a
celui affiché par le croisement des mouches saines entre elles (36,57 + 2,60 secondes) (Tab.
21).

Comme le montre le tableau 21, le nombre moyen d’attouchements différe selon le sujet
testé. En effet, celui enregistré dans les couples sains (10,03 £ 1,08) est trés infime pour qu’un
accouplement se réalise. Alors qu’il est plus de 17,4 + 2,45 & 20,33 £ 1,72 quand il s’agit du

male traité x femelle saine et male traité x femelle traitée.

On note aussi dans le cas ou les males sont traités aux fleurs de P. harmala, le nombre de
chant moyen est de 1,8 + 0,37 a 2,15 + 0,30 ce qui est réduit en comparant a celui émis par les
males sains vis-a-vis des femelles saines, en effet ces derniéres sont plus réceptives. C’est le
méme cas en ce qui concerne de nombre des léchages et des tentatives d’accouplement (Tab.
21).
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En effet, la latence d’accouplement est assez ¢élevée et atteindre jusqu’a 646,43 a 1268
secondes (Fobs= 2,84 et p = 0,07) (Tab. 21). La durée moyenne que prennent les adultes, pour

aboutir & un accouplement réussi, differe selon le sujet traité (Tab. 21).

Tableau 21 : Effet du traitement sur le nombre de répétition et le temps nécessaire (en
secondes) pour la réalisation de chaque acte (n=30), (Moy + SEM)

3Tmx @Tm 3Tmx QTr 3Trx YTm 3Trx QTr Fobs p

a 5,43 0,87 52,13+ 11,46 84,67 £ 15,84 38,73 +4,57 | 16,22 | 0,0001***
b 10,03+ 1,08 17,4 + 2,45 129+1,44 20,33+1,72 | 10,94 | 0,0001***
c 36,57 £ 2,60 206,89 £35,98 | 137,08+ 12,74 | 299,4+69,10 | 15,71 | 0,0001***
d 11,03+ 0,83 6,46 + 1,02 2,15+0,30 1,8+0,37 545 | 0,002**
e 64,42 +11,35 | 359,43 £ 76,23 328 + 128,43 307,5+113,5 | 13,39 | 0,0001***
f 3,81+£0,48 7,69 + 1,55 9,17 + 1,56 6,5+15 2,50 0,07

g 64,42 £ 11,35 | 359,43 76,24 328 £ 128,43 307,5+1135 | 1,25 0,31

h 4,12 +£0,45 51+ 0,50 6,33+0,33 10 6,39 | 0,001**

i |65358+69114 | 646,43 +87,88 | 908,33 + 193,87 1268 + - 2,84 0,07

j 11445+ 69,90 | 1153 +125,2 | 779,33 + 140,98 1064 =+ - 0,64 0,53

[a, Temps de 1*" contact ; b, Nombre de contacts ; ¢, Temps de 1" vibration ; d, Nombre de
vibrations ; e, Temps de 1" léchage ; f, Nombre de léchages ; g, Temps de 1% tentative ; h, Nombre
de tentatives ; i, Latence d’accouplement ; j, Durée d’accouplement ; 3, Male ; Q, Femelle ; Tm,
Témoin ; Tr, Traité ; Moy, Moyenne ; SEM, Ecart type de la moyenne ; *, Significatif ; **, Hautement

significatif ; ***, Tres hautement significatif]

Sur le comportement d’oviposition :

Les tests de choix du site de ponte montrent que sur 30 couples témoins testés, seul 50%
des femelles sont attirées par le milieu nutritif traité aux fleurs de P. harmala (840 pg/ml) ;
alors que toutes ces derniéres préferent de pondre ses ceufs dans le milieu témoin (p = 1,000)
(Tab. 22).

Dans les croisements ou les femelles sont traitées, elles sont aussi attirées par les deux
milieux (témoin et traité). Cependant I’analyse statistique par la simulation de Monté Carlo ne

montre aucune différence significative entre les choix établis (Tab. 22).
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Tableau 22 : Effet d’une concentration sublétale des fleurs de P. harmala (840

pg/ml) sur le choix du site de ponte chez D. melanogaster

Milieu Témoin Milieu Traité
N A NA p A NA D
dTmx QTm | 26 100 0 1,000 (S) 50 50 <0,922 (NS)
3Tmx QTr 7 85,71 | 14,29 | <0,929 (NS) | 100 0 0,992 (S)
ATrx QTm | 3 100 0 <0,885 (NS) | 100 0 < 0,885 (NS)
3Trx QTr 1 100 0 (NS) 100 0 (NS)

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; A, Attiré ; N, Non attiré ; S, Signification ; NS, Non
signification]

En ce qui concerne le milieu témoin, le nombre d’ceufs pondus par les femelles saines
(couples témoins) demeure tres éleve (32,08 + 2,91 ceufs), avec un maximum égal a 65 (Fig.
34). Tandis que celui enregistré chez les couples, ou au moins un des deux individus est traité
ou tout les deux sont traités, est de 3 a 15 ceufs seulement. Au seuil de signification a= 0,05,
I’analyse des variances montre qu’il existe des différences hautement significatives entre les

nombre d’ceufs pondus sur ce milieu (Fops = 4,49 ; p = 0,009) (Fig. 34).

0 JdTmx YTm ATrx @Tm

ATmx QTr 3Trx QTr
70 +

50 +

40 +

o]
== —

+Moyenne ¢ Minimum/Maximum

Figure 34. Nombre d’ceufs pondus dans le milieu témoin
[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Contrairement au milieu témoin, les femelles traitées montrent une affinité remarquable
au milieu traité ou elles pondent plus de 14,43 a 28 ceufs alors que les femelles témoins

présentent une trés faible réaction positive envers ce dernier (4 & 7,27 ceufs seulement).
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Cependant, I’analyse des variances montre qu’il n’existe pas des différences significatives
entre les insectes testés (Fops = 2 ; p = 0,13) (Fig. 35). Les valeurs de I’'TPO obtenus confirmes
ces observations ; elles varient entre +0,54 et +0,81 pour les femelles traitées et de -0,58 et -
0,63 pour celle témoins (Tab. 23).

80 + 3Tmx QTm ATrx @Tm
ITmx QTr 3Trx QTr

60 +
50 +
40 +

30 +

10 + T 5
N ==

+Moyenne < Minimum/Maximum

Figure 35. Nombre d’ceufs pondus dans le milieu traité aux fleurs de P. harmala
(840png/ml)
[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Tableau 23 : Indice de préférence d’oviposition (IPO) des femelles de D. melanogaster en

présence d’extrait des fleurs de P. harmala (840 pg/ml)

Couple : dTmx QTm dTmx QTr J3Trx QTm 3Trx QTr

IPO -0,63 +0,54 -0,58 +0,81

[3, Male ; ©, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Une diminution significative a été enregistrée entre les quatre croisements testés, aprés
I’administration de la décoction des fleurs de P. harmala (840 pg/ml) (Fops = 4,17 ; p = 0,02)
(Tab. 24).

Le nombre total chez les couples témoins est égal a 1023 ceufs avec un maximum de 12 et
un minimum de 65. Quand il est un des deux adultes ou les deux sont traités, il varie entre 31
a 131 ceufs, seculement. La comparaison suivante exprime la distribution des ceufs pondus

selon les insectes testés : ATrx YTr<dTrx Tm < 3Tm x QTr < dTm x QTm (Tab. 24).
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Tableau 24 : Effet des fleurs de P. harmala (840 pg/ml) sur le nombre total d’ceufs

pondus selon le type de croisement effectuée

STmx QTm | dTmx QTr | STrx QTm | ITrx @Tr | Fops p
N 26 7 3 1
Moy + SEM | 39,35+ 2,79 18,71 + 2,47 19+5,13 31+- 417 | 0.02*
Min—Max | (12 -65) (8 - 28) (12 - 29) i ’ !
Total 1023 131 57 31

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; Moy, Moyenne ; SEM, Ecart type de la

moyenne ; Min, minimum ; Max, maximum ; *, Significatif]

3.1.3. Effets d’extrait aqueux des graines de P. harmala sur la drosophile :

3.1.3.1. Essai insecticide a I’égard des larves du 2°™ stade :

Les larves du deuxiéme stade de D. melanogaster sont peu sensibles au P. harmala au
bout de 2 jours du traitement ; on enregistre des taux de mortalité qui ne dépassent pas le
15,07% et cela avec la concentration la plus élevée (300 pg/ml) (Tab. 25). Cependant, elles
ont succombé au traitement des le cinquieme jour ; les résultats relevent des taux plus ou
moins élevés variables entre 3,75 et 63,8% lorsqu’on expose les insectes a 50, 200 et 300

ug/ml de I’insecticide.

Un taux de 100% atteint le 15°™ jour avec les fortes concentrations (200 et 300 pg/ml),
alors qu’il est seulement 26,3% avec 50 pg/ml. L’analyse des variances montre qu’il existe
des différences hautement significatives entre les taux de mortalité due aux concentrations
utilisées (Fops= 12,88 ; p = 0,002) (Tab. 25).

De plus, chaque concentration présente des différences hautement significatives au bout
de 2, 5, 10 et 15 jours du traitement ; 50 pg/ml (Fops= 31,11 ; p < 0,0001), 200 pg/ml (Fops=
6,09 ; p =0,009) et 300 pg/ml (Fops= 2,64 ; p = 0,09) (Tab. 25).

Tableau 25 : Mortalité corrigée chez les larves de D. melanogaster traitées par I’extrait

aqueux de graines de P. harmala

2j 5j 10j 15j I:obs p
50pg/ml 0% 25% | 16,3% | 26,3% | 4,96 0,02*
200pg/ml | 15,05% | 63,8% | 93,8% | 100% | 44,45 | 0,0001***
300pg/ml | 15,07% | 31,3% | 66,3% | 100% | 2,70 0,09
Fobs 3,52 6,32 220 | 12,88
p 0,08 | 002* | 0,17 |[0,002**

[*, Significatif ; **, Hautement significatif ; ***, Trés hautement significatif]
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Les résultats consignés dans le tableau 26 résument les différents parameétres
toxicologiques des graines de P. harmala. Ces derniers montrent qu’il y a une forte
corrélation entre le taux de mortalité et le temps d’exposition des mouches a différentes

concentrations de produit.

En ce qui concerne la concentration de 200 pg/ml, les calculs montrent qu’il y a une forte
corrélation positive entre la mortalité de D. melanogaster et le temps d’exposition puisque le
coefficient de corrélation est de R?= 0,92 dont la droite de régression est donnée par la
formule Y=2,14 + 5,04 X (Tab. 26). Les temps létaux calculés sont de 3,72 et 6,61 jours pour

lutter contre 50%, et 90% des mouches, respectivement (Tab. 26).

Lorsqu’on applique 300 pg/ml de P. harmala, la droite de régression est de la forme : Y=
1,93 + 4,69 X, R2= 0,71 ; ce qui montre qu’il existe une forte corrélation positive entre la
mortalité et le temps d’exposition. Pour lutter contre 50% et 90% de notre population, il faut
4,47 et 8,51 jours respectivement (Tab. 26).

En fonction du temps d’exposition des larves, la droite de régression aprés une exposition
de 2 jours des asticots au traitement est de la forme : Y= -9,10 + 5,45 X et R?= 0,96. Pour
assurer une mortalité de 50% des insectes, la concentration de P. harmala doit étre égale a

386,50 pg/ml, par contre 636,77ug/ml assurent la mortalité de 90% des drosophiles (Tab. 26).

Quinze jours apres le traitement, la droite de régression est donnée par la formule : Y= -
5,71 + 6 X dont le R2=0,95. Pour tuer 50% de la population étudiée, on applique 61,66 pg/ml
de produit. Cependant, une concentration de 100 pg/ml est nécessaire pour tuer 90% de cette
derniére (Tab. 26).

Tableau 26 : Parametres toxicologiques des graines de P. harmala
A : en fonction du temps d’exposition des larves / B : en fonction de la concentration utilisée

Concentrations léthales :
“A” Droite de regression CLso (ng/ml) CLgo (ng/ml)
2j Y=-9,10 + 5,45X R2=0,96 386,50 636,77
5j Y=-0,85+2,39 X R2=0,70 281,84 954,99
10j Y=0,12 +2,42 X R2=0,62 104,71 354,81
15j Y=-571+ 6X R2= 0,95 61,66 100
Temps léthaux :
“B” Droite de regression TLso (Jours) TLgo (Jours)
50pg/ml Y=-1,12+5X R2=10,93 16,60 30,20
200pg/ml Y=2,14+5,04 X R?= 0,92 3,72 6,61
300pg/ml Y=1,93+4,69 X R?=0,71 4,47 8,51

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des concentrations et/ou des temps]
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3.1.3.2. Impact sur la croissance et la duree de développement :

Nos résultats montrent que le traitement par les différentes concentrations de graines de la

plante utilisée affecte le nombre et la durée du développement des différents stades de vie de
la mouche (Tab. 27).

Au bout de 2 jours, les larves témoins présentent un taux de 40%, alors que celle traitées

aux 200 pg/ml présentent plus de 77,02% et le taux de pupes ne dépasse pas les 45%. De plus,

ce dernier est completement nul quand on applique 300 pg/ml du produit. Aprés 5 jours du

traitement, toutes les larves deviennent des pupes (100%) (Tab. 27). Cependant, plus de

61,81% des traitées au 300 ug/ml n’arrivent pas. Dans le méme sens, le taux d’adultes iSsus

des pupes traitées est seulement 59,25% ; plus de 40,74% d’elles n’arrivent pas a subir

I’émergence finale méme aprés 15jours de traitement (Tab. 27).

Tableau 27 : Taux d’individus, par stade, issus des traitements aux graines de

P. harmala
2] 5] 10j 15j
L | 40% L 0 L 0 L 0
Tm| N=20 | P | 60% | N=20 | P | 100% | N=20 P 0 N=20 P 0
A 0 A 0 A | 100% A | 100%
L | 32,5% L 0 L 0 L 0
1 N=20 | P |67,5% |N=19,50| P |86,21%|N=16,75| P 0 N=14,75| P 0
A 0 A |13,79% A | 100% A | 100%
L |77,03% L 0 L 0 L -
2 [N=1850| p [22,97%| N=725| P | 100% | N=125| P 0 N=0,00 | p -
A 0 A 0 A | 100% A -
L | 100% L [61,82% L 0 L -
3 [N=19,00f P 0 |N=13,75| P [38,18%| N=6,75 | P |40,74%| N=0,00 | P -
A 0 A 0 A |59,26% A -
[Tm: Témoins ; 1 : 50ug/ml ; 2 1 200ug/ml ; 3 : 300ug/ml ; N : Nombre moyen d individus issus
des différents traitements ; L : Larve ; P : Pupe ; A : Adulte]

Lors du traitement avec les différentes concentrations d’extrait aqueux de fleurs de P.
harmala, nous avons enregistrés 1’apparition des changements de la pigmentation chez les
larves, les pupes, ainsi des malformations au niveau des ailes et des pattes des adultes (Fig.
36).
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'\

(A) Sur les larves du

3éme

stade

(B) Sur les pupes

(C) Sur les adultes

Figure 36. Effet d’extrait aqueux de graines de P. harmala sur D. melanogaster (x 4,5)

(Photos originales)
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3.1.3.3. Effets du traitement par une concentration sublétale (50 pg/ml) sur

le comportement de D. melanogaster :

Sur le comportement alimentaire des larves du 3*™ stade :

L’attractivité alimentaire (olfactive) des larves témoins et traitées, a la décoction des

graines de P. harmala (50 pg/ml), a été testée envers différentes odeurs utilisées.
Chez les larves témoins :

En ce qui concerne les larves témoins, les résultats relevent que seulement 44,83%
effectuent son choix au bout de 5 minutes ; ou 30,37% ont choisi le milieu témoin et plus de
69,23% le milieu traité au P. harmala (Tab. 28). Le taux d’attraction augmente aprés 30
minutes (65,52%), et atteint sa valeur maximale aprés 60 minutes (79,31%) dont plus de
60,86% préferent par I’odeur de produit (Tab. 28).

Dans le cas ou nous avons testé deux milieux similaires traitées, plus de 48,28% des larves
sont non attirées au début de test, alors que ce taux diminue progressivement au cour du
temps, 13,79% apres 60 minutes (p = 1). Dans le cas de deux milieux témoins, toutes les
larves sont attirées par cette odeur (100%). L’analyse de Monté Carlo montre qu’il existe des

différences significatives entre les choix établis dans 2, 5, 15, 30 et 60 minutes (Tab. 28).
Chez les larves traitées :

Les résultats consignés dans le tableau 29 montrent que les graines de P. harmala
agissent sur I’attraction des larves traitées, puisque seul de 13,79% a 20,68% et de 25,59 a
37,93% détectent 1’odeur des papiers imprégnés dans les différents milieux de cultures testés,

au bout de 2 et 5 minutes respectivement.

L’analyse de Monté Carlo montre que le choix des larves traitées est aléatoire et ne
dépend d’aucun facteur ; il n’existe aucune différence significative entre les choix établis

(50% pour chaque milieu), dans 30 et 60 minutes du test (Tab. 29).
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Tableau 28 : Attractivité des larves témoins vis-a-vis les différentes odeurs testées (n=30)

Dans 2 min :
Test A NA p
17,24%
Tm Tr
1 20% 60% 82,76% 1,00 (S)
p:<0,781 (NS)
2 100% 0% 1,00 (S)
3 0% 100% 1,00 (S)
Dans 5 min :
Test A NA p
44 83%
Tm Tr
1 30.37% 69.23% 55,17% < 0,904 (NS)
p:<0,790 (NS)
2 96,55% 3,45% 1,00 (S)
3 51,72% 48.28% < 0,904 (NS)
Dans 15 min :
Test A NA p
62,07%
Tm Tr
1 38.80% 61.11% 37,93% < 0,904 (NS)
p: <0,820 (NS)
2 93,10% 6,70% 1,00 (S)
3 79,31% 20,69% 1,00 (S)
Dans 30 min :
Test A NA p
65,52%
Tm Tr
1 42.11% 57.89% 34,48% < 0,904 (NS)
p:<0,882 (NS)
2 100% 0% 1,00 (S)
3 86,21% 13,79% 1,00 (S)
Dans 60 min :
Test A NA p
79,31%
Tm Tr
0,
1 39,13% 60,87% 20,69% 1,00 (S)
p:<0,922 (NS)
2 96,55% 3,45% 1,00 (S)
3 86,21% 13,79% 1,00 (S)

[1 : Milieu témoim vs milieu traité aux graines de P. harmala (50ug/ml), 2 : Milieu témoin vs milieu

témoin, 3 : Milieu traité vs milieu traité, aux graines de P. harmala (50ug/m/), Tm : Milieu témoin,
Tr : Milieu traité, A : Attiré, NA : Non attiré, S : Significatif, NS : Non significatif]
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Tableau 29 : Attractivité des larves traitées, a une concentration sublétale des graines de

P. harmala (50 pg/ml), vis-a-vis les différentes odeurs testées (n=30)

Dans 2 min :
Test A NA p
20,68%
Tm Tr
1 33.33% 66.67% 79,31% 1,00 (S)
p:<0,867 (NS)
2 0% 100% 1,00 (S)
3 13,79% 86,2% 1,00 (S)
Dans 5 min :
Test A NA p
37,93%
1 272;‘% 72;;% 62,07% | <0,904 (NS)
p: <0,854 (NS)

2 25,59% 72,41% < 0,904 (NS)
3 31,03% 68,97% 1,00 (S)
Dans 15 min :

Test A NA p
62,07%
1 ;)r(;) S-EOr/o 37,93% | <0,904 (NS)
p: <0,820 (NS)
2 65,52% 34,48% < 0,904 (NS)
3 37,93% 62,06% < 0,904 (NS)
Dans 30 min :
Test A NA p
62,07%
1 STOZDO 5Eor/o 37,93% | <0,904 (NS)
p: <0,820 (NS)
2 100% 0% 0,964 (S)
3 48,28% 51,72% < 0,904 (NS)
Dans 60 min :
Test A NA p
62,07%
1 5T£/‘0 5gor/o 37,93% | <0,904 (NS)
p : <0,820 (NS)
2 65,52% 34,48% 0,964 (S)
3 48,28% 51,72% < 0,904 (NS)

[1 : Milieu témoim vs milieu traité aux graines de P. harmala (50ug/ml), 2 : Milieu témoin vs milieu

témoin, 3 : Milieu traité vs milieu traité, aux graines de P. harmala (50ug/m/), Tm : Milieu témoin,
Tr : Milieu traité, A : Attiré, NA : Non attiré, S : Significatif, NS : Non significatif]
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La figure 37 présente le calcul de I’indice de réponce des larves lors du test de choix entre
deux odeurs différentes (témoin vs traitée). Quelque soient les larves, témoins ou traitées, elle
montrent une attraction positive plus ou moins modérée envers I’extrait aqueux des garines de
P. harmala au cour du temps (Fig. 37). Cependant, la réponse diminue et devient

complétement nule & partir de 15°™ minute chez celles traitées (Fig. 37).

=8=], Tm =8=LTr

1

T =—5—5

Indice de Réponce

U
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2 5 15 10 60
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Figure 37. Indice de réponse (IR) des larves de D. melanogaster (témoins et traitées)

envers ’extrait aqueux des graines de P. harmala (50 pg/ml) dans le test du choix

[LTm : Larves témoins, LTr : Larves traitées aux graines de P. harmala (50ug/mi)]

En exposition de deux milieux similaires, les asticots témoins mettent 338,45 + 42,25
secondes pour détecter 1’odeur du milieu traité avec 1’extrait de graines de P. harmala (50
ug/ml) et seulement 37,03 £ 3,99 secondes pour le milieu témoin (Fops= 29,31 ; p < 0,0001)
(Fig. 38).

Elles mettent sensiblement plus de temps pour effectuer un choix lorsqu’il s’agit de deux
milieux différents ; 186,92 + 28,61 secondes pour le témoin et 503,13 + 180,88 secondes pour
le traité. Il ressort qu’il existe de différences trés hautement significatives entre les variances

au seuil de signification a = 0,05 (Fops= 24,59 ; p < 0,0001) (Tab. 38).
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1800 - Tmvs Tr TmvsTm  TrvsTr

1600 -+
1400 -+
1200 +
1000 -+
800

600 +
400 —+

200 +
BT o

+Moyenne ¢ Minimum/Maximum

H [++—

Figure 38. Temps de détection (en secondes) des larves témoins en réponse aux
différentes odeurs testées (n=30)

[Tm : Milieu témoin, Tr : Milieu traité aux graines de P. harmala (50ug/mi)]

Il semble que les larves traitées mettent plus de temps pour détecter les différentes odeurs
testées. Elles prennent en moyenne de 269,56 + 43,02 a 485,77 + 86,77 secondes pour
localiser les papiers imbibés dans les milieux traités avec I’extrait de P. harmala (50 pg/ml),
et de 314,95 + 46,91 a 464,29 + 59,63 secondes pour les milieux témoins (Fig. 39). L’analyse
des variances montrent qu’il existe des différences trés hautement significatives au seuil de

signification a= 0,05 (Fops= 8,10 ; p = 0,0002) (Fig. 39).
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Figure 39. Temps de détection (en secondes) des larves traitées, a une concentration
sublétale des graines de P. harmala (50 pg/ml), en réponse aux différentes odeurs testées

(n=30) [Tm : Milieu témoin, Tr : Milieu traité aux graines de P. harmala (50ug/mi)]

Sur le comportement sexuel :

Nos résultats indiquent que les graines de P. harmala agissent sur 1’ensemble des

séquences stéreotypiques de 1’accouplement chez la drosophile.

Sauf le contact ; ou tous les males ont pu localiser leurs femelles (100%), les vibrations
alliaires varient entre 66,66 et 73% dans les croisements ou le male est traité (Tab. 30). De
plus, 63,33 a 70% de ces derniers lechent les plaques génitales des femelles, alors que touts
les témoins réalisent cet acte (100%). Plus de 50% des males traités, ou les deux partenaires
sont traités, n’ont pas pu tenter a s’accrocher la femelle et a s’accoupler menant a un taux
d’avortement égal a 86,67% (Tab. 30).
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Tableau 30 : Effet d’une concentration sublétale des graines de P. harmala (50 pg/ml)
sur le taux de réussite des séquences comportementales conduisant a I’accouplement

chez D. melanogaster, (n=30)

Contacts | Vibrations | Léchages | Tentatives | Accouplement réussi
3Tmx QTm 100 100 100 96,66 90
3Tmx QTr 100 96,66 96,66 66,66 13,33
3Trx QTm 100 66,66 63,33 60 23,33
3Trx QTr 100 73 70 50 13,33

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

A Dlissu des tests effectués sur le comportement sexuel des drosophiles exposées a la
décoction des graines de P. harmala (50 pg/ml), on note des séquences pré-copulatoires

différentes de celles observées habituellement selon le croisement effectué (Tab. 31).

Lorsque un des deux individus ou touts les deux sont traités, le temps maximal pour
qu’un male reconnaisse une femelle et effectue le premier contact est de 111,13 a 132,46
secondes, ce qui est estimé trés élevé comparé au croisement d’individus sains (32,7 secondes
seulement). Le nombre d’attouchement différe aussi selon les insectes testés (Fops= 5,93 ; p =
0,001) (Tab. 31).

De plus, les temps moyens de parades, de léchages et de tentatives d’accouplement
enregistrés semblent trop lents et le nombre de chaque acte est insuffisant pour que les
accouplements se réalisent. Malgré les essais établis par les males, les femelles ne démontrent

aucune réceptivité envers eux (Tab. 31).

Par conséquent, la latence d’accouplement augmente chez les couples, ol au moins un
des deux individus ou touts les deux sont traités, allant de 482,5 £ 131,26 secondes jusqu’a
1042 + 172,02 secondes comparativement aux 515,93 + 51,03 secondes chez les témoins. En
outre, ces derniers présentent une durée d’accouplement trés restreinte par apport au témoin

(Tab. 31).
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Tableau 31 : Effet du traitement sur le nombre de répétition et le temps nécessaire (en

secondes) pour la réalisation de chaque acte (n=30), (Moy + SEM)

3Tmx @Tm 3Tmx QTr 3Trx YTm 3Trx QTr Fobs p
a| 327+549 | 132,46%16,76 | 112,16+ 1521 | 111,13+18,72 | 593 | 0,001**
b| 9,33+0,90 8,03 0,72 3,56 + 0,23 7,9+0,60 | 14,50 | 0,0001***
c | 318,07+58,34 | 375+37,09 | 264,4+5834 | 410,13+83,49 | 1,61 0,19
d| 1942+285 | 648 +0,88 | 12,15+1,89 10,35 +1,97 | 11.89 | 0,0001***
e | 307,87 +54,48 | 520,82+62,35 | 275,65 + 60,29 | 438,95+ 63,86 | 0,60 0,61
f| 11,60+122 | 7,68+0,95 11,7 + 1,68 8,35+134 | 0,95 0,42
g | 535+7043 | 724,9+107,78 | 481,47 + 88,76 | 671,53 + 93,07 | 0,05 0,98
h| 6,59+0,93 5,80 + 0,45 5,77 +1,22 747139 | 373 | 0,02*
i | 515,93 +51,03 | 482,5+131,26 | 826,71+132,12 | 1042 +172,02 | 058 0,63
j | 1207,92+ 63,07 | 1288+197,55 | 985,57+99,37 | 744 +21544 | 0,77 0,51

[a, Temps de 1*" contact ; b, Nombre de contacts ; ¢, Temps de 1" vibration ; d, Nombre de
vibrations ; e, Temps de 1" léchage ; f, Nombre de léchages ; g, Temps de 1% tentative ; h, Nombre
de tentatives ; i, Latence d’accouplement ; j, Durée d’accouplement ; 3, Male ; Q, Femelle ; Tm,
Témoin ; Tr, Traité ; Moy, Moyenne ; SEM, Ecart type de la moyenne ; *, Significatif ; **, Hautement

significatif ; ***, Trés hautement significatif]

Sur le comportement d’oviposition :

Le tableau 32 présente 1’attractivité des femelles fécondées (qui ont subi un accouplement
réussi) dans le choix du site de ponte. Il semble que les femelles témoins (n= 27) déposent
leurs ceufs dans les deux milieux testés ; 85,19% sont attirées par le milieu témoins (p = 1) et
77,78% par le milieu traité au harmel (p = 0,995) (Tab. 32).

Les sept femelles témoins (couplées avec les males traités) sont aussi attirées par les deux
milieux (85,71% par milieu témoin) et (100% par le milieu traité). Dans les croisements ou les
femelles sont traitées, il n’existe pas des différences significatives entre les choix établis
(Tab. 32).
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Tableau 32 : Effet d’une concentration sublétale des graines de P. harmala

(50pg/ml) sur le choix du site de ponte chez D. melanogaster

Milieu Témoin Milieu Traité

N A NA p A NA D

dTmx QTm | 27 | 85,19% | 14,81% 1,000 (S) 77,718% | 22,22% 0,995 (S)

JdTmx QTr | 3 | 66,67% |33,33% | <0,885(NS) | 100% 0% <0,885 (NS)

ATrx QTm | 7 | 8571% | 14,29% | <0,929 (NS) | 100% | 0% 0,992 (S)

dTrx@Tr | 3 | 66,67% |33,33% | <0,885(NS) | 100% 0% | <0,885 (NS)

[8, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; A, attiré ; N, Non attiré ; S, Signification ; NS, Non
signification]

Sur le milieu non traité, nous avons enregistré une préférence nette chez les femelles
témoins, 26,55 + 2,91 ceufs, avec un maximum de 57. En revanche, le nombre d’ceufs pondus
par les femelles traitées varie entre 2 £ 1,41 a 5 £ 4,04 ceufs seulement. Au seuil de
signification o= 0,05, 1’analyse des variances montrent qu’il existe des différences trés

hautement significatives (Fops= 2,79 ; p = 0,05) (Fig. 40).

3Tmx @Tr dTrx QTm

20 L dTmx QTr STrx Tr

60 +

40 +

30 +

"] s

+Moyenne ¢ Minimum/Maximum

Figure 40. Nombre d’ceufs pondus dans le milieu témoin
[&, Méle ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Un faible IPO négative a été enregistré chez les couples témoins (-0,26) et les traités
(-0,29) (tab. 33). Cependant les résultats montrent une attraction appréciable sur le milieu

traité et ce pour tous les insectes testés (quatre croisements) ; le nombre d’ceufs pondus varie
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entre 2,75 + 1,03 et 15,75 + 8,19 ceufs. L’analyse des variances montrent qu’il existe des

différences tres hautement significatives (Fops= 3,80 ; p = 0,02) (Fig. 41).
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T 4 o
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Figure 41. Nombre d’ceufs pondus dans le milieu traité aux graines de P. harmala

(50ug/ml) [2, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Tableau 33 : Indice de préférence d’oviposition (IPO) des femelles de D. melanogaster en

présence d’extrait des graines de P. harmala (50pg/ml)

Couple :

STmx QTm

dTmx QTr

3Trx QTm

ITrx QTr

IPO

-0,26

+0,77

+0,48

-0,29

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Les 27 femelles témoins pondent 42,04 + 2,51 ceufs en moyenne, avec un minimum de 20

et un maximum de 69, tandis que ceux déposes par les traitées est de 8,67 + 3,67 ceufs dont le

maximum est de 16 ceufs (Tab. 34). Dans les croisements, ou un des deux partenaires ou tous

les deux sont traités, le nombre total d’ceufs pondus varie entre 26 et 104 ceufs seulement,

alors qu’il dépasse 1135 ceufs chez les couples témoins. L’analyse de variance montre qu’il

n’existe pas de différences significatives, au seuil a = 0,05 (Fops = 6,58 ; p = 0,05) (Tab. 34).
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Tableau 34 : Effet des graines de P. harmala (50 pg/ml) sur le nombre total d’ceufs

pondus selon le type de croisement effectuée

STmx QTm | ATmx QTr | STrx QTm | 3Trx QTr | Fops p
N 27 3 7 3
Moy £ SEM | 42,04 +251 | 20,67 +2,85 | 14,86 + 4,53 8,67 + 3,67 151 022
Min—Max | (20 - 69) (15 - 24) (2 - 35) (5- 16) ’ !
Total 1135 62 104 26

[&, Male ; Q, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; Moy, Moyenne ; SEM, Ecart type de la

moyenne ; Min, Minimum ; Max, Maximum]

3.1.4. Effets d’extrait aqueux des feuilles de D. gniduim sur la drosophile :

3.1.4.1. Essai insecticide a I’égard des larves du 2°™ stade :

Les larves de D. melanogaster sont aussi sensibles a I’extrait foliaire de D. gniduim.
L’exposition aux 100 et 300 pug/ml de produit, pendant 15 jours, induit des taux de mortalité
qui ne dépassent pas les 3,33% et 11,25%, respectivement (Tab. 35). Cependant, la
concentration de 1000 ug/ml présente une toxicité appréciable sur les larves. Elles ont
succombé au traitement dés le 2°™ jour ; le taux de mortalité minimum observé est de 6,25%
et le taux maximum est d’environ 31,25%. Au seuil de significativité a= 0,05, I’analyse des
variances montre qu’il n’existe pas des différences significatives entre la mortalité enregistrée

pour les trois concentrations au bout de 15 jours (Fops= 2,74 ; p = 0,12) (Tab. 35).

Tableau 35 : Mortalité corrigée chez les larves de D. melanogaster traitées par I’extrait

aqueux de feuilles de D. gniduim

2 5j 10 15] | Fobs P
100pg/ml | 0% | 0% | 3,75% | 5% 9 | 0,002%*
300pg/ml | 2,50% | 6,25% | 8,75% | 11,25% | 0,87 | 0,48
1000pg/ml | 6,25% | 7,50% | 15% | 31,25% | 1,18 | 0,36

Fobs 6,72 | 326 | 123 | 2,74
P 0,02 | 007 | 034 | 012

[*, Significatif ; **, Hautement significatif]

Les résultats consignés dans le tableau 36 résument les différents parametres
toxicologiques d’extrait aqueux des feuilles de D. gniduim. Ces derniers montrent qu’il ya une
forte corrélation entre le taux de mortalité et le temps d’exposition des mouches a différentes

concentrations de produit (le coefficient de corrélation « R2 » est de 0,82 a 0,98) (Tab. 36).
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Les concentrations létales obtenues, 2, 5, 10 et 15 jours aprés traitement, sont
respectivement, de 2,04*10°, 1,78*10°, 2,24*10% et 2,95*10°% ug/ml pour la CL50 et 4,90%10°,
4,07*10°, 1,12*10° et 3,80*10* pg/ml pour la CL90 (Tab. 36). Les temps létaux, pour les
différentes concentrations testées, sont respectivement présentés par les droites de régressions
suivantes : Y=-1,86+4,42 X ; Y=2,82+0,83 X et Y=2,98 + 1,12 X (R?= 0,80 a 0,98) (Tab.

36).

Tableau 36 : Paramétres toxicologiques des feuilles de D. gniduim

A : en fonction du temps d’exposition des larves / B : en fonction de la concentration utilisée

Concentrations léthales :

“A” Droite de regression CLso (ng/ml) CLgo (ng/ml)
2j Y=-637+343X  R?=0,82 2,04*10° 4,90*10°
5j Y=-6,40+351X  R2=0,75 1,78*10° 4,07*10°
10j Y=1,74+0,75 X R2= 0,99 2,24*10" 1,12*10°
15j Y=101+1,15X R2=0,98 2,95*10° 3,80*10*

Temps léthaux :

“B” Droite de regression TLso (Jours) TLg (Jours)
100pg/ml Y=-186 +442X  R2=0,80 35,48 69,18
300pg/ml Y=2,82+0,83 X R2=0,98 426,58 14791,08
1000pg/ml Y=2,98+1,12 X R2= 0,81 79,43 2238,72

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des concentrations et/ou des temps]

3.1.4.2. Impact sur la croissance et la durée de développement :

Nos observations montrent que 1’extrait aqueux des feuilles de D. gniduim provoque un

retard de développement important chez les sujets traités (Tab. 37).

Apres 2 jours, le pourcentage de pupes issues du traitement ne dépasse pas 32,05% dans

les meilleurs des cas, en comparant avec 60% des témoins. Seuls 56,16 % a 63,64 % d’elles se

développent en adultes au bout 10 jours (Tab. 37). Un blocage complet de mue a été

enregistré chez les larves (3,77 a 4,23%) et les pupes (14,08 a 22,64%) pour les fortes

concentrations ; ces taux se sont stabilisés a la fin de I’essai (Tab. 37).
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Tableau 37 : Taux d’individus, par stade, du issus des traitements aux feuilles de

D. gniduim

2] 5] 10j 15j

L | 40% L 0 L 0 L 0
Tm| N=30 | P | 60% | N=30 P | 100% | N=30 P 0 N=30 P 0

A 0 A 0 A | 100% A | 100%

L| 70 L | 1,10 L 0 L 0
1 | N=30 P | 30 N=30 P | 78,90 [N=29,33| P 0 N=29 P 0

A 0 A 20 A | 100% A | 100%

L |67,95 L | 11,84 L | 6,85 L | 4,23
2 [N=19,50| p |32,05] N=19 P | 88,16 |N=18,25| p | 36,99 |N=17,75| P | 14,08

A 0 A 0 A | 56,16 A | 81,69

L [97,33 L | 946 L | 6,06 L | 3,77
3 |N=18,75| P | 2,67 |[N=18,50| P | 90,54 |N=16,50( P | 30,3 |N=13,25| P | 22,64

A 0 A 0 A | 63,64 A | 73,59

[Tm : Témoins ; 1 : 100ug/ml ; 2 : 300ug/ml ; 3 : 1000ug/ml ; N : Nombre moyen d individus

issus des différents traitements ; L : Larve ; P : Pupe ; A : Adulte]

Nous avons également enregistré des malformations dans les différents stades de la

mouche suivant au traitement avec I’extrait aqueux des feuilles de D. gniduim (Fig. 42).

Figure 42. Effet d’extrait aqueux des feuilles de D. gniduim sur D. melanogaster (x 4,5)
(Photos originales)
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3.1.4.3. Effets du traitement par une concentration sublétale (300 pg/ml)

sur le comportement de D. melanogaster :

Sur le comportement alimentaire des larves du 3°™ stade :

Le comportement alimentaire des larves témoins et traitées, par une concentration
sublétale d’extrait foliaire de D. gniduim (300 pg/ml), vis-a-vis des différentes odeurs a été

étudié sur un échantillon de 30 individus.
Chez les larves témoins :

A D’exposition de deux milieux témoins, toutes les larves sont attirées seulement dans 2
minutes (p = 1). En revanche, les deux milieux traités sont significativement répulsifs pour les
derniéres ; leur taux d’attractivité ne dépasse pas les 3,45% (seulement 34,48% apres 60
minutes) (Tab. 38).

Dans le test de choix (témoin vs traité), peu de larves montrent des réponses marquées au
bout de 2 minutes (41,38 %), d’ou I’absence de significativité. Cependant, on peut remarquer
qu’elles continuent & distinguer clairement les 2 types d’odeurs. Les larves sont donc
significativement attirées par 1’odeur de milieu témoin et repoussées par I’odeur de milieu

traité & la concentration sublétale de feuilles de D. gniduim (300 pg/ml) (Tab. 38).
Chez les larves traitées :

Il ressorts des résultats présentés dans le tableau 39, que les feuilles de D. gniduim (300
ug/ml), agit sur le taux d’attraction des larves traitées (ayant exposées a la méme

concentration sublétale, 300 pg/ml) (Tab. 39).

A 2 et 5 minutes, plus de 89,66 a 100% et de 62,07 & 89,66% des larves ne sont pas
attirées a n’importe quel milieu (test 1, 2 et 3) (Tab. 39).

Lorsqu’elles sont en présence de deux milieux différents (témoin vs traité), elles
présentent une activité un peu plus élevée a 15 minutes, qui devient également stable par la
suite a la fin de test. Cependant, ces derniéres ne montrent pas toujours un choix préférentiel.
Enfin, les milieux traités n’induisent aucune réponse significative quelque soit le test ; étant

significativement les moins attractifs (Tab. 39).
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Tableau 38 : Attractivité des larves témoins vis-a-vis les différentes odeurs testées (n=30)

Dans 2 min :
Test A NA p
41,38 %
1 1352/0 ;,/ro 58,62% | <0,904 (NS)
p:1,00(S)
2 100% 0% 1,00 (S)
3 3,45% 96,55% 1,00 (S)
Dans 5 min :
Test A NA p
75,86%
Tm Tr
1 63.64% 36 36% 24,14% 0,992 (S)
p : <0,900 (NS)
2 96,55% 3,45% 1,00 (S)
3 17,24% 82,76% 1,00 (S)
Dans 15 min :
Test A NA p
89,66%
™ Tr
1 57.69% 42.31% 10,34% 1,00 (S)
p:<0,922 (NS)
2 93,10% 6,70% 1,00 (S)
3 37,93% 62,07% < 0,904 (NS)
Dans 30 min :
Test A NA p
89,66 %
Tm Tr
1 53.85% 46 15% 10,34% 1,00 (S)
p: <0,922 (NS)
2 100% 0% 1,00 (S)
3 41,38% 58,62% < 0,904 (NS)
Dans 60 min :
Test A NA p
89,66 %
™m Tr
1 53.85% 46.15% 10,34% 1,00 (S)
p:<0,922 (NS)
2 96,55% 3,45% 1,00 (S)
3 34,48% 65,52% < 0,904 (NS)

[1 : Milieu témoim vs milieu traité aux feuilles de D. gniduim (300ug/m!l), 2 : Milieu témoin vs milieu
témoin, 3 :Milieu traité au D. gniduim vs milieu traité aux feuilles de D. gniduim (300ug/ml), Tm :
Milieu témoin, Tr : Milieu traité, A : Attiré, NA : Non attiré, S : Significatif, NS : Non significatif]
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Tableau 39 : Attractivité des larves traitées, a une concentration sublétale des feuilles de

D. gniduim (300 pg/ml), vis-a-vis les différentes odeurs testées (n=30)

Dans 2 min :
Test A NA p
10,34 %
Tm Tr
1 66.67% 33.33% 89,66% 1,00 (S)
p : <0,885 (NS)
2 3,45% 96,5% 1,00 (S)
3 0% 100% 1,00 (S)
Dans 5 min :
Test A NA p
34,48%
1 g/‘o 435/0 65,52% | < 0,904 (NS)
p:<0,752 (NS)

2 37,93% 62,07% < 0,904 (NS)
3 10,34% 89,66% 1,00 (S)
Dans 15 min :

Test A NA p
65,52 %
Tm Tr
1 52 63% 47.37% 34,48% < 0,904 (NS)
p:<0,882 (NS)
2 65,52% 34,48% 1,00 (S)
3 2,69% 97,31% < 0,904 (NS)
Dans 30 min :
Test A NA p
68,97%
™m Tr
1 50% 50% 31,03% 0,964 (S)
p : <0,930 (NS)

2 79,31% 20,69% 1,00 (S)
3 17,24% 82,76% 1,00 (S)
Dans 60 min :

Test A NA p
68,97%
Tm Tm
1 50% 50% 31,03% 0,964 (S)
p : <0,930 (NS)
2 82,76% 17,24% 1,00 (S)
3 17,24% 82,76% 1,00 (S)

[1 : Milieu témoim vs milieu traité aux feuilles de D. gniduim (300ug/mi), 2 : Milieu témoin vs milieu
témoin, 3 :Milieu traité au D. gniduim vs milieu traité aux feuilles de D. gniduim (300ug/mi), Tm :
Milieu témoin, Tr : Milieu traité, A : Attiré, NA : Non attiré, S : Significatif, NS : Non significatif]
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D’aprés I’indice de réponce (IR), une aversion importante a été enregistrée chez les larves
témoins envers I’extrait aqueux des feuilles de D. gniduim (300 pg/ml) au bout de 2 minutes
(IR=1) (Fig. 43). De plus, les larves traitées présentent une faible réaction négative envers la
méme odeur. Ces réactions (des témoins ou traitées) diminuent progressivement jusqu’elles

deviennent nulles a la fin de test (Fig. 43).

=f=1.Tm =—8=LTr

(==

Indice de Réponce
=

-1

Temps (min)

Figure 43. Indice de réponse (IR) des larves de D. melanogaster (témoins et traitées)
envers ’extrait aqueux des feuilles de D. gniduim (300 pg/ml) dans le test du choix

[LTm : Larves témoins, LTr : Larves traitées aux feuilles de D. gniduim (300ug/ml)]

Quand les larves sont confrontées a deux milieux différents (témoin vs traité), elles
passent plus de temps pour localiser le papier imprégné dans le milieu de culture témoin que
celui imprégné dans le milieu traité aux feuilles de D. gniduim (300 ug/ml), avec 80,80 *
12,74 et 406,09 + 111,27 secondes respectivement (Fops= 15,52 ; p = 0,0006) (Fig. 44).

Quand il s’agit de deux milieux similaires témoins, elles mettent donc moins de temps
pour localiser la source odorante, de 37,03 £ 59,57 secondes, avec un minimum de 4 et un
maximum de 77 et ce par apport au temps passé en présence de deux milieux traité 411,92 +
59,57 secondes (Fig. 44). L’analyse des variances montrent qu’il existe des différences trés

hautement significative, au seuil de signification a= 0,05 (Fons= 34,94 ; p < 0,0001) (Fig. 44).
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Figure 44. Temps de détection (en secondes) des larves témoins en réponse aux
différentes odeurs testées (n=30)
[Tm : Milieu témoin, Tr : Milieu traité aux feuilles de D. gniduim (300ug/ml)]

En ce qui concerne les larves traitées, les temps de détection enregistrés sont de 314,89 +
75,94 secondes et de 452,72 + 90,82 secondes pour le milieu témoin et celui traité aux feuilles
de D. gniduim (300 pg/ml). L’analyse des variances montrent qu’il n’existe pas des
différences significatives, au seuil de signification o= 0,05 (Fops= 0,92 ; p = 0,35) (Fig. 45).

Les insectes arrivent plus lent au contact du papier dans le cas des deux milieux témoin vs
témoin par apport aux traité vs traité, respectivement sont : 546,64 + 98,93 et 349,83 + 84,66
secondes avec une Fops= 4,27 et p = 0,05 (Fig. 45).
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Figure 45. Temps de détection (en secondes) des larves traitées, a une concentration

sublétale des feuilles de D. gniduim (300 pg/ml), en réponse aux différentes odeurs

[Tm : Milieu témoin, Tr : Milieu traité aux feuilles de D. gniduim (300ug/ml)]

testées (n=30)

Sur le comportement sexuel :

Les séquences comportementales conduisant a I’accouplement chez les adultes de D.

melanogaster sont altérées sous 1’effet d’une concentration sublétale des feuilles de D.

gniduim (300 pg/ml) (Tab. 40).

Les males sains reconnaissent, s’orientent, paradent et procedent a des tentatives

d’accouplement avec les femelles saines dans les 30 couples testés et plus de 86,67%

aboutissent a des accouplements réussis (Tab. 40). En revanche, les croisements ou un des

deux individus ou tous les deux sont traités présentent une diminution relative au pourcentage

de chaque acte. En effet, le taux d’avortement peut atteindre de 63,33 jusqu’a 86,67% (Tab.

40).
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Tableau 40 : Effet d’une concentration sublétale des feuilles de D. gniduim (300 pg/ml)
sur le taux de réussite des séquences comportementales conduisant a I’accouplement

chez D. melanogaster, (n=30)

Contacts | Vibrations | Léchages | Tentatives | Accouplement réussi
3Tmx QTm 100 100 86,67 86,67 86,67
3Tmx QTr 100 73,33 43,33 43,33 20
3Trx QTm 100 73,33 56,67 40 36,67
3Trx QTr 100 50 16,67 13,33 13,33

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Les résultats affichés dans le tableau 41, représentent des variations de moyenne des
différentes étapes du comportement sexuel de D. melanogaster traitée aux feuilles de D.

gniduim (300 pg/ml) selon 4 types de croisements.

Le temps moyen enregistré par les males qu’ils soient sains ou traités pour aboutir au
premier contact des femelles saines ou traitées est trés lent allant jusqu’a 122,3 + 16,87
secondes comparé a seulement 5,4 + 0,86 secondes lorsqu’on croise des individus sains entre
eux (Fops= 6,21 ; p = 0,001) (Tab. 41). Le nombre moyen d’attouchements différe selon le
sujet traité, en effet 4,67 + 0,63 a 5,3 + 3,66 de contact enregistré est trés infime pour qu’un

accouplement se réalise (Tab. 41).

De plus, le temps moyen du premier chant, premier léchage et celui de tentative
d’accouplement, demeurent aussi treés élevés en comparaison avec ceux des adultes témoins.
Cependant, ses vibrations ailiéres se répétent seulement 4,73 a 6,64 fois (Fops= 17,73 ; p <
0,0001) (Tab. 41). De méme, Le nombre moyen de léchages et celui de tentatives
d’accouplement sont moins importants comparativement aux couples témoins. Au seuil de
signification o = 0,05, I’analyse des variances montre qu’il existe toujours des différences trés

hautement significatives (Tab. 41).

En effet, la latence d’accouplement est assez €levée et atteindre jusqu’a 900,67 + 231,27
secondes (Fops= 4,98 et p = 0,005) (Tab. 41). Cependant, il n’existe pas des différences
significatives entre les durées moyennes que prennent les adultes pour aboutir a des

accouplements réussis (Tab. 41).
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Tableau 41 : Effet du traitement sur le temps nécessaire (en secondes) pour la réalisation
de chaque acte (n=30), (Moy = SEM)

3Tmx @Tm 3Tmx QTr 3Trx QTm 3Trx QTr Fobs p

a 5,4+ 0,86 117,27 + 28,18 88,33 £ 10,94 122,3 £ 16,87 6,21 0,001**
b 10,03+ 1,08 4,67 +0,63 53+ 3,66 5,13+0,64 10,59 | 0,0001***
c 36,53 £ 2,59 344,45 £ 50,24 | 313,95 + 58,50 502 £136,34 | 24,43 | 0,0001***
d 11,07 £0,82 6,64 £ 0,92 5,82 £ 0,98 473+£0,84 0,56 0,64

e| 6454+1134 342,08 £81,47 | 361,65+ 67,24 208,4 = 23,06 7,91 | 0,0001***
f 3,88 £0,48 4,54 +0,90 2,82 £0,58 24+£04 3,22 0,03*

g | 192,69+ 34,70 | 528,46 +97,41 | 39558 +73,83 | 625,75+174,39 1,23 0,31

h 4,08 £0,44 4,07 £0,96 2+0,35 15+05 8,24 | 0,0001***
i | 653,58 +69,11 | 900,67 £ 231,27 | 423,45 £ 53,59 643 £ 174,98 4,98 0,005**
j | 1143,04 +88,08 | 1321 + 105,51 | 1180,55 57,86 1163 £ 84,78 1,98 0,13

[a, Temps de 1* contact ; b, Nombre de contacts ; ¢, Temps de 1" vibration ; d, Nombre de
vibrations ; e, Temps de 1" léchage ; f, Nombre de léchages ; g, Temps de 1% tentative ; h, Nombre
de tentatives ; i, Latence d’accouplement ; j, Durée d’accouplement ; 3, Male ; Q, Femelle ; Tm,
Témoin ; Tr, Traité ; Moy, Moyenne ; SEM, Ecart type de la moyenne ; *, Significatif ; **, Hautement
significatif ; ***, Tres hautement significatif]

Sur le comportement d’oviposition :

L’extrait foliaire de D. gniduim (300 pg/ml), administré par ingestion chez les larves du

2°™ stade, affecte la capacité olfactive des femelles dans le choix du site de ponte (Tab. 42).

Chez les 26 femelles témoins, les résultats obtenus montrent une préférence claire
d’oviposition sur un milieu témoin (86,62%) que sur un milieu traité (30,77%). L’analyse
statistique par la simulation de Monté Carlo montre des différences significatives entre les

choix établis avec une p égale a 1 (Tab. 42).

En outre, les femelles traitées montrent une attraction aux deux milieux testés a la fois ;

ces derniéres pondent ses ceufs aléatoirement (Tab. 42).
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Tableau 42 : Effet d’une concentration sublétale des feuilles de D. gniduim

(300pg/ml) sur le choix du site de ponte chez D. melanogaster

Milieu Témoin Milieu Traité
N A NA p A NA p
dTmx QTm | 26 | 86,62 | 15,38 1,000 (S) 30,77 | 69,23 | <0,828 (NS)
dTmx QTr 6 50 50 <0,867 (NS) | 100 0 0,9 (S)
dTrx QTm | 11 | 81,82 | 18,18 0,968 (S) 63,64 | 36,36 | <0,920 (NS)
3Trx QTr 4 75 25 <0,923 (NS) | 100 0 < 0,923 (NS)

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; A, attiré ; N, Non attiré ; S, Signification ; NS :

Non signification]

En ce qui concerne le milieu témoin, les femelles saines (couples sains) pondent plus de

37,88 * 4,22 ceufs avec un minimum de 4 et un maximum de 67. Cependant, ce nombre

diminue chez les femelles traitées avec seulement 8,67 + 3,33 a 10 + 6,03 ceufs enregistrés en

moyenne (Fig. 46). Au seuil de signification a = 0,05, I’analyse des variances montrent qu’il

existe des différences significatives entre les insectes testés (Fons= 6,84 ; p = 0,0009) (Fig. 46).
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T
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Figure 46. Nombre d’ceufs pondus dans le milieu témoin
[&, Méle ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Sur le milieu traité, le nombre moyen d’ceufs pondus par les femelles dans les couples 1,
2, 3 et 4 sont respectivement : 42,38 + 6,53 ; 15 + 2,65; 13,29 + 2,02 et 9,75 + 1,80 ceufs.

Toute fois, I’analyse des variances ne montrent pas des différences significatives entre les
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insectes testes (Fons= 1,96 ; p = 0,15) (Fig. 47). En effet, I’'TPO calculé se représente par des

valeurs faibles voir nuls qui varient entre -0,01 & +0,27 (Tab. 43).

3Tmx QTr

80 - 3Trx QTm
70 + 3Tmx QTr 3Trx QTr
60 + T
50 +
40 + I
30 +
20 + T ’
+ o

10 + — E ¢
ol o

+Moyenne ¢ Minimum/Maximum

Figure 47. Nombre d’ceufs pondus dans le milieu traité aux feuilles de D. gniduim

(300png/ml)

[&, Méle ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Tableau 43 : Indice de préférence d’oviposition (IPO) des femelles de D. melanogaster en

présence d’extrait des feuilles de D. gniduim (300 pg/ml)

Couple :

STmx QTm

dTmx QTr

3Trx QTm

ITrx QTr

IPO

+0,05

+0,27

+0,06

-0,01

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Le traitement affecte aussi la fécondité des femelles en réduisant d’une maniére non

significative le nombre d’ceufs pondus et ce comparativement aux témoins (Fops= 2,34 ; p =

0,09) (Tab. 44). Chez les 26 couples témoins, ce dernier est égal a 1324 ceufs avec un

maximum de 21 et un minimum de 77. Quand il est un des deux adultes ou les deux sont

traités, il varie entre 69 a 116 ceufs seulement (Tab. 44).
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Tableau 44 : Effet des feuilles de D. gniduim (300 pg/ml) sur le nombre total d’ceufs

pondus selon le type de croisement effectuée

STmx QTm | Tmx QTr | Trx QTm | 3Trx QTr | Fops p
N 26 6 11 4
Moy + SEM | 50,92+2,75 | 19,33 +4,02 | 18+2,24 | 17,25+4,33 234 0.09
Min — Max (21-77) (9-34) (8-32) (9-29) ' ’
Total 1324 116 198 69

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; Moy, Moyenne ; SEM, Ecart type de la

moyenne ; Min, Minimum ; Max, Maximum ; *, Significatif]

3.1.5. Effets d’extrait aqueux des baies de D. gniduim sur la drosophile :

3.1.5.1. Essai insecticide a I’égard des larves du 2°™ stade :

A Dissu des essais de toxicité effectués, nous avons testé 1’efficacité d’extrait aqueux des

baies de D. gniduim sur les larves du 2°™ stade de la drosophile.

Nos résultats montrent que les taux de mortalité chez les larves sont tres variables, non
seulement en fonction du temps de traitement, mais également en fonction de sa concentration
(Tab. 45). A 2 jours, une trés faible mortalit¢ a été observée en utilisant les trois
concentrations de produit ; il n’agit que sur 2,5 & 25% d’insectes. A 50 et 200 pg/ml, environ
48,8% a 57,5% de ces derniers meurent au bout de 15 jours (Tab. 45). A la concentration la
plus élevée (300 pg/ml), D. gniduim provoque environ 32,5% de mortalité en moyen chez les
larves aprés 5 jours et 48,8% apres 10 jours, cette derniére atteigne jusqu’a 68,8% a la fin du
15°me jour d'exposition. Cependant, ’analyse des variances montre qu’il n’existe pas des

différences significatives (Fops= 0,15 ; p = 0,93) (Tab. 45).

Tableau 45 : Mortalité corrigée chez les larves de D. melanogaster traitées par I’extrait

aqueux de baies de D. gniduim

2j 5j 10j 15j I:obs p
50pg/ml 2,5% 16,3% 28,8% | 48,8% | 125 | 0,34
200pg/ml 7,5% 10% 48,8% | 57,5% | 164 | 0,23
300pg/ml 25% 325% | 48,8% | 68,8% | 0,15 | 0,93
Fobs 0,60 1,58 2,38 2,35
p 0,57 0,26 0,15 0,15

Les différents parametres toxicologiques des baies de D. gniduim sont affichés dans le

tableau 46. Ces derniers montrent qu’il ya une forte corrélation entre le taux de mortalité et le
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temps d’exposition des mouches a différentes concentrations de produit (le coefficient de
corrélation « R? » est de 0,87 a 0,99) (Tab. 46).

Les concentrations létales obtenues, 2, 5, 10 et 15 jours aprés traitement, sont
respectivement de 1,26*10°, 3,39*10%, 2,82*10%et 6,31*10" pg/ml pour la CL50 et 9,77*10°,
7,76*10°, 1,62*10* et 9,33*10° pg/ml pour la CL90 (Tab. 46). Les temps létaux, pour les
différentes concentrations testées, sont respectivement de 16,22, 12,88 et 8,32 jours la TL50
et de 64,57, 54,95 et 87,10 jours la TL90 (Tab. 46).

Tableau 46: Parametres toxicologiques des baies de D. gniduim

A : en fonction du temps d’exposition des larves / B : en fonction de la concentration utilisée

Concentrations léthales :
“A” Droite de regression CLso (ng/ml) CLgo (ng/ml)
2j Y=050+145X R2=0,84 1,26*10° 9,77*10°
5j Y=328+0,38X R2=0,13 3,39*10" 7,76*10'
10j Y=321+0,73X  R?=0,95 2,82*10° 1,62*10"
15j Y=394+059X R>=0,86 6,31*10" 9,33*10°
Temps léthaux :

“B” Droite de regression TLso (jours) TLg (Jours)
50pg/ml Y=244+212 X R2= 0,99 16,22 64,57
200pg/ml Y=2,74 + 2,04 X R2= 0,87 12,88 54,95
300pg/ml Y=384+1,26 X R2= 0,89 8,32 87,10

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des concentrations et/ou des temps]
3.1.5.2. Impact sur la croissance et la durée de développement :

Le traitement des larves du 2°™ stade, par les différentes concentrations des baies de D.
gniduim, agit essentiellement sur le nombre des pupes et des adultes obtenus. Il influe ainsi
sur la durée du développement de la mouche (Tab. 47). Environ 56,15 a 77 % des larves
n’ont parvenu au stade pupal au bout de 2 jours et ce, selon les trois concentrations utilisees
par apport aux témoins (ou 60% sont des pupes). De plus, 20,04% des larves ont subi un
blocage complet du développement avec 300 ug/ml aprés 15 jours du traitement (Tab. 47).
Un taux maximal d’adultes émergeants de pupes témoins (100%) a été enregistré au 10°™
jour d’observation. Toute fois, ce taux diminue chez les traités et varie entre 39,98% a 85,35%

selon la concentration utilisée (Tab. 47).
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Tableau 47 : Dénombrement, par stade, du taux d’individus issus des traitements aux
baies de D. gniduim

2 5j 10j 15j
L | 40% L] O L 0 L 0
Tm| N=20 [P | 60% | N=20 [ P | 100% | N=20 [ p 0 N=20 [ p 0
A|l 0 A| o A | 100% A | 100%
L |96,15% L |71,64% L | 54,24% L | 46,34%
1 |N=195[ P | 3,85% |[N=16,75 P |28,36%|N=14,25[ P | 14,04% |N=10,25[ P | 12.2%
Al o© A| O A | 29,82% A | 41,46%
L |98,65% L [38,71% L | 12,2% L | 2,91%
2 IN=185| P | 1,35% | N=155 [ P [61,299%|N=1025 P | 17,07% [N=11,33] P | 11,74%
Al 0 Al o A | 70,73% A | 85,35%
L | 100% L [35,19% L | 21,43% L | 20,04%
3| N=15 [ P| 0 |N=135[ P |64,81%| N=105 | P | 40,48% | N=8,33 | P | 39,98%
Al © Al 0 A | 38,09% A | 39,98%

[Tm : Témoins ; 1 : 50ug/ml ; 2 : 200ug/ml ; 3 : 300ug/ml ; N : Nombre moyen d’individus issus

des différents traitements ; L : Larve ; P : Pupe ; A : Adulte]

Des malformations sont observées suite a la mue imaginale au niveau des lots traités avec

les différentes concentrations d’extrait aqueux de baies de D. gniduim (Fig. 48).

Figure 48. Effet d’extrait aqueux de baies de D. gniduim sur les adultes de D.

melanogaster (x 4,5) (Photos originales)
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3.1.5.3. Effets du traitement par une concentration sublétale (50 pg/ml) sur
le comportement de D. melanogaster :

Sur le comportement alimentaire des larves du 3*™ stade :

L’effet différé d’une concentration sublétale des baies de D. gniduim & la décoction (50

ng/ml) a été testé sur l’attractivité alimentaire des larves du 3*™ stade envers différentes

odeurs.
Chez les larves témoins :

Le tableau 48 illustre les réponses préférentielles chez les larves témoins. A 2 minutes,
toutes ces dernieres sont attirées en présences de deux milieux témoins (100%, p = 1) ; elles
ne choisissent pas un coté aussi bien que 1’autre, il n’y a pas de différence (Tab. 48).
Cependant, seulement 51,72% sont attirées en cas de deux milieux différents (témoins vs
traité). A 5 minute 96,55% d’elles effectuent un choix elles se dirigent d’abord
préférentiellement sur ce spot traité 71,43% plutét que sur le témoin 28,57% (p = 0,980), puis
y retournent aussi de maniere préférentielle pour leur seconde visite. Leur attractivité

augmente avec le temps jusqu’a la fin du test (Tab. 48).

Les larves en situation traité vs traité présentent une faible attractivité au début de test
avec seulement 17,24% pour croitre de nouveau vers la fin du test (72,41%, avec p = 0,980)
(Tab. 48).

Chez les larves traitées :

Chez les larves traitées, quelque soit le stimulus, le taux d’attractivité est completement
nul au bout de 2 minute ; ce dernier ne dépasse pas le 6,90% dans le meilleur cas (p = 1).
Cependant, ce n’est qu’aprés 15 minutes qu’elles les deviennent (58,62 a 75,86%). Ces taux
se stabilisent jusqu’a la fin de test (Tab. 49).

L’analyse de Monté Carlo ne montre pas des différences significatives entre les choix
établis quand il s’agit de deux milieux différents ; malgré qu’elles montrent une affinité a

celui traité (Tab. 49).
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Tableau 48 : Attractivité des larves témoins vis-a-vis les différentes odeurs testées (n=30)

Dans 2 min :
Test A NA p
51,72%
1 6T6r7r2, 7 93;;% 4828% | <0,904 (NS)
p:1,00(S)

2 100% 0% 1,00 (S)
3 17,24% 82,76% 1,00 (S)
Dans 5 min :

Test A NA p
96,55%
Tm Tr
1 28,57% 71,43% 3,45% 1,00 ()
p : 0,980 (S)
2 96,55% 3,45% 1,00 (S)
3 55,17% 44,83% <0,904 NS
Dans 15 min :
Test A NA p
100 %
™ Tr
! 27.59% 72.41% 0% 1.00(S)
p: 0,980 (S)
2 93,10% 6,70% 1,00 (S)
3 72,41% 27,59% 0,980 (S)
Dans 30 min :
Test A NA p
96,55%
Tm Tr
1 32,14% 67,86% 3,45% 1,00 ()
p: 0,953 (S)
2 100% 0% 1,00 (S)
3 79,31% 20,69% 1,00 (S)
Dans 60 min :
Test A NA p
96,55%
™m ™m
1 32,14% 32,14% 3,45% 1,00 (S)
p: 0,953 (S)
2 96,55% 3,45% 1,00 (S)
3 72,41% 27,59% 0,980 (S)

[1 : Milieu témoim vs milieu traité aux baies de D. gniduim (50ug/mi), 2 : Milieu témoin vs milieu

témoin, 3 :Milieu traité au D. gniduim vs milieu traité aux baies de D. gniduim (50ug/mi), Tm : Milieu

témoin, Tr : Milieu traité, A : Attiré, NA : Non attiré, S : Significatif, NS : Non significatif]
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Tableau 49 : Attractivité des larves traitées, a une concentration sublétale des baies de

D. gniduim (50 pg/ml), vis-a-vis les différentes odeurs testées (n=30)

Dans 2 min :
Test A NA p
0%
1 m ik 100% 1,00 (S)
2 0% 100% 1,00 (S)
3 6,90% 93,10% 1,00 (S)
Dans 5 min :
Test A NA p
31,03%
Tm Tr
1 11.11% 88 89% 68,97% 0,964 (S)
p:<0,887 (NS)

2 37,93% 62,07% <0,904 (NS)
3 27,59% 72,41% 0,980 (S)
Dans 15 min :

Test A NA p
75,86%
™m Tr
1 36.36% 63.64% 27,59% 0,992 (S)
p:<0,900 (NS)
2 58,62% 41,38% <0,904 (NS)
3 62,07% 37,93% <0,904 (NS)
Dans 30 min :
Test A NA p
75,86%
Tm Tr
1 36.36% 63.36% 27,59% 0,992 (S)
p:<0,900 (NS)
2 68,97% 31,03% 0,964 (S)
3 62,07% 37,93% <0,904 (NS)
Dans 60 min :
Test A NA p
82,76%
™m Tr
1 33.33% 66.67% 17,24% 1,00 (S)
p:<0,908 (NS)
2 68,97% 31,03% 0,964 (S)
3 62,07% 37,93% <0,904 (NS)

[1 : Milieu témoim vs milieu traité aux baies de D. gniduim (50ug/ml), 2 : Milieu témoin vs milieu
témoin, 3 :Milieu traité au D. gniduim vs milieu traité aux baies de D. gniduim (50ug/ml), Tm : Milieu
témoin, Tr : Milieu traité, A : Attiré, NA : Non attiré, S : Significatif, NS : Non significatif]
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L’indice de réponce (IR) confirme les résultats dans le tableau précédant ; il montre des

valeurs positives au cour de temps, quelque soient la larves testées (témoins ou traitées), ce

qui explique leurs grande attraction envers 1’odeur du milieu traité au baie de D. gniduim (300

ug/ml) (Fig. 49).
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Figure 49. Indice de réponse (IR) des larves de D. melanogaster (témoins et traitées)

envers I’extrait aqueux des baies de D. gniduim (50 pg/ml) dans le test du choix

[LTm : Larves témoins, LTr : Larves traitées aux baies de D. gniduim (50ug/mi)]

En présence des mémes stimuli témoins, les larves témoins mettent seulement 37,03 +

3,99 secondes pour les détecter, alors qu’elles mettent plus de 232,18 + 36,64 secondes pour

détecter ceux traités (Fops= 45,90 ; p < 0,0001) (Fig. 50).

Le test de choix montre qu’elles mettent 206 + 33,45 secondes pour qu’elles arrivent au

contact avec le papier témoin et de 124,86 + 22,06 secondes pou le milieu traité. Cependant,

I’analyse des variances montrent qu’il n’existe pas des différences significatives entre les

insectes testés (Fops= 0 ; p = 0,97) (Fig. 50).
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Figure 50. Temps de détection (en secondes) des larves témoins, en réponse aux
différentes odeurs testées (n=30)
[Tm : Milieu témoin, Tr : Milieu traité aux baies de D. gniduim (50ug/mi)]

Les L traitées se comportent de la méme fagon vis-a-vis des différentes odeurs testées ;
I’analyse statistique montre que les temps mesurés ne différent pas significativement. Elles
mettent 511 + 72,48 et 302,80 + 36,65 secondes pour détecter celle de milieux témoin et le
milieu traité, respectivement avec Fops= 1,73 et p = 0,02 (Fig. 51). De plus, elles prennent
entre 378,45 + 58,05 et 433,35 + 56,28 secondes pour localiser les sources odorantes dans les

tests témoin vs témoin et traité vs traité (Fops= 0,27 ; p = 0,61) (Fig. 51).
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Figure 51. Temps de détection (en secondes) des larves traitées, a une concentration
sublétale des baies de D. gniduim (50 pg/ml), en réponse aux différentes odeurs testées
(n=30) [Tm : Milieu témoin, Tr : Milieu traité aux baies de D. gniduim (50ug/mi)]

Sur le comportement sexuel :

Les résultats obtenus sur le comportement sexuel des mouches traitées aux baies de D.
gniduim a la concentration sublétale de 50 pg/ml indiquent un changement du comportement
de la part des femelles, des males ou des deux a la fois selon le type de croisement effectué
(Tab. 50).

Toutes ces drosophiles affectées par I’extrait présentent dans presque tous les tests
réalisés des séquences comportementales inachevées résultants des accouplements avortés. En
effet, le taux d’accouplement réussi varie entre 10 a 26,67% seulement comparativement a

celui enregistré chez les couples témoins (86,67%) (Tab. 50).

Tableau 50 : Effet d’une concentration sublétale des baies de D. gniduim (50 pg/ml) sur
le taux de réussite des séquences comportementales conduisant a I’accouplement chez D.
melanogaster, (n=30)

Contacts | Vibrations | Léchages | Tentatives | Accouplement réussi
3Tmx QTm 100 100 86,67 86,67 86,67
3Tmx QTr 100 93,33 50 36,67 26,67
JdTrx QTm 100 43,33 20 10 10
3Trx QTr 100 46,67 20 13,33 13,33

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]
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En ce qui concerne la premiere séquence de parade, les attouchements, les mouches
mettent en moyenne 58,87 + 11,46 a 108,6 + 6,99 secondes pour effectuer cette étape par
apport aux témoins (Fops= 14,84 ; p < 0,0001) (Tab. 51). Une fois tous les deux individus sont
traités, le nombre de contacts diminue avec seulement 3,8 + 0,38 en moyenne (Fops= 50,98 ; p
<0,0001) (Tab. 51).

Ainsi, le temps moyen pour que les méles effectuent ses vibrations ailieres, pour qu’ils
lechent les plaques génitales de leurs femelles potentielles et tentent a les accrocher
augmentent significativement. Cependant, le nombre de répétition de chaque acte diminue

selon les couples testés comparativement aux témoins (Tab. 51).

La durée moyenne que prennent les males témoins, pour aboutir & un accouplement
réussi, sont assez élevées (de 1104,85 a 1132,5 secondes) par apport aux croisements ou les
males sont traités (de 712,67 a 774,25 secondes) (Tab. 51).

Tableau 51 : Effet du traitement sur le nombre de répétition et le temps nécessaire (en

secondes) pour la réalisation de chaque acte (n=30), (Moy + SEM)

3Tmx @Tm 3Tmx QTr JTrx @Tm 3Trx QTr Fobs p

a 5,63 +0,85 58,87 +11,46 | 84,73+15,83 108,6 + 6,99 | 14,84 | 0,0001***
b 9,97 + 1,05 16,73 £ 2,49 11,63 £ 0,94 3,8+0,38 50,98 | 0,0001***
c| 37,17+253 |201,46+36,21 | 139,23 +11,83 | 351,43 +77,15| 13,54 | 0,0001***
d| 11,13+0,82 6,25 + 0,86 2,38+ 0,33 5,43 +0,80 4,16 | 0,009**
e| 6588+11,33 |367,47+69,11| 441+148,36 | 260,33 120,67 | 17,16 | 0,0001***
f 3,58 +0,41 6,71+1,18 4,17 +1,05 2,67 +0,33 2,91 0,04*

g| 196,92 + 36,12 | 447,28 + 73,60 | 563,67+ 126,45 | 351 176,56 | 1,17 0,33

h 3,69 + 0,37 51+0,62 6 +0,58 2,5+0,29 3,17 0,03*

i | 661,19 +61,88 | 626,25+ 85,55 | 908,33 £193,87 | 639,75+243,48 | 1,47 0,24

j | 1104,85+104,22 | 1132,5£121,80 | 712,67+98,02 774,25£89,49 | 1,53 0,22

[a, Temps de 1*" contact ; b, Nombre de contacts ; ¢, Temps de 1" vibration ; d, Nombre de

vibrations ; e, Temps de 1" léchage ; f, Nombre de léchages ; g, Temps de 1% tentative ; h, Nombre

de tentatives ; i, Latence d’accouplement ; j, Durée d’accouplement ; 3, Male ; Q, Femelle ; Tm,

Témoin ; Tr, Traité ; Moy, Moyenne ; SEM, Ecart type de la moyenne ; *, Significatif ; **, Hautement

significatif ; ***, Trés hautement significatif]

Sur le comportement d’oviposition :

Le tableau 52 présente ’attractivité des femelles fécondées dans le choix du site de ponte.

Il semble que seulement 34,62% des femelles témoins (n=26) sont attirées par le milieu
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témoins (p = 0,965), alors qu’elles préferent de plus le milieu traité aux baies de D. gniduim

(50 pg/ml) avec une valeur de p égale a 1 (Tab. 52).

Dans les croisements ou les femelles sont traitées, elles montrent une attractivité aux
deux milieux testés. Cependant, il n’existe pas des différences entre les choix établis (Tab.
52).

Tableau 52 : Effet d’une concentration sublétale des baies de D. gniduim (50 pg/ml)

sur le choix du site de ponte chez D. melanogaster

Milieu Témoin Milieu Traité
N A NA D A NA D
STmx QTm | 26 26,92 73,08 0,965 (S) 100 0 1,000 (S)
3Tmx QTr 8 62,5 37,5 | <0,829 (NS) 100 0 0,997 (S)
JdTrx QTm 3 66,67 33,33 | <0,885(NS) 100 0 < 0,885 (NS)
3Trx QTr 4 100 0 < 0,923 (NS) 100 0 < 0,923 (NS)

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; A, attiré ; N, Non attiré ; S, Signification ; NS :

Non signification]

Nos résultats (Fig. 52) montrent que les femelles, quel que soit le croisement, ne sont pas
attirées par le milieu témoin ; bien que le nombre d’ceufs pondus ne dépasse pas les 13,80
ceufs dans le meilleur cas. En effet, L’analyse des variances montre qu’il n’existe pas des

différences significatives entre les insectes testés (Fops= 0,62 ; p = 0,61) (Fig. 52).

80 dTmx QTr STrx 9Tm

70 -+ dTmx @Tr ATrx QTr
60 +
50 +
40 +

30 +

. O 9P L =

+Moyenne < Minimum/Maximum

Figure 52. Nombre d’ceufs pondus dans le milieu témoin
[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]
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Le milieu traité aux baies de D. gniduim (50 pg/ml) est significativement plus attractif
pour les femelles que 1’autre témoin. Les femelles témoins pondent plus de 48,88 + 2,32 ceufs,
alors que celles dans les croisements ou un ou les deux adultes sont traités pondent entre 4,50
+ 1,32 a 24,67 + 5,46 ceufs (Fig. 53) ; les valeurs de I’IPO sont toujours positives et sont de
0,64, 0,26 et 0,53 respectivement (Tab. 53). L’analyse des variances montre qu’il existe des

différences hautement significatives entre les insectes testés (Fops= 2,32 ; p = 0,09) (Fig. 53).

80 - dTmx QTr dTrx @Tm

70 -+ dTmx @Tr ITrx QTr
60 + T

50 + + .

40 + l
30 +

10 +

L+

==

+Moyenne ¢ Minimum/Maximum

Figure 53. Nombre d’ceufs pondus dans le milieu traité aux baies de D. gniduim
(50pg/ml)
[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Tableau 53 : Indice de préférence d’oviposition (IPO) des femelles de D. melanogaster en

présence d’extrait des baies de D. gniduim (50 pg/ml)

Couple : dTmx QTm dTmx QTr 3Trx QTm 3Trx QTr

IPO +0,64 +0,26 +0,53 -0,49

[&, Méle ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Le nombre moyen d’ceufs pondus par les 26 femelles témoins est de 46 + 4 avec un
maximum de 77 ceufs, tandis que celui déposé par celles traitées est de 18 + 3, dont le
maximum est de 25 ceufs (Tab. 54). Dans les croisements, ou un des deux partenaires ou tous

les deux sont traités, le nombre total d’ceufs pondus varie entre seulement 70 et 258, alors
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qu’il est plus de 1366 chez les couples témoins. L’analyse de variance montre qu’il n’existe

pas des différences significatives, au seuil a = 0,05 (Fops = 1,80 ; p = 0,16) (Tab. 54).

Tableau 54 : Effet baies de D. gniduim (50 pg/ml) sur le nombre total d’ceufs pondus

selon le type de croisement effectué

ATmx QTm | STmx QTr | dTrx YTm | STrx QTr | Fops p
N 26 8 3 4
Moy + SEM |  46+4 32+5 30+3 1843 | oo | o6
Min—Max | (0-77) (13- 56) (23-34) (13-25) | !
Total 1366 258 89 70

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; Moy, Moyenne ; SEM, Ecart type de la

moyenne ; Min, Minimum ; Max, Maximum]

3.1.6. Synthese des résultats obtenus :

Le tableau 55 est une synthése des résultats obtenus sur les activités biologiques de
différents extraits végétaux utilisés contre D. melanogaster. Il indique que ces derniers
présentent une bonne activité larvicide par ingestion et ce sont la décoction des graines de P.
harmala et les baies de D. gniduim les plus appropriées, alors que les fleurs de P. harmala
semblent étre la solution la moins efficace. Il convient de remarquer qu’en moyenne 1’effet
négatif de chaque produit sur le cycle de developpement de I’insecte suivant au retard
occasionné aux différents stades. Le traitement perturbe ainsi le déroulement de la
reproduction ayant un effet anti-fertilisant, en diminuant le nombre d’ceufs pondus d’une
maniere proportionnelle. De plus, nos observations comportementales, effectuées sur les
larves du 3*™ stade (préférences alimentaires) ou les femelles (choix du site de ponte), ont
permis de démontrer qu’elles étaient capables de distinguer les différentes odeurs testées. En
particulier, nous avons observé que ces dernieres sont attirées par la décoction des graines de
P. harmala et des baies de D. gniduim et fortement repoussées et/ou stressés par celle des

feuilles, fleurs de P. harmala et des feuilles de D. gniduim.
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Tableau 55 : Synthese des resultats sur les effets directs et différés des différents

extraits végétaux utilisés contre la mouche du vinaigre, D. melanogaster

Produit P. harmala D. gniduim
Effet Feuilles Fleurs Graines Feuilles Baies
Toxicite ++ + +++ + ++
Inhibition de la croissance + + + + 4
Activité attractive/insectifuge i i + i +
(Comportement alimentaire des L)
Inhibition de la reproduction + + + + +
Activité attractive/insectifuge i i + i +
(Oviposition des femelles)
Anti-ponte
+ + + + +
(Nombre d’ceufs pondus)

Toxicité par ingestion :

+ . Mortalité <50 % apres 15 jours

++ : Mortalité comprise entre 50 % et 80 % aprées 15 jours

+++ : Mortalité >80 % apres 15 jours

Inhibition de la croissance
+ : Présence ; - : Absence

Activité attractive/insectifuge (Comportement alimentaire des L)

+ : Attraction ; - : Répulsion

Inhibition de la reproduction

+ : Présence ; - : Absence

Activité attractive/insectifuge (Oviposition des femelles)

+ : Attraction ; - : Répulsion

Anti-ponte (Nombre d’ceufs pondus)

+ : Présence ; - : Absence
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3.2. Effets toxiques des extraits végétaux sur la blatte germanique, B. germanica :

3.2.1.Effets d’extrait aqueux des feuilles de P. harmala sur la blatte :

3.2.1.1. Essai insecticide a ’égard des adultes :

Nous avons testé I’activité de différentes concentrations d’extrait aqueux de feuilles de P.

harmala sur la mortalité des méales et des femelles chez B. germanica.

A la concentration de 300 pg/ml, les feuilles de P. harmala, provoque environ 20% de

éme

mortalité chez les males apres 7 jours, 23,3% aprés 15jours et 26,7% a la fin du 30™™ jour
d'exposition (Tab. 56). Pour la concentration de 700 pg/ml, le taux moyen de mortalité des
males est, respectivement, de 13,3% a 7 jours, de 26,7% a 15 jours et de 43,3% a 30 jours
(Tab. 56). La mortalité des males augmente lorsqu’on utilise des concentrations de 1000
ng/ml ; 30% a 7 jours, 60% a 10 jours. A ces deux concentrations, plus de 90% les males

meurent au bout de 30 jours (Tab. 56).

La comparaison des variances des différentes concentrations utilisées montre qu’au seuil
de significativité a = 0,05, il n’existe pas des différences significatives entre la mortalité

enregistrée pour les quatre concentrations au bout de 7, 10 et 15 jours (Tab. 56).

Tableau 56 : Taux de mortalité des males de B. germanica traités par les extraits

aqueux des feuilles de P. harmala

7j 15j 3Oj I:obs p
300pg/ml 20% 23,3% 26,7% 020 | 082
700pg/ml 13,3% 26,7% 43,3% 1,49 0,30
1000pg/ml 30% 60% 90% 001 | 045
Fobs 2,59 0,70 0,76
p 0,15 0,53 0,51

Le tableau 57 résume les différents taux de mortalité enregistrés pour les femelles. La
concentration 300 pg/ml provoque 10% de mortalité apres 7 jours et 13,3% apres 15 et 30
jours (Tab. 57). Plus on augmente la concentration d’extrait foliaire de P. harmala, plus le
taux de mortalité augmente. A 700 pg/ml, on observe 10% de mortalité aprés 7 jours, 13,3%
apres 15 jours et 33,3% apres 30 jours. La plus forte concentration (1000 pg/ml) provoque
géme

20% de mortalité aprés7 jours d’exposition et 63,3% de mortalité & partir du 1 jour

d'exposition (Tab. 57).
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Tableau 57 : Taux de mortalité des femelles de B. germanica traitées par les extraits

aqueux des feuilles de P. harmala

7j 15j 30] I:obs p
300pg/ml 10% 13,3% 13,3% 3,04 0,12
700pg/ml 10% 13,3% 33,3% 8,16 0,02*
1000pg/ml 20% 63,3% 63,3% 0,84 0,48
I:obs 4139 0143 5,03
p 0,07 0,67 0,05*

[*: Significatif, **: Hautement significatif, ***: Trés hautement significatif]

Les adultes de B. germanica exposés pendant 7, 15 et 30 jours aux fleurs de P. harmala

présentent des moyennes corrélées aux concentrations utilisées (Tab. 58).

Nos résultats montrent que, a 10 jours, les femelles sont beaucoup plus résistantes au
traitement que ne le sont les males. A 15 jours, ces résultats s'estompent et les CL50 et CL90
sont comparables chez les deux sexes, alors qua 30 jours les femelles sont 2 fois plus

sensibles que les males (Tab. 58).

Tableau 58 : Concentrations létales des extraits aqueux des feuilles de P. harmala

Temps Males
d’exposition Droite de regression CL50 (ng/ml) | CL90 (ug/ml)
7j Y=3,16+0,37 X R2=0,11 9,33*10" 2,69*10°
15j Y=0,23+159X R?=0,63 1*10° 6,46*10°
30j Y=-371+320X R?=0,75 5,24*10° 1,31*10°
Temps Femelles
d’exposition Droite de regression CL50 (ng/ml) | CL90 (png/ml)
7j Y=1,96+0,69X R2=0,53 2,57*10" 1,82*10°
15j Y=-2,63+261X R2=0,93 8,31*10° 2,57*10°
30j Y= -1,92+2,27 X R2=0,53 1,12*10° 4,07*10°

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des temps]

En ce qui concerne les temps létaux (Tab. 59), nos résultats révelent qu'a des
concentrations de 300 et 700 pg/ml, faut 2 a 3 fois plus de temps pour obtenir 50 a 90% de
mortalité chez les femelles, comparativement aux males. A 1000 pg/ml, les résultats sont
comparables chez les males et les femelles, bien que les temps létaux soient un peu plus

¢levés chez les femelles que chez les males (Tab. 59).

107



Résultats

Tableau 59 : Temps létaux des extraits aqueux de feuilles de P. harmala

Concentration - - Males - -
Droite de regression TL50 (j) TL9O0 (j)
300pg/ml Y=3,86+0,35 X R2=1,00 1,82*10° 1,13*10°
700pg/ml Y=2,63+1,49X R2=1,00 38,90 2,81*10°
1000png/ml Y=2,03+2,84 X R2=0,99 11,22 31,62
Concentration - - Femelles - -
Droite de regression TL50 (j) TL90 (j)
300pg/ml Y=3,51+0,27 X R?=0,77 3,31*10° 1,82*10"
700pg/ml Y=251+133X R2=0,88 74,13 6,76*10°
1000pg/ml Y=12,46+185X R?=0,87 23,44 1,14*10°

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des concentrations]

3.2.1.2. Effets du traitement par une concentration sublétale (300 pg/ml)
sur le comportement de B. germanica :

Sur le comportement sexuel :

L’effet différé d’une concentration sublétale des feuilles de P. harmala (300 pug/ml) a été
évalué sur I’ensemble des séquences comportementales conduisant a 1’accouplement chez les

adultes de B. germanica.

Les résultats consignés dans les tableaux 60 résument les différents pourcentages

enregistrés tout au long des tests d’accouplement (individus agés de 8 jours).

Dans les couples ou le male est témoin et la femelle est traitée (n=10), nous avons
enregistré 2 accouplements réussis, 8 accouplements nul (aucune tentative d’accrochage de la
femelle par le male, I’accouplement final n’a pas eu lieu). C’est le méme cas quand il s’agit
des couples ou les males sont traités ; le taux d’accouplement réussi ne dépasse pas les 10%
(Tab. 60).

Tableau 60 : Effet d’une concentration sublétale des feuilles de P. harmala (300 pg/ml)
sur le taux de réussite des séquences comportementales conduisant a I’accouplement

chez B. germanica, (n=10)

Contacts | Vibrations | Léchages | Tentatives | Accouplement réussi
3Tmx QTm 100 100 100 100 80
3Tmx QTr 100 90 40 20 20
3Trx YTm 100 40 20 10 10
3Trx QTr 100 30 0 0 0

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]
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A la concentration de 300 pg/ml, il semble que les feuilles de P. harmala n’aient que trés
peu d’effets sur les contacts antennaires (Tab. 61). Tous les couples testés arrivent a établir un
premier contact antennaire. Cependant, nous pouvons remarquer que dés qu’un des individus
est traité, le temps de premier contact augmente fortement (du simple au double avec Fops =
6,08 et p = 0,002) (Tab. 61).

Les résultats obtenus (Tab. 61) relévent que le nombre moyen de parades observé se
répéte 4 fois si les individus méales et femelles ne sont pas traités (couple témoin). Cependant,
il dépasse les 16,89 fois dans le cas ou des méles témoins et des femelles traitées ; cette
derniéres ne montrent aucune réceptivité envers eux. De plus, le traitement augmente
fortement le temps mis par les males pour parader. Au seuil de significativité a = 0,05, la
comparaison des variances montre qu’il existe des différences hautement significatives entre
le temps et le nombre des parades enregistrés chez les quatre types de couples étudiées, sont
Fobs = 3,78 ; p = 0,0004 et Fops = 4,45 ; p = 0,01 respectivement (Tab. 61).

Toute fois, le temps que mettent les femelles pour qu’elles léchent les sécrétions des
males, ainsi celui que prennent les males pour les accrochent et tentent a s’accoupler,
augmentent fortement chez les couples, ou ’'un des deux individus est traité. Cependant, le

nombre de chaque séquence comportementale diminue par apport aux témoins (Tab. 61).

La latence d’accouplement différe selon les insectes étudiés (Fops = 32,34 ; p = 0,0003).
La durée d’accouplement, temps nécessaire pour que la femelle soit fécondée, diminue
fortement lorsque le male est traité (829 secondes) comparativement aux témoins, qu’ils
prennent entre 3138,63 a 4325 secondes (Fons =14,50 ; p = 0,004) (Tab. 61).
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Tableau 61 : Effet du traitement sur le nombre de répétition et le temps nécessaire (en

secondes) pour la réalisation de chaque acte (n=10), (Moy + SEM)

3ATmx @Tm 3Tmx QTr JTr x Tm 3Trx QTr Fobs p

a 22,1+5,49 33,4 £ 10,06 22,3%+2,31 40 £ 10,76 6,08 | 0,002**
b 103,7 + 16,59 219,56 *+ 64,81 85 + 33,79 314,67 £ 105,49 | 3,78 | 0,0004***
c 4+ 0,60 16,89 + 1,49 7,152,221 1,33+£0,33 4,45 0,01*

d 193,2 £ 24,88 226,75 £ 68,49 2645+245 - 1,29 0,31

e 7,1+£0,50 7+1,68 25+05 - 2,43 0,13

f 285,8 + 38,34 390+ 70 378 £ - - 1,33 0,31

g 3,9+0,71 3505 2+- - 5,46 0,09*

h 413 + 42,58 603,50 £ 308,50 303 + - - 32,34 | 0,0003***
i | 3138,63 + 218,69 4325 + 943 829 + - - 14,50 | 0,004**

[a, Temps de 1" contact ; b, Temps de 1" parade ; ¢, Nombre de parades ; d, Temps de 1" léchage ;
e, Nombre de léchages ; f, Temps de 1" tentative ; g, Nombre de tentatives ; h, Latence d’accoup-
lement ; i, Durée d’accouplement ; 3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; Moy, Moyenne ;
SEM, Ecart type de la moyenne ; *, Significatif ; **, Hautement significatif ; ***, Tres hautement
significatif]

La série des tests des accouplements lors du traitement avec 1’extrait aqueux des feuilles
de P. harmala (300 pg/ml), nous a permis de récupérer 3 oothéques quand 1’un des deux

sexes est traité et 10 oothéques quand il s’agit des couples témoins (Tab. 62).

Chez les couples traités, les femelles mettent entre 33 a 37,5 jours pour déposer leur
oothéque qui arrive a I’éclosion apreés 1 ou 2 jours pour libérer entre 11 a 21,5 larves de
premier stade en moyenne (Tab. 62). Les femelles témoins mettent 25,9 + 2,32 jours pour

libérer I’0othéque qui contient en moyenne 24,40 + 2,73 larves de B. germanica (Tab. 62).

Tableau 62 : Effet de I’extrait aqueux des feuilles de P. harmala (300 pg/ml) sur la

fertilité des ootheques

Durée d’incubation Eclosion Nombre des
N (Jours) (Jours) Larves
JTmx @Tm 8 25,9+ 2,32 1 29,7+ 2,16
3Tmx QTr 2 375+25 2 215+25
3Trx QTm 1 33+- 1 11+-
3Trx @Tr 0 - - _

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]
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Nous avons également enregistré des différences morphologiques entre les ceufs témoins
et celles traitées (taille, forme et couleur) suite au traitement a 1’extrait aqueux des feuilles de
P. harmala (300 pg/ml) (Fig. 54).

(B) Traités

Figure 54. Effet d’une concentration sublétale d’extrait aqueux de feuilles de P. harmala

(300 pg/ml) sur les ceufs pondus chez B. germanica, (x 4,5) (Photos originales)
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Sur le comportement grégaire :

Les tests de I’attraction a distance en olfactométre bidirectionnel indiquent les effets de
produit, cas de 1’extrait aqueux des feuilles de P. harmala (300 pg/ml), sur Iattractivité des

adultes, non seulement sur la perception mais aussi sur le signal chimique.

Comme le montrent nos résultats (Tab. 63), plus de 86,67% des méles témoins sont
attirés par les extraits de femelles témoins et 93,33% par les extraits de males témoins. Aussi,
les femelles témoins sont attirées significativement par 1’odeur des extraits de leurs

congéneres témoins (93,33% avec une p = 1) (Tab. 63).

Les extraits des adultes traités aux feuilles de P. harmala (300 pg/ml) (méle, femelle)
n’attirent pas significativement les adultes, quelques soient témoins ou traités (Tab. 63).
L’attractivité la plus faible est enregistrée chez les femelle traitées avec 1’extrait du male traité
; elle ne dépasse pas 33,33% (Tab. 63).

Tableau 63 : Taux d’attractivité des adultes de B. germanica traités avec une

concentration sublétale des feuilles de P. harmala (300 pg/ml)

Insectes Extraits

testés 4 Tm 3 Tr Q Tm Q Tr
A 93,33% 33,33% 86,67% 40%

3 Tm NA 6,67% 66,67% 13,33% 60%
p 1,00 S <0,915 NS 0,993 S <0,915 NS
A 66,67% 60% 53,33% 53,33%

3 Tr NA 33,33% 40% 46,67% 46,67%
P <0,915NS | <0,915NS <0,915 NS <0,915 NS
A 93,33% 53,33% 93,33% 53,33%

Q Tm NA 6,67% 46,67% 6,67% 46,67%
p 1,00 S <0,915 NS 1,00 S <0,915 NS
A 53,33% 33,33% 40% 66,67%

QTr NA 46,67% 66,67% 60% 33,33%
P <0,915NS | <0,915NS <0,915 NS <0,915 NS

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; A, Attiré ; NA, Non attiré ; S, Significative ; NS,

Non significative]

Comparativement aux témoins, les adultes traités mettent significativement beaucoup
plus de temps & localiser la source de I’odeur provenant des males et femelles, témoins ou
traites, lorsque les extraits sont réalisés a 1’hexane (Tab. 64). D’une fagon générale, tous les
insectes testes mettent plus de temps a détecter ’odeur provenant d’un extrait des adultes
traités (Tab. 64).
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En ce qui concerne les insectes témoins (méales et femelles), il existe des différences

significatives entre les temps moyens de détection enregistrés pour des quatre extraits utilisées
(Fobs = 4,09 ; p=0,01 et Fops = 5,86 ; p=0,001) (Tab. 64). De plus, au sein de méme extrait

utilise (cas de male témoin, femelle témoin et traitée), nous avons enregistré des différences

significatives (Tab. 64).

Tableau 64 : Temps moyens de détection (TD), en secondes, de différents extraits utilises

a I’égard des adultes témoins et traités, (Moy = SEM), (n = 15) :

Insectes Extraits Fobs p
testeés 4 Tm 3 Tr Q Tm Q Tr
dTm | 44+043 (104+1,141453+£0,39( 9,87+£0,95 | 4,09 0,01*
dTr |13,87+2,48 10+2,48 10,66 +1,90| 11,6 +2,14 [ 0,16 0,93
¢ Tm |3,73+£0,58]10,4+£293| 360,57 | 82+1,17 586 | 0,001**
@Tr ]9/47+1,60]10,13+1,55 98+1,43 |1066+198| 0,16 0,92
Fobs 3,36 3,36 6,79 2,43
p 0,003** 0,17 0,001** 0,08

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; *, Significatif, **, Hautement significatif]

Les adultes témoins mettent significativement moins de temps (2 secondes en moyenne)

pour arriver a la source odorante que les traités, lorsque les extraits testés de males et de

femelles témoins ont été faits a I’hexane (Tab. 65). Tous les insectes mettent un temps plus

ou moins élevé pour qu’ils arrivent au contact avec le papier contenant 1’odeur des méles et

femelles traités (Tab. 65).

En ce qui concerne les adultes traités, aucune différence significative n’a pu étre mise en

évidence entre les quatre extraits réalisés (Tab. 65).

Tableau 65 : Temps moyens d’arriver (TA), en secondes, de difféerents extraits utilisés a

I’égard des adultes témoins et traités, (Moy + SEM), (n = 15) :

Insectes Extraits Fobs p
testés 3 Tm 3 Tr Q Tm Q Tr
4 Tm 210,21 4+0,32 2+0,20 45+0,73 591 0,002**
3Tr |34+0,43|3,78+0,5214,13+0,30] 3,88 +0,64 0,50 0,69
Tm |1,71+0,22]3,75+0,65|1,71+0,22| 3,88 +0,40 3,42 0,03*
QTr | 35+0,73 | 46%0,6 4+0,86 7,2+1,46 1,46 0,26
Fobs 3,32 1,52 2,20 2,75
p 0,02* 0,24 0,10 0,06

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; *, Significatif, **, Hautement significatif]
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3.2.2.Effets des extraits aqueux des graines de P. harmala sur la blatte :

3.2.2.1. Essai insecticide a I’égard des adultes :

Nous avons testé 1’activité de diverses concentrations de graines de P. harmala a la

décoction sur la mortalité des males et des femelles ages apreés 7, 15 et 30 jours d'exposition.

Comme le montrent nos résultats (Tab. 66), les taux de mortalité males sont tres
variables, non seulement en fonction du temps de traitement, mais également en fonction de

sa concentration.

A 300 pg/ml, la mortalité moyenne passe de 3,3% (7 j) & 50% (30 j), alors qu’a 500 et
700 pg/ml, les résultats obtenus sont comparables : le taux de mortalité minimum observé des
males est de 23,3% a 7 jours (500 pg/ml) et le taux maximum est d’environ 86,7% a 30 jours

a été enregistré avec la concentration la plus élevée, 700 pug/ml (Tab. 66).

Au seuil de significativité o = 0,05, la comparaison des variances indique I’existence des
différences significatives entre les différents taux de mortalité enregistrés pour les quatre

concentrations au bout de 15 et 30 jours (Tab. 66).

Tableau 66 : Taux de mortalité des males de B. germanica traités par les extraits
aqueux des graines de P. harmala

7j 15j 30] Fobs p
300pg/ml 3,3% 20% 50% 1,12 0,38
500pg/ml 23,3% 50% 63,3% 1,25 0,35
750pg/ml 26,7% 60% 86,7% 165 | 0,27
Fobs 2,15 5,57 418
p 0,20 0,04* 0,07

[* : Significatif]
Le tableau 67 résume les différents taux de mortalité enregistrés pour les femelles. Une
mortalité de 50% a été obtenue a la concentration de 300 ug/ml en 30 jours. L’effet des

concentrations de 500 et 700 pg/ml sont comparables ; 36,7 a 40% des femelles meurent en 7

jours et environ 53,3% au bout de 30 jours (Tab. 67).

La comparaison des variances des différentes concentrations utilisées montre qu’il
n’existe pas des différences significatives entre la mortalité enregistrée pour les quatre
concentrations, pour la période correspondant a 30 jours de traitement, et que seule la
concentration de 700 pg/ml montre des résultats significatifs au cours du temps (Fops = 7,38 ;
p = 0,02) (Tab. 67).
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Tableau 67 : Taux de mortalité des femelles de B. germanica traitées par les extraits
aqueux des graines de P. harmala

7j 15j 30] Fobs p
300pg/ml 6,67% 16,7% 50% 0,10 0,91
500pg/ml 13,33% 36,7% 53,3% 0,37 0,70
750pg/ml 6,67% 40 % 53,3% 738 | 0,02*
I:obs 0,30 0,66 0,79
D 0,75 0,55 0,49

[*: Significatif]

Les concentrations létales de graines de P. harmala calculées pour 7, 15 et 30 jours

d’exposition sont résumées dans le tableau 68. Comme le montrent nos résultats, les males

sont, d'une facon générale, plus sensibles aux graines que les femelles a 7 et 15 jours. A 30

jours, les valeurs des CL90 sont plus élevées chez les méales que chez les femelles (entre

9,33*107 et 3,02*10° pg/ml) (Tab. 68).

Tableau 68 : Concentrations Iétales des extraits aqueux des graines de P. harmala

Temps Males
d’exposition Droite de regression CL50 (ug/ml) | CL90 (ng/ml)
7j Y=-451+3,15 X R?=0,87 1,05*10° 2,69%10°
15 Y=-2,67+2,78X R?=0,95 5,75*10° 1,66*10°
30j Y=-1,86+2,74 X R?=0,92 5,16*10° 9,33*10°
Temps Femelles
d’exposition Droite de regression CL50 (ug/ml) | CL90 (ng/ml)
7j Y=3,42+0,08 X R2=0,01 5,62*10"° 5,62*10%
15j Y=-0,49 + 1,85X R2=0,89 9,33*10° 4,57%10°
30j Y=450+0,21 X R2=0,81 2,39%10° 3,02*10°

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des temps]

En ce qui concerne les temps létaux, il existe une bonne corrélation positive entre la

mortalité des adultes due a un accroissement de la concentration de graines de P. harmala et

le temps d’exposition puisque le coefficient de corrélation varie entre 0,97 a 1 chez les males

et entre 0,96 a 0,99 (Tab. 69). Plus les concentrations de la decoction de graines de P.

harmala augmentent plus les temps létaux diminuent et ce, aussi bien chez les males que chez

les femelles (Tab. 69).
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Tableau 69 : Temps létaux des extraits aqueux de graines de P. harmala

Concentration - - Males - -
Droite de regression TL50 (j) TL90 (j)
300pg/ml Y= 0,71+291 X R2=1,00 29,51 81,28
500pg/ml Y=288+170X R2=0,97 17,78 100
750pg/ml Y=2,06+274X R2=1,00 11,57 34,67
Concentration - - Femelles - -
Droite de regression TL50 (j) TL9O (j)
300pg/ml Y=1,42+236 X R2=0,96 33,11 114,82
500pg/ml Y=2,34+1,89 X R2=0,98 25,70 120,23
750pg/ml Y= 132+250X  R2=0,99 29,51 95,90

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des concentrations]

3.2.2.2. Effets du traitement par une concentration sublétale (300 pg/ml)

sur le comportement de B. germanica :

Sur le comportement sexuel :

Les résultats montrent que le taux d’accouplement réussi chez les témoins est égal a 80%
(Tab. 70). Cependant, I’extrait aqueux de graines de P. harmala, administré & une
concentration sublétale de 300 pg/ml, perturbe profondément le déroulement du
comportement sexuel chez B. germanica. Certaines séquences comportementales (parades,
léchages et tentatives) ne sont pas observées (Tab. 70), ce qui a pour conséquences de
supprimer 1’accouplement potentiel et ce, quelle que soit le sexe traité au sein d’un couple

(taux d’avortement est égale a 100%) (Tab. 70).

Tableau 70 : Effet d’une concentration sublétale des graines de P. harmala (300 pg/ml)
sur le taux de réussite des séquences comportementales conduisant a I’accouplement

chez B. germanica, (n=10)

Contacts | Vibrations | Léchages | Tentatives | Accouplement réussi
3Tmx QTm 100 100 100 100 80
3Tmx QTr 100 0 0 0
3Trx QTm 100 0 0 0
3Trx QTr 100 0 0 0

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

De plus, le temps moyen enregistré pour que les males aboutissent au premier contact
avec leurs femelles, augmente fortement (47,70 + 6,11 a 82,10 + 19,19 secondes) chez les

couples ou au mois un des deux individus ou tout les deux sont traités, par apport a celui
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enregistré chez les témoins (seulement 22,1 + 5,49 secondes) (Tab. 71). L’analyse des

variances montre qu’il existe des différences hautement significatives (Fops= 5,88 ; p = 0,002)
(Tab. 71).

Tableau 71 : Effet du traitement sur le nombre de répétition et le temps nécessaire (en

secondes) pour la réalisation de chaque acte (n=10), (Moy + SEM)

ATmxTm | dTmxQTr | J&Trx 2Tm 3Trx QTr Fobs p
a 22,1 +5,49 54,80+6,13 | 47,70+6,11 82,10+ 19,19 | 5,88 | 0,002**
b 103,7 + 16,59 00 00 00 - -
c 4 +0,60 00 00 00 - -
d 193,2 + 24,88 00 00 00 - -
e 7,1+£0,50 00 00 00 - -
f 285,8 + 38,34 00 00 00 - -
g 39+0,71 00 00 00 - -
h 413 + 42,58 00 00 00 - -
i | 3138,63 £ 218,69 00 00 00 - -
i 22,1+5,49 00 00 00 - -
[a, Temps de 1" contact ; b, Temps de 1" parade ; ¢, Nombre de parades ; d, Temps de 1" léchage ;

e, Nombre de léchages ; f, Temps de 1% tentative g, Nombre de tentatives ; h, Latence

d’accouplement ; i, Durée d’accouplement ; 3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; Moy,

Moyenne ; SEM, Ecart type de la moyenne ; **, Hautement significatif]

Sur le comportement grégaire :

Les tests olfactométriques montrent que les extraits témoins attirent de fagon significative

les males et les femelles non traités (de 86,67 a 93,33%, p= 1) (Tab. 72). Tandis que,

I’attraction ne dépasse pas les 20% en présence d’odeurs des individus traités (Tab. 72).

Dans I’autre coté, les adultes traités présentent une trés faible réaction positive (6,67% a

20%) voir nulle (0%) vis-a-vis les quatre odeurs testées (Tab. 72). L’analyse de Monté Carlo

ne montre pas des différences significatives entre les taux d’attractivité (p < 0,915) (Tab. 72).
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Tableau 72 : Taux d’attractivité des adultes de B. germanica traités avec une

concentration sublétale des graines de P. harmala (300 pg/ml)

Insectes Extraits

testés 4 Tm 3 Tr Q Tm Q Tr
A 93,33% 20% 86,67% 0%

J Tm NA 6,67% 80% 13,33% 100%
p 1,00 S < 0,915 NS 0,993 S < 0,915 NS
A 20% 6,67% 6,67% 6,67%

3 Tr NA 80% 93,33% 93,33% 93,33%
P < 0,915 NS < 0,915 NS < 0,915 NS < 0,915 NS
A 93,33% 6,67% 93,33% 6,67%

Q Tm NA 6,67% 93,33% 6,67% 93,33%
p 1,00 S <0,915 NS 1,00 S < 0,915 NS
A 20% 20% 6,67% 0%

QTr NA 80% 80% 93,33% 100%
p <0,915 NS < 0,915 NS <0,915 NS <0,915 NS

[£, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; A, Attiré ; NA, Non attiré ; S, Significative ; NS,

Non significative]

A I’exposition de Iodeur du male et femelle témoins, les adultes témoins mettent
seulement de 3,73 a 4,4 secondes et de 3,6 a 4,53 secondes, respectivement, pour effectuer un
choix (Tab. 73). Cependant, ils mettent plus de 7,93 a 13,67 secondes et de 13,13 & 11,07

secondes a la présence de celle de leurs congénéres traités (Tab. 73).

En ce qui concerne les adultes traités, quel que soit le stimulus, les temps moyens

mesurés sont significativement différents (Fops= 5,83, p = 0,002 des males et Fops= 3,23, p =

0,03 des femelles) (Tab. 73). De méme, leur attraction est toujours plus lente en comparant a

celle des adultes témoins (Tab. 73).

Tableau 73 : Temps moyens de détection (TD), en secondes, de différents extraits utilises

a l’égard des adultes témoins et traités, (Moy + SEM), (n =15) :

Insectes Extraits .
testés | 4 Tm 3 Tr Q Tm Q Tr °bs P
A Tm | 44+043 |13,67+2,05|4,53+0,39|11,07+1,52| 8,53 [0,0001***
4 Tr |10,8+0,81|16,47 +2,55(10,87 +1,71| 13,13 +1,27| 5,83 0,002**
?Tm |[3,73+£0,58| 7,93£0,89 | 3,6 £0,57 [13,13+£0,57| 0,43 0,73
QTr [993+0,65]|11,67+1,35/10,93+1,19]13,13+0,84] 3,23 0,03*
Fobs 1,50 5,87 5,57 2,09
p 0,22 0,001** 0,002** 0,11

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; *, Significatif, **, Hautement significatif, ***, Trés
hautement significatif]
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Les adultes témoins se comportent de la méme fagon vis-a-vis les différents extraits. Les
temps moyens sont significativement différents (Fops= 49,82 ; p < 0,0001 des méles et Fops=
2,41 ; p = 0,09 des femelles) (Tab. 74). lls se déplacent toujours plus vite vers les extraits

témoins et passent une durée de temps assez longue pour arriver aux extraits traités (Tab. 74).

Par contre, I’odeur des congénéres n’exerce pas un effet attractif marqué sur les adultes

traités, qui arrivent plus lent au contact avec chaque source odorante testée (Tab. 74).

Tableau 74 : Temps moyens d’arriver (TA), en secondes, de différents extraits utilisés a

I’égard des adultes témoins et traités, (Moy £ SEM), (n =15) :

Insectes Extraits F 5

testés 4 Tm 3 Tr Q Tm Q Tr
4 Tm 2+021 |6,33+£1,21| 2+£0,20 |16,33+6,84| 49,82 | 0,0001***
3 Tr 73 8+- 5%- 82,08 1,72 0,39
QTm |1,71+0,22 5+- 1,71+0,22] 5%+1,35 2,41 0,09
Q Tr - 5% - 6+- - 8,16 0,02*

F 27,6 1,72 1,83 8,16

p 0,0001*** 0,39 0,17 0,01*

[, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; *, Significatif, **, Hautement significatif, ***, Tres
hautement significatif]

3.2.3. Effets d’extrait aqueux des feuilles de D. gniduim sur la blatte :

3.2.3.1. Essai insecticide a I’égard des adultes :

Le tableau 75 résume les taux de mortalité enregistrés apreés le 7°™, 15°™ et 30°™ jour

d’exposition aux différentes concentrations d’extrait aqueux des feuilles de D. gniduim.

Chez les males de B. germanica, 1’utilisation de la concentration de 300 pg/ml provoque
une mortalité de 16,7% aprés 7 jours d’exposition et augmente en fonction du temps pour
atteindre 36,7% aprés 30 jours (Tab. 75). Nous avons enregistré une mortalité de 40% apres
15 et 30 jours d’exposition pour la concentration 700 pug/ml. La concentration 1000 pg/ml
provoque une mortalité de 30% au bout du 7¢me jour pour atteindre sa valeur maximale 43,3%
au 30°™ jour. L’analyse des variances montre qu’il n’existe pas des différences significatives
entre les taux de mortalité enregistrés au cour du traitement avec les différentes concentrations
(Tab. 75).
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Tableau 75 : Taux de mortalité des males de B. germanica traités par les extraits
aqueux des feuilles de D. gniduim

7j 15j 30j Fobs p
300pg/ml 16,7% 26,7% 36,7% 0,32 0,74
700pg/ml 3,3% 40% 40% 0,96 0,43
1000pg/ml 30% 40% 43,3% 0,06 0,94
I:obs 3,07 2,99 2,61
p 0,12 0,13 0,15

Chez les femelles de la blatte germanique, nous avons enregistré une mortalité de 16,7%
seulement avec 300 pg/ml & la fin du test (Tab. 76). Au bout du 15°™ jour, nous avons
marqué une mortalité de 13,3% et 23,3% pour les concentrations de 700 pg/ml et 1000 pg/ml,
successivement (Tab. 76). Le suivi de la mortalité chez les femelles montre qu’elle est en
fonction du temps d’exposition aux feuilles de D. gniduim. Cependant, elle atteint seulement
un taux de 20% et 30% au bout de 30 jours de traitement (Tab. 76).

Tableau 76 : Taux de mortalité des males de B. germanica traitées par les extraits
aqueux des feuilles de D. gniduim

7j 15j 3Oj I:obs p
300pg/ml 6,67% 6,7% 16,7% 2,37 0,17
700pg/ml 10% 13,3% 20% 6,25 0,03*
1000pg/ml 20% 23,3% 30% 0,43 0,67
Fobs 0,88 1,38 3,24
p 0,46 0,32 0,11

[*: Significatif]

Les calculs des concentrations létales (CL50% et CL90%) chez les individus adultes de
B. germanica exposés aux extraits de feuilles de D. gniduim pendant 15 et 30 jours révéle une

corrélation positive entre la mortalité et les concentrations utilisées (Tab. 77).

Les calculs des valeurs de CL50% et de CL90% montrent que les femelles résistent plus
que les males aux différentes concentrations. Chez les males, apres 30 jours de traitement, la
concentration létale de 50% de la population est de 3,80*10° pg/ml et elle est de 7,24*10"
png/ml chez les blattes femelles. Toutefois, 90% des blattes peuvent étre éliminé avec 5,13*10’
4.8,91*10" pg/ml au bout de 30 jours de traitement (Tab. 77).
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Tableau 77 : Concentrations létales des extraits aqueux des feuilles de D. gniduim

Temps Males
d’exposition Droite de regression CL50 (ug/ml) | CL90 (ng/ml)
7j Y= 3,12+0,28 X R2=0,01 5,12*10° 1,94*10’
15j Y=2,51+0,76 X R?=0,92 1,91*10° 9,12*10"
30j Y=3,89+0,31 X R?=0,96 3,80*10° 5,13*10’
Temps Femelles
d’exposition Droite de regression CL50 (ung/ml) | CL90 (ng/ml)
7j Y=0,57 +1,16 X R?=0,84 6,60*10° 8,32*10"
15j Y=0,01+1,40 X R2?=0,95 3,63*10° 3,02*10"
30j Y=2,09+0,21 X R2?=0,79 7,24*10% 8,91*10"

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des temps]

En ce qui concerne les temps létaux (Tab. 78), nos résultats révelent qu'a des
concentrations de 300 pg/ml, 700 pg/ml et 1000 pg/ml, il faut beaucoup plus de temps pour
obtenir 50 a 90% de mortalité chez les femelles, comparativement aux males. Pour les trois
concentrations de feuilles de D. gniduim utilisées, les résultats montrent qu’il existe une forte
corrélation positive entre les taux de mortalité et les temps d’exposition (R? est de 0,77 a 1

chez les males et de 0,73 a 0,96) (Tab. 78).

Tableau 78 : Temps létaux des extraits aqueux des feuilles de D. gniduim

Concentration - - Males - -
Droite de regression TL50 (j) TL90 (j)
300pg/ml Y=3,19+1X R2=1,00 64,67 1230,27
700pg/ml Y=124+255X R2=0,77 29,51 95,50
1000pg/ml Y=4,04+056 X R2=0,93 51,29 10000
Concentration - - Femelles - -
Droite de regression TL50 (j) TL9O (j)
300pg/ml Y=2,71+0,82 X R2=0,73 616,60 22387,21
700pg/ml Y= 3,12+0,69 X R2=0,89 524,81 380189,94
1000pg/ml Y=3,71+051 X R2=0,96 338,84 109647,82

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des concentrations]

3.2.3.2. Effets du traitement a une concentration sublétale (300 pg/ml) sur

le comportement de B. germanica :

Sur le comportement sexuel :

Chez les insectes témoins, nous avons enregistré 80% d’accouplement réussis, seulement
20% d’accouplements avortés et aucun accouplement nul (Tab. 79). Par contre, les couples

traités (ou les deux partenaires sont traités ou 1’un des partenaires est traité) ont subi une
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diminution relative dans les vibrations, les léchages et les tentatives d’accouplement. Tous les

accouplements observés sont nuls avec un taux de 100% (Tab. 79).

Tableau 79 : Effet d’une concentration sublétale des feuilles de D. gniduim (300 pg/ml)

sur le taux de réussite des séquences comportementales conduisant a I’accouplement

chez B. germanica, (n=10)

Contacts | Vibrations | Léchages | Tentatives | Accouplement réussi
3Tmx QTm 100 100 100 100 80
3Tmx QTr 100 20 10 0
3Trx QTm 100 10 10 0
ITrx QTr 100 0 0 0

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Bien que les temps de premier contact soient moins élevés dans un couple ou un, ou les

deux individus sont traités, par rapport aux valeurs observées chez les témoins. L’analyse des

variances montre qu’il n’existe pas des différences significatives (Tab. 80). De plus, une

augmentation a été enregistré en ce qui concerne du temps nécessaire pour que les males

paradent (Fo,s= 103,38 ; p < 0,0001) et que les femelles lechent les sécrétions abdominaux de

ces derniers (Fops= 1,58 ; p = 0,26 (Tab. 80). Le nombre de répétition de chaque séquence

comportementale différe au sein d’un croisement a un autre (Tab. 80).

Tableau 80 : Effet du traitement sur le temps nécessaire (en secondes) pour la réalisation
de chaque acte (n=30), (Moy = SEM)

3Tmx @Tm 3Tmx QTr | STrx QTm | J3Trx QTr Fobs p
a 22,1+5,49 35,5+5,92 46,8 + 7,38 48,6 + 8,14 0,55 0,65
b 103,7 £ 16,59 567 + 357 168 + - - 103,38 | 0,0001***
c 4+ 0,60 1,5+05 7*- - 3,02 0,09
d 193,2 + 24,88 240 + - 455 + - - 1,58 0,26
e 7,1+0,50 1+- 2+- - 0,91 0,44
f 285,8 + 38,34 - - - - -
g 390,71 - - - _ )
h| 413+4258 - - - - -
i | 3138,63 + 218,69 - - - - -
j 22,1+ 5,49 ] ] ] - ]

[a, Temps de 1*" contact ; b, Temps de 1" parade ; ¢, Nombre de parades ; d, Temps de 1*" léchage ;

e, Nombre de Iéchages ; f, Temps de 1" tentative g, Nombre de tentatives ; h, Latence

d’accouplement ; i, Durée d’accouplement ; 3, Male ; Q, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; Moy,

Moyenne ; SEM, Ecart type de la moyenne ; *, Significatif ; ***, Trés hautement significatif]
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Sur le comportement grégaire :

Selon le test de Monte Carlo, I’extrait aqueux des feuilles de D. gniduim (300 pg/ml) agit

mieux sur 1’attractivité des adultes témoins et traités (Tab. 81).

Tous les extraits utilisés n’attirent pas significativement les adultes traités par ’extrait
utilisé (p < 0,915), le taux d’attractivité ne dépasse pas les 53,33% dans le meilleur des cas
(Tab. 81). Nos résultats montrent, aussi, que tous les adultes témoins sont attirés
significativement par les extraits de leurs congenéres témoins (entre 86,67 a 93,33% avec une
valeur de p = 1) (Tab. 81). Cette attractivité diminue quand il s’agit des extraits, de méle et de

femelle traités, faits a I’hexane (Tab. 81).

Tableau 81 : Taux d’attractivité des adultes de B. germanica traités avec une

concentration sublétale des feuilles de D. gniduim (300 pg/ml)

Insectes Extraits
testés 4 Tm 3 Tr Q Tm Q Tr
A 93,33% 6,67% 86,67% 40%
J Tm NA 6,67% 93,33% 13,33% 60%
p 1,00 S <0,915 NS 0,993 S <0,915 NS
A 46,67% 33,33% 40% 53,33%
3 Tr NA 53,33% 66,67% 60% 46,67%
p <0,915 NS <0,915 NS <0,915 NS <0,915 NS
A 93,33% 33,33% 93,33% 26,67%
Q Tm NA 6,67% 66,67% 6,67% 73,33%
p 1,00 S < 0,915 NS 1,00 S <0,915 NS
A 50% 26,67% 33,33% 40%
QTr NA 50% 73,33% 66,67% 60%
p <0,915 NS < 0,915 NS <0,915 NS <0,915 NS

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; S, Significatif, NS, Non significatif]

L’odeur des congénéres témoins n’exerce pas un effet attractif marqué sur les méles et
femelles traites, qui passent une durée de temps assez longue pour la détecter (respectivement
de 6 a 8,33 secondes pour I’extrait de male et de 7,73 & 8,93 secondes pour I’extrait femelle)
(Tab. 82).

Quelque soit le stimulus, les temps moyens mesurés chez les insectes témoins sont
significativement différents (Fops= 2,28 ; p = 0,09 des males et Fos= 5,16 ; p = 0,003 des
femelles) (Tab. 82). lls se déplacent plus rapidement vers les extraits d’adultes témoins et

beaucoup plus lentement vers les extraits d’adultes traités (Tab. 82).
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Tableau 82 : Temps moyens de détection (TD), en secondes, de différents extraits utilisés

a I’égard des adultes témoins et traités, (Moy = SEM), (n = 15) :

Insectes Extraits .
testés 7 Tm 3 Tr Q Tm O Tr obs P
dTm | 44+043(913+0,77|4,53+0,39| 6,8+0,60 2,28 0,09
3 Tr 6+£035 |7,73+1,08|7,73+1,09| 8+1,10 2,01 0,12
@Tm |3,73+0,58|9,47+1,12| 3,6+0,57 6+ 0,49 5,16 | 0,003**
Tr |833+110| 84+1 |[893+£132]6,07+0,28 2,68 0,06

Fobs 2,80 0,47 2,14 5,19
p 0,05* 0,70 0,11 0,003**

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; *, Significatif, **, Hautement significatif ; ***, Tres
hautement significatif]

Bien que ces durées soient peu différentes, les insectes témoins arrivent plus rapidement
au contact avec la source des extraits témoins que les traités (Tab. 83). De plus, au sein du
méme groupe (insectes témoins), on enregistre des différences hautement significatives entre
les temps moyen d’arriver envers les quatre extraits testés (Fops= 7,53 ; p = 0,0005 et Fops=
2,81 ; p=0,05) (Tab. 83).

Tableau 83 : Temps moyens d’arriver (TA), en secondes, de différents extraits utilisés a

I’égard des adultes témoins et traités, (Moy £ SEM), (n =15) :

Insectes Extraits .
testés [ 3 Tm 3 Tr Q Tm QO Tr °bs P
4 Tm 2+0,21 |3,71+042| 2+0,20 | 517+0,95 | 7,53 |0,0005***
3 Tr 2+- 46+098 | 46+093 | 525+0,95 | 1,22 0,35
@Tm |1,71+0,22]|567+0,61]|1,71+0,22| 4,4+0,93 2,81 0,05*
QTr |333+0,42(538+1,05|35+£0,29|3,16+0,17 | 2,99 0,06
Fobs 1,01 1,55 4,29 2,99
p 1,00 0,23 0,01* 0,06

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; *, Significatif, **, Hautement significatif ; ***, Tres
hautement significatif]

3.2.4. Effets d’extrait aqueux des feuilles de D. gniduim sur la blatte :

3.2.4.1. Essai insecticide a I’égard des adultes :

L’utilisation des extraits aqueux des baies de D. gniduim contre les males de B.
germanica provoque un taux de mortalité qui varie entre 10% et 70% selon les concentrations
et les temps d’exposition (Tab. 84). L’application de 100 et 250 ug/ml induit une mortalité de
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26,7 a 30% au bout des 30 jours d’exposition, tandis que la plus forte concentration (500
ng/ml) affiche un taux de mortalité de 13,3% au bout du 7°™ jour, 56,7% a 15 jours et 70% a
30 jours (Tab. 84). Aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence quelque soit

la concentration testée (Tab. 84).

Tableau 84 : Taux de mortalité des males de B. germanica traités par les extraits

aqueux des baies de D. gniduim

7j 15j 30j Fobs p
100pg/ml 10% 13,3% 26,7% 0,47 0,65
250pg/ml 10% 23,3% 30% 0,49 0,63
500pg/ml 13,3% 56,7% 70% 1,61 0,28
Fobs 1,74 0,74 1,45
p 0,25 0,51 0,31

Chez les femelles exposées aux extraits aqueux des baies de D. gniduim, les taux de
mortalité apres 7 jours de traitement, varient entre 3,33 et 23,33%. Alors qu’apreés 30 jours du
traitement, 1’utilisation de 100, 250 et 500 pg/ml provoque des taux de mortalité de 16,7%,
33,3% et 53,3%, respectivement (Tab. 85).

L’analyse statistique des résultats (Tab. 85) ne révele aucune différence significative
entre les taux de mortalité enregistrés durant la période de traitement des femelles a 1’aide des

différentes concentrations.

Tableau 85 : Taux de mortalité des femelles de B. germanica traitées par les extraits

aqueux des baies de D. gniduim

7j 15j 3Oj I:obs p
100pg/ml 3,33% 6,7% 16,7% 2,27 0,18
250pg/ml 3,33% 23,3% 33,3% 1,84 0,24
500pg/ml 23.33% 40% 53,3% 258 0,16
Fobs 0,24 2,66 2,59
p 0,80 0,15 0,15

Les résultats montrent qu’il y a une corrélation positive entre les taux de mortalité et les
concentrations d’extrait aqueux des baies de D. gniduim (le coefficient de corrélation chez les
males «R2» est de 0,68 a 0,91) (Tab. 86).
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Pour assurer une mortalité de 50% et 90% chez les adultes males apres 30 jours de
traitement, la concentration d’extrait aqueux des baies de D. gniduim doit étre égale a
3,90*107 et 2,04*10° pg/ml. Par contre, elle doit étre de 4,67*10% et 3,39*10° ug/ml chez les

femelles chez les femelles (Tab. 86).

Tableau 86 : Concentrations létales des extraits aqueux des baies de D. gniduim

Temps Males
d’exposition Droite de regression CL50 (pg/ml) | CL90 (ug/ml)
7j Y=3,23+023X R2=0,68 5,01*10’ 1,82*10"
15 Y=022+179X R?=091 4,68*10° 2,45*10°
30j Y=111+156 X R?=0,75 3,90*10° 2,04*10°
Temps Femelles
d’exposition Droite de regression CL50 (pg/ml) | CL90 (ng/ml)
7] Y=-0,03+151X R?=0,68 2,14*10° 1,51*10°
15 Y=-0,08+1,80X R2=1,00 6,61*10° 3,39*10°
30j Y=102+149X R?=1,00 4,67*10° 3,39*10°

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des temps]

Les résultats du tableau 87 résument les différents temps Iétaux des extraits aqueux des

baies de D. gniduim.

En ce qui concerne les temps létaux, il existe une bonne corrélation positive entre la
mortalité des adultes, due & un accroissement de la concentration de I’extrait et le temps
d’exposition, puisque le coefficient de corrélation varie entre 0,91 a 0,95 chez les méles et de
0,92 & 0,99 chez les femelles (Tab. 87). Plus les concentrations d’extrait augmentent plus les
temps létaux diminuent ; a 500 ug/ml, sont respectivement TL50= 16,22, TL90= 51,29 jours
chez les males et TL50= 25,12, TL90= 251,19 jours chez les femelles (Tab. 87).

Tableau 87 : Temps létaux des extraits aqueux des baies de D. gniduim

Concentration - - Males - -

Droite de regression TL50 (j) TL90 (j)

100png/ml Y=2,79+1,04 X R2=0,91 134,90 2290,87
250pg/ml Y=275+121X R2=0,95 72,44 831,76
500ug/ml Y=1,83+260X R2=0,92 16,22 51,29
Concentration - - Femelles - -

Droite de regression TL50 (j) TL9O (j)

100pg/ml Y=196+137X R2=0,98 165,96 141254
250pg/ml Y=138+225X R2=0,92 40,74 151,36
500pg/ml Y=3,19+129X R2=0,99 25,12 251,19

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des temps]
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3.2.4.2. Effets du traitement par une concentration sublétale (100 pg/ml)

sur le comportement de B. germanica :

Sur le comportement sexuel :

Les résultats montrent que I’extrait des baies de D. gniduim, administré a une
concentration sublétale de 100 pug/ml, supprime complétement 1’accouplement chez les
adultes de B. germanica (le taux d’avortement est équivalent de 100%) et ce, quelle que soit
le sexe traité au sein d’un couple (dyade) (Tab. 88). Seuls 10% a 40% des males paradent et
des femelles léchent les sécrétions males, alors que 100% de témoins réalisent ces

comportements (Tab. 88).

Tableau 88 : Effet d’une concentration sublétale des baies de D. gniduim (100 pg/ml) sur
le taux de réussite des séquences comportementales conduisant a I’accouplement chez B.

germanica, (n=10)

Contacts | Vibrations | Léchages | Tentatives | Accouplement réussi
3Tmx @Tm 100 100 100 100 80
3Tmx QTr 100 40 40 0
J3Trx QTm 100 10 10 0
ITrx QTr 100 10 0 0

[, Male ; Q, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité]

Le traitement perturbe le déroulement des séquences comportementales conduisant a
I’accouplement. Bien que les données ne soient pas significatives, le temps de premier contact
est plus important dans les couples ou les deux individus sont traités (62,2 + 6,78 secondes)
(Tab. 89). Ainsi, ce produit affecte la capacité des males a localiser les femelles vierges d’ou
I’augmentation du temps pour effectuer ses premiéres parades et le nombre de répétition
(Fobs= 2,90 ; p = 0,08 et Fqps= 3,38 ; p = 0,05 respectivement) (Tab. 89). De plus, le nombre
de léchages par les femelles est moins important dans le couple ou le male est traité (3 fois
seulement) (Tab. 89).
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Tableau 89 : Effet du traitement sur le temps nécessaire (en secondes) pour la réalisation
de chaque acte (n=30), (Moy = SEM)

3Tmx QTm STmx QTr | &Trx QTm | JTrx QTr Fobs p
a 22,1+5,49 42,1 +5,89 33,3+4,78 62,2 6,78 0,29 0,83
b 103,7 + 16,59 155 + 88,52 67 £ - 73 +- 2,90 0,08
c 4 +0,60 13,5 + 6,06 7*- 9%- 3,38 0,05*
d 193,2 + 24,88 163 + 85,75 94 + - - 2,14 0,16
e 7,1+0,50 5,25+2.21 3+- - 10,75 | 0,002**
f 285,8 + 38,34 - - - - -
g 39+0,71 - - - - -
h 413 + 42,58 - - - - -
i | 3138,63 + 218,69 - - - - -
j 22,1+ 5,49 - ] ] ] ]

[a, Temps de 1*" contact ; b, Temps de 1" parade ; ¢, Nombre de parades ; d, Temps de 1*" léchage ;

e, Nombre de léchages ; f, Temps de 1°" tentative ; g, Nombre de tentatives ; h, Latence

d’accouplement ; i, Durée d’accouplement ; 3, Male ; Q, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; Moy,

Moyenne ; SEM, Ecart type de la moyenne ; *, Significatif ; **, Hautement significatif]

Sur le comportement grégaire :

L’effet différé d’extrait aqueux des baies de D. gniduim, & une concentration sublétale de

100 pg/ml, a été testé sur le phénomene d’attraction et 1’acuité olfactive d’insectes (Tab. 90).

Tous les extraits utilisés n’attirent pas significativement les adultes traités (p < 0,915), le

taux d’attractivité varie entre 0 a 66,67% (Tab. 90). Concernant les adultes témoins, ce sont

toujours les extraits de leurs congéneres témoins qui les attirent de plus (de 86,67 a 93,33%,

avec une valeur p égale & 1). Cependant, ce n’est pas le cas pour les extraits d’insectes traités

au produit ; les témoins présentent des taux d’attraction trés diminués envers les femelles

traitées surtout, voir nuls (de 0 a 6,67%) (Tab. 90).
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Tableau 90 : Taux d’attractivité des adultes de B. germanica traités avec une

concentration sublétale des baies de D. gniduim (100 pg/ml)

Insectes Extraits
testés 4 Tm 3 Tr Q Tm Q Tr
A 93,33% 26,67% 86,67% 6,67%
J Tm NA 6,67% 73,33% 13,33% 93,33%
p 1,00 S < 0,915 NS 0,993 S < 0,915 NS
A 13,33% 46,67% 13,33% 33,33%
3 Tr NA 86,67% 53,33% 86,67% 66,67%
p < 0,915 NS < 0,915 NS < 0,915 NS < 0,915 NS
A 93,33% 53,33% 93,33% 0%
Q Tm NA 6,67% 46,67% 6,67% 100%
p 1,00 S < 0,915 NS 1,00 S < 0,915 NS
A 0% 13,33% 33,33% 66,67%
QTr NA 100% 86,67% 66,67% 33,33%
p <0,915 NS < 0,915 NS <0,915 NS <0,915 NS

[&, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; S, Significatif, NS, Non significatif]

Comparativement aux insectes traités, les témoins mettent entre 3,73 a 4,53 secondes
seulement pour détecter 1’odeur de leurs congéneres témoins. Une fois les adultes (témoins ou
traités) sont en exposition aux extraits d’insectes traités aux baies de D. gniduim (100 pg/ml),

ils se comportent de la méme maniere et mettent plus de 5,53 a 11,13 secondes (Tab. 91).

Tableau 91 : Temps moyens de détection (TD), en secondes, de différents extraits utilisés
al’égard des adultes témoins et traités, (Moy £ SEM), (n =15) :

Insectes Extraits E

testés 4 Tm 4 Tr © Tm O Tr obs P
4 Tm |4,40+0,43]6,53+0,60(4,53+0,39| 6,07+0,63 | 0,41 0,75
4 Tr |6,27+0,67]|6,67+0,81]6,53+1,09| 6,6+0,61 0,18 0,91
QTm |3,73+0,58] 6,2+0,49 |3,60+£0,57| 553+0,31 | 2,00 0,12
QTr |[653+059|11,13+2,72|7,27+0,61| 6,33+0,46 | 6,60 0,001**

Fobs 0,45 6,34 0,86 1,60

p 0,72 0,001** 0,47 0,20

[, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; *, Significatif ; **, Hautement significatif ; ***,
Tres hautement significatif]

Quel que soit le stimulus, les temps moyens d’arriver chez les adultes témoins (maéles et
femelles) sont significativement différents (Fops= 4,96 ; p = 0,007 et Fops= 8 ; p = 0,002) (Tab.
92). lls se déplacent toujours plus vite vers les extraits d’insectes témoins et moins vers les
traités. En revanche, il n’existe pas des différences significatives entre les temps mesures chez

les insectes traités envers les différentes odeurs testées (Tab. 92).
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Tableau 92 : Temps moyens d’arriver (TA), en secondes, de différents extraits utilises a

I’égard des adultes témoins et traités, (Moy £ SEM), (n =15) :

Insectes Extraits .
testés 3 Tm 3 Tr Q Tm Q Tr obs P
4 Tm 2+0,21 3,5%+0,5 2+0,20 - 0,16 0,85
dTr |425+131]343+£0,48]3,75+0,77 5+2 1,02 0,41
QTm [1,71+£0,22|433£153|1,71+0,22] 433+0,88 | 1,45 0,25
Q Tr 4+ - 3,8+0,37 - 35+15 5,79 0,0
Fobs 4,96 0,50 8,00 1,97
p 0,007** 0,70 0,002** 0,25

[3, Male ; @, Femelle ; Tm, Témoin ; Tr, Traité ; *, Significatif ; **, Hautement significatif ; ***,
Trés hautement significatif]

3.2.6. Synthese des résultats obtenus :

Le tableau 93 est une synthése des résultats obtenus sur les activités biologiques de

différents extraits vegétaux utilisés contre B. germanica. Il indique que ces derniers montrent

un potentiel de lutte contre la blatte. 1ls présentent également une bonne activité adulticide par

ingestion et ce sont la décoction des graines et des feuilles de P. harmala les plus puissantes,

alors que celles des feuilles de D. gniduim semblent étre la solution la moins destructive. Le

traitement perturbe ainsi le déroulement de la reproduction ayant un effet anti-fertilisant, en

supprimant ou diminuant le nombre d’ceufs pondus.

De plus,

nos observations

comportementales, effectuées sur les adultes, ont permis de démontrer que le traitement

affecte leur attraction a distance en modifiant probablement les hydrocarbures cuticulaires.
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Tableau 93 : Synthese des resultats sur les effets directs et différés des différents

extraits végétaux utilisés contre la blatte germanique, B. germanica

Produit P. harmala D. gniduim

Effet Feuilles Graines Feuilles Baies
Toxicité Males +++ +++ + ++
Femelles + ++ + ++
Inhibition de la reproduction + + + +
Effet sur Iattraction a distance + + + +

(hydrocarbures cuticulaires)

(Nomtﬁ\en ;I’:)Effgt;ondus) " * * "

Toxicité par ingestion
+ : Mortalité <50 % apres 30 jours

++ : Mortalité comprise entre 50 % et 80 % apres 30 jours

+++ : Mortalité >80 % apres 30 jours

Inhibition de la reproduction
+: Présence ; - : Absence

Effet sur I’attraction a distance (hydrocarbures cuticulaires)
+ : Présence ; - : Absence

Anti-ponte (Nombre d’ceufs pondus)

+ : Présence ; - : Absence
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4. Discussion :

Au contraire des autres drosophiles, D. melanogaster a la capacité de provoquer des
dégats directs, sans action préalable de micro-organismes ou présence de blessures, sur les
cultures fruitiéres et maraichéres (Delbac et al., 2014). Les dégats indirects se manifestent par
la vection de certains pathogenes liés notamment au mutualisme de D. melanogaster avec
certaines levures (Fermaud et al., 2002 ; Hamby et al., 2012) ou d’autres pathogénes (Van
Timmeren & lsaacs, 2014). C’est une caractéristique des drosophiles, quelle que soit
I’espéce, d’étre associées aux levures (Morais et al., 1992). Le rble de propagation de
champignons est également connu, avec notamment la vection du botrytis par D.
melanogaster, agent de la pourriture grise des fruits (Louis et al., 1996). Dans les habitations
et les commerces, le risque sanitaire est majeur et d0 surtout a la contamination des aliments

et a la prolifération rapide des mouches.

Les blattes germaniques, B. germanica, sont considérés comme des nuisibles car ils vont
pouvoir envahir tout endroit ou sont stockés des aliments qu'ils vont contaminer avec leurs
feces, et la sécrétion noiratre qu'ils régurgitent en mangeant (Mourier, 2014). Leurs
sécrétions salivaires ainsi que corporelles vont étre a I'origine d'une odeur nauséabonde et
persistante. Ces sécrétions vont pouvoir altérer le golt des aliments cuits avec les ustensiles
contaminés (Mourier, 2014). Ils peuvent également occasionner des dégats au niveau des
tissus et des produits a base de papier. Ces cafards constituent des sources d'allergénes
puissants (Fakoorziba et al., 2010 ; Mahjoob et al., 2010 ; Tilahun, 2012 ; Nejati et al.,
2012 ; Mahmoud et al., 2013 ; Motevali Haghi et al., 2014), ayant ainsi la réputation de
transmettre des organismes tels que les Staphylocoques, les Streptocoques, les bactéries
coliformes, et le virus de la poliomyélite (Fotedar, 1991 ; Erku et al., 2006 ; Bonnefoy,
2008).

En raison de leur nuisance, D. melanogaster et B. germanica ont fait I’objet de plusieurs
études toxicologiques. Ces insectes constituent aussi deux modeles expérimentaux aux
nombreux avantages pour étudier le vivant. lls permettent d’appréhender des questions
scientifiques a bien des niveaux biologiques comme le comportement, la reproduction, les
relations avec les autres especes ou bien encore ’adaptation a 1’environnement (Joly, 2006).
En effet, ces insectes sont capables d’exprimer une grande variété de comportements

complexes, car elles peuvent révéler différentes formes de mémoires associatives (DeZazzo
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& Tully, 1995 ; Chabaud et al. 2006 ; Pacaud, 2008) sous le contr6le de genes et de
structures spécifiques (Isabel et al., 2004).

Actuellement, la lutte dans les milieux naturels et anthropisés se dirige de plus en plus
vers I’utilisation de moyens naturels pour combattre les différents ravageurs. Cette tendance
est dictée par un souci majeur d’actualité qui vise a réduire le plus possible le recours aux
pesticides qui polluent I’environnement et conduisent également a I'apparition de souches
résistantes (Acheuk, 2012). Parmi ces moyens naturels figure 1’utilisation des extraits

végetaux comme bioinsecticides (Grethead et al., 1994).

Les biomolécules appartenant au métabolisme secondaire des plantes telles que : les
terpenes, les alcaloides, les glucosides, les polyphénols et les huiles essentielles, sont
facilement biodégradables par voies enzymatiques, aucun phénomene de bioamplification
n’ayant été décrit (Isman, 2002). Ces métabolites secondaires ne développent que peu de
toxicité pour les vertébrés et sont régulierement consommés dans 1’alimentation (Regnault-

Roger et al., 2002).

Les composés phénoliques constituent un ensemble de molécules largement répandues
dans la nature. On les trouve dans les plantes depuis les racines jusqu’aux fruits. Les
polyphénols naturels sont des métabolites secondaires, constitués d’un ou plusieurs cycles
benzoiques dérivés des acides benzoiques, et cinnamiques, couramines, flavonols, flavones,
flavanes, chalcones, anthocyanes et stilbénes (Acheuk, 2012). Les composés phénoliques
jouent un r6le trés important dans la protection des végétaux. Certains polyphénols ont une
action insecticide, d’autres ont un effet attractif ou répulsif. La composition de certains
insecticides comprend a la fois une substance insecticide autre qu’un polyphénol et un
polyphénol présentant un effet de synergie. Les polyphénol attirent les insectes et les
immobilisent a proximité de 1’autre insecticide a action rapide. L’effet attractif des
polyphénols permet de masquer 1’effet répulsif des substances insecticides (Acheuk, 2012).
Au niveau enzymatique, ils exercent une action inhibitrice de 1’activité des enzymes
hydrolitiques parasitaires telles que les pectinases, les cellulases et les protéases. Ils peuvent
également inhiber la production des enzymes hydrolytiques et la biosynthese de toxines
parasitaires. D’autre part, ils entrainent des altérations membranaires et des inhibitions au
niveau de la chaine de transport des électrons ou de biosynthése d’ARN et d’ADN (El-
Modafar & El-Boustani, 2002).
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Il a été supposé pendant longtemps que les alcaloides étaient essentiellement des
molécules d’excretion et de stockage de métabolisme azoté voire de régulation de croissance.
Il est admis maintenant que ces alcaloides jouent sans aucun doute un role primordial de
défense chez les plantes contre les pathogenes et prédateurs (Guignard, 2000). Les alcaloides
sont des composés insecticides aux faibles concentrations et également toxiques pour les
vertébrés. Chez les plantes, ils sont sous forme minérale oxydée non toxique. Dans le tube
digestif de certains insectes herbivores, en milieu alcalin, ces alcaloides sont réduits en
molécules oragniques non chargées et toxiques traversant facilement les membranes
biologiques et tuant irrémédiablement leurs prédateurs. De plus, ces insectes deviennent,
comme les plantes qu’ils ont ingérées, des formes redoutables pour leurs propres prédateurs

(Taiz & Zeiger, 2006).

Leur mode d’action est trés variable mais la pluspart affecte les recepteurs du systeme
nerveux (Rattan, 2010). Les alcaloides sont trouvés en quantités considérables chez plusieurs
especes appartenant aux Annonaceae, Apocynaceae, Fumariaceae, Fabaceae, Rutraceae,
Papaveraceae etc (Bruneton, 1993). Ils s’accumulent dans la totalité de la partie aériénne
(garines, tige et feuilles) (Taiz & Zeiger, 2006). Les plantes alcaloiféres sont répulsives pour
les insectes (Rattan, 2010). La nicotine fut le premier alcaloides isolés et utilisés contre les
insectes piqueurs suceurs des cultures vivrieres. Les propriétés insecticides d’autres alcaloides
végétaux ont eté mises en évidence : I’anabasine et la vératrine, qui sont des dérivés de la
nicotine. Ces alcaloides développent la méme activité que le pyréthre en ralentissant la
fermeture des canaux Na+ dépendants: en conséquence ces molécules perturbent la

dépolarisation membranaire, provoquant ainsi une paralasie avant la mort (Acheuk, 2012).

Dans le cadre de la recherche des molécules bioactives, d'origine végétale, efficaces dans
la lutte contre la mouche du vinaigre D. melanogaster et la blatte germanique B. germanica,
la presente étude s’oriente vers 1’activité biologique des extraits aqueux de deux plantes
réputees toxiques. Il s’agit de P. harmala (feuilles, fleurs et graines) qui est connue par sa
richesse essentiellement en alcaloides et de D. gniduim (feuilles et baies) par les polyphénols

dont les couramines et les flavonoides.

Au vu de nos résultats, P. harmala manifeste par ingestion un grand pouvoir insecticide a
I’égard des larves du 2°™ stade de D. melanogaster avec une relation concentration-réponse
significative. Contrairement a 1’extrait floral, ccux de feuilles et de graines présentent

également une toxicité non négligeable avec un taux de mortalité variant entre 71,1 a 100%.
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En outre, D. gniduim présentent une bonne activité larvicide, ses baies affectent plus de

68,75% de I’échantillon dans les méme conditions du traitement.

Nous avons montré aussi que les différentes parties des plantes étudiées ont un effet sur la
mortalité des males et des femelles de la blatte germanique et ce, en fonction des
concentrations utilisées et du temps d’exposition. Les valeurs des CL50%, CLgo%, TLs0% et
TLgo% diminuent avec I’augmentation de la durée de traitement et/ou de la concentration du
produit. Nos resultats montrent que la mortalité des méales est plus importante que celle des
femelles, quelque soit le produit utilisé, les calculs des CLso% et des CLgo% indiquent ces
différences. De plus, il semble que les graines et les feuilles de P. harmala agissent de la
méme maniére sur ces insectes. Un pourcentage maximal de mortalité de 86,7 a 90% a été
enregistré chez les males et de 53 a 63 % chez les femelles. En revanche, les baies de D.
gniduim provoque une mortalité plus importante que les feuilles. Les deux sexes ont une
capacité de résistance différente pour ces composés, cela peut étre due a la capacité de la
femelle a mieux de se désintoxiquer comme elle est plus grande que le méle et contient plus

de corps gras (Sharma, 2002).

Les résultats trouvés pour P. harmala sont en accord avec ceux de la littérature. Notons
ceux qui sont signalés chez Culex pipiens (Habbachi et al., 2014 ; Benhissen, 2016) et
Blattella germanica (Masna, 2016), les ravageurs de cultures ; sur des larves de Iépidoptéres
(Abdel-Rahman & Al-Mozini, 2007 ; Abbasipour et al., 2010) que sur des larves de
coléopteres (Salari et al., 2012 ; Amandeep & Meera, 2014) et d’acridiens (Idrissi-Hassani
& Hermas, 2008 ; Kemassi et al., 2012). Dhumad Kadhim et al., 2015 ont rapporté les
effets de différents extraits de graines de P. harmala sur le charangon du riz Sitophilus oryzae
L., a une concentration de 1%, 2% et 3%. Apres 24, 48, 72 heures, des taux de mortalité de
98, 100, 100% ont été enregistrés avec I’extrait éthanolique et de 64, 66, 74% avec un extrait
aqueux, respectivement. En effet, certains auteurs ont pu montrer la propriété insecticide de
quelques principes isolés de cette plante, dont I’harmine et I’harmaline, vis-a-vis d'un certain

nombre de ravageurs (Zeng et al., 2010 ; Bouayad et al., 2012).

Par ailleurs, I’action de D. gniduim a été aussi rapportée sur Spodoptera littoralis (Pérez
Izquierdo & Ocete, 1994), Xanthogaleruca luteola (Maistrello et al., 2005), Sitophilus
oryzae, Rhizopertha dominica (Benayad, 2008) et C. pipiens (Habbachi et al., 2014).
Dahchar et al., 2016 ont testé le potentiel larvicide d’extrait aqueux de feuilles de la plante

contre deux especes de moustiques, C. pipiens et Culiseta longiareolata. Apres 72 heures, ses
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valeurs LCsq calculés sont de I’ordre 0,05, 0,03, 0,06 a 0,079/l et 0,09, 0,07, 0,12 a 0,13 g/I,

respectivement.

En effet, nous avons observé que la transition larve-pupe chez la drosophile est affectée
par le traitement avec les différents extraits végétaux et le stade larvaire semble étre le stade le

plus sensible conduisant a une inhibition de la mue pupale et adulte.

On définie le développement comme un phénoméne a dominante qualitative, d’évolution
morphologique et anatomique qui induit un adulte capable de se reproduire (Salgueiro &
Reyss, 2002). Les processus de croissance et de développement chez les insectes sont rythmes
par différentes mues. Les mues de croissance permettent a la larve d’augmenter sa taille et des
mues de métamorphose aboutissant a 1’imago. Ces différentes étapes sont régulées par deux
hormones principales qui agissent en coordination : I’ecdysone, hormone stéroidienne de mue
(active sous forme de 20-hydroxyecdysone, 20E) et I’hormone juvénile (HJ) (Dhadialla et al.,
1998).

Au cours des nos expérimentations, 1’effet différé de P. harmala et D. gniduim sur le
développement de la mouche a été aussi étudié. Les résultats montrent que ses extraits aqueux
influent, & fortes concentrations, sur la durée de pupation et le nombre d’adultes émergés
occasionnant un retard de croissance et de la mue chez les larves traitées. La mue étant
perturbée de différentes maniéres : soit la mue est empéchée et 1’insecte meurt a 1’ intérieur de
son ancienne cuticule, soit elle est initiée mais n’est pas achevée et ’ancienne capsule
céphalique, empéchant ainsi les larves de se nourrir (Berry et al., 1993) ou engendrent des
lésions cuticulaires et des mues anormales. Ce sont des composés connus comme

phagorépresseurs qui peuvent donc retarder le développement larvaire (Kemassi, 2008).

Nos résultats relevent que les extraits végétaux utilisés, induisent également diverses
aberrations morphologiques telles que I’hyperpigmentation des larves, formation
d’intermédiaires larve-pupe et pupe-adulte (réduction importante de la taille). Les
malformations des adultes se localisent essentiellement au niveau des ailes (ailes malformés

ou absents) et des pattes ; ces derniers ne peuvent vivre que 24 a 48 heures.

La sensibilité aux produits insecticides reste liée aussi au stade de développement de
l'insecte ; Kemassi (2008) a montré que les larves du 5°™ stade de Schistocerca gregaria
(criquet) sont plus sensibles aux extraits de plantes dont P. harmala, comparativement aux

adultes. Il est admis communément que la résistance des insectes aux insecticides croit avec le
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développement de I’insecte (Douaho et al., 1982 ; Acheuk, 2000). Maistrello et al., 2005 a
testé I’activité inhibitrice d’extraits éthanoliques de feuilles de D. gniduim sur la croissance
d’un coléoptere, Xanthogaleruca luteola. Une réduction significative de la survie larvaire et
d’émergence adulte, avec une augmentation de la période larvaire, une réduction importante

de poids et I’apparition des malformations chez les adultes émergés ont été observees.

Plusieurs extraits de plantes ont des propriétés insecticides et peuvent contréler les
ravageurs, en affectant nombreuses activités biologiques (Mostafa et al.,, 1996 ;
Schmutterer, 1997). Par exemple, Sadek (2003), a observé que la durée de pupation chez les
larves de Spodoptera littoralis augmente aprés un traitement avec l'extrait de Adhatoda
vasica. Jeyabalan et al., (2003) ont rapporté que I'extrait de Plargonium citrosa (Vanleenii)
prolonge la durée de stades larvaires et la durée totale de développement de Anopheles
stephensi. Selon Zhong et al., (2001), I’extrait de fleurs de Rhododendron molle prolonge la
durée de développement de Pieris rapae. Des effets toxiques larvaires et pupales causés par
Euphorbia canariensis ont également ont été mis en évidence par divers auteurs dans Musca
domestica (Beard & Walton, 1971) et D. melanogaster (Uysal & Kaya, 2004). Khosravi &
Sendi (2013) ont confirmé les effets négatifs des huiles essentiels de Thymus vulgaris et
Lavandula angustifolia sur le développement larvaire et 1’émergence d’adultes chez X.

luteola.

Le comportement d'insectes et tous les animaux, est dirigé par des interactions entre les
neurones au sein de leur systéme nerveux. Les insecticides ont été choisis et parfois congus
pour leur capacité remarquable a tuer les insectes. La plupart attaquent des sites spécifiques
dans le systeme nerveux de l'insecte. Donc il n'est pas surprenant que les insecticides a des
niveaux qui ne meénent pas a la mortalité peuvent influencer le comportement (Haynes, 1988 ;

Rafalimanana, 2004).

Cependant, il existe peu d'études détaillées sur les effets potentiels des doses sublétales
d'insecticides. Les études sur les effets comportementaux des neurotoxiques sont importantes
pour plusieurs raisons. D'abord, les observations détaillées des symptdmes comportementaux
d’insectes empoisonnés aideront a élucider les modes d'action des insecticides nouveaux et
conventionnels. Deuxiéemement, il est clair que presque tous les insecticides interferent avec
les comportements normalement bien orchestrés des insectes ravageurs et peuvent donc
contribuer a la gestion de leurs populations (Haynes, 1988 ; Desneux et al., 2007 ; L{rning
& Scheffer, 2007).
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Chaque jour, les animaux dont les insectes utilisent de nombreuses sources
d'informations, émanant de leur environnement. Ces stimuli, notamment visuels et olfactifs,
servent, entre autres, a localiser des sources de nourriture, des partenaires sexuels, ou a toute
autre activité nécessitant de se déplacer dans l'environnement. L'utilisation de telles
informations implique la mise en place de processus de discrimination et éventuellement de

mémorisation des stimuli les plus pertinents (Pacaud, 2008 ; Louat, 2013).

Basés sur ’origine de 1’émission et sur le receveur, les signaux chimiques peuvent étre
divisés en deux grands groupes ; les allélochimiques, signaux qui sont émis d’un animal d’une
espece vers un membre d’une espéce différente (Whittaker & Feeny, 1970) et les
phéromones, signaux chimiques qui transportent 1’information d’un individu a un autre
membre de la méme espéce (Karlson & Luscher, 1959). La communication chimique
intraspésifique joue un roéle essentiel dans le comportement sexuel et la vie sociale des
insectes (Desneux et al., 2007 ; Badi, 2015).

Pour la drosophile, la localisation et I'évaluation des différentes ressources nécessaires
pour I'alimentation peut étre une tache formidable. Non seulement ces ressources sont souvent
dispersées sur une grande échelle par rapport a la taille de I'insecte, mais les différents types
de ressources sont également susceptibles d'exiger des ensembles uniques de signaux de
reconnaissance. En conséquence, le comportement de recherche d'insectes est un processus
comportemental complexe médité par une multitude d’imputes sensorielles (Papaj & Vet,
1990 ; Byers, 1996 ; Finch & Collier, 2000 ; Bergman & Wiklund, 2009) et, bien que le
comportement de recherche a été largement étudié, il est encore tres bien difficile de savoir
comment différentes modalités de recherche fonctionnent dans un contexte écologique et
contribuent au processus de décision qui permet a l'insecte de trouver sa cible de recherche
(Chardonnet, 2013 ; Schapers et al., 2015).

Le comportement d’une larve de drosophile dépend de l’interaction entre des stimuli
externes (écologiques) et internes (physiologiques). Si la réponse des larves a différents taux
d’humidité, a certains sucres ou a 1’éthanol est connue depuis plusieurs décennies (Cooper,
1960 ; McKenzie & Parsons, 1972 ; Parsons, 1977). C’est beaucoup plus récemment qu’il a
été montré que les larves utilisent leur systeme chimiosensoriel pour détecter leur nourriture
suivant des interactions sociales (Fourgeron, 2011 ; Beltrami et al., 2012). De plus, comme
les larves baignent dans la nourriture, les systémes olfactif et gustatif coopérent lors de la

recherche de la nourriture la plus appropriée a leurs besoins.

138



Discussion

Dans ce travail, nous avons pu mettre en évidence que les larves de D. melanogaster sont
capables de détecter I’odeur du milieu artificiel témoin a distance (leur milieu de culture

initial) ; toutes ces dernieres localisent son odeur (100%).

L’extrait des graines de P. harmala mélangé avec le milieu artificiel semble étre attractif
pour les asticots, néanmoins elles prennent de temps pour qu’elles adaptent I’odeur et qu’elles
arrivent a la source. Cependant, les feuilles et les fleurs de la méme plante ont un effet répulsif
sur I’insecte. Il est probable que d’autres facteurs, en plus des alcaloides répulsifs,
déterminent également la performance des larves témoins par rapport au P. harmala. Ces
facteurs pourraient étre d’autres produits chimiques comme les polysaccharides, les stéroides,
les acides aminés et les flavonoides. L'huile extraite des graines, analysée par CCM et HPLC,
montre une prédominance des acides gras insaturés : respectivement, l'acide linoléique en
quantité importante suivi de I'acide oléique ; les acides gras saturés tels que I'acide palmitique
et l'acide stéarique sont en quantités plus faibles (Idrissi Hassani & EI Hadek, 1999).
Fourgeron, 2011 a pu aussi montrer que les larves de drosophile sauvages (Di2 et CS),
élevées sur un milieu standard de laboratoire, sont capables de percevoir et de différencier les
AGs. Les AGs insaturés attirent les larves sauvages de facon dose dépendante, alors que les
AGs saturés sont répulsifs. Ce qui peut expliquer les variations dans les réponses

comportementales obtenus lors de nos tests.

Nous avons également observé que les larves témoins sont attirées par 1’odeur des baies
de D. gniduim et non par ses feuilles, ce qui peut étre di a la quantité des phénols attractifs
dans chaque partie de la plante. Il semble que lorsqu’un milieu de culture est déposé dans
I’aréne de test, les larves le percoivent d’abord grace a leur systeme olfactif, puisque qu’elles
parcourent plus de chemin quand elles sont en présence d’un milieu nutritif, témoin ou traitée.
Ainsi, ces derniers pourraient émettre une odeur, qui attirerait la larve. Celle-ci serait alors
plus motivée pour se déplacer et explorer I’enceinte de test puisqu’elle sentirait une odeur

évoquant peut-étre une source de nourriture.

De plus, les différents traitements influent sur Dattractivité alimentaire des larves
traitées (élevées dans un milieu traité) ; ces dernieres perdent la faculté de détection des
odeurs, leurs choix est aléatoire. Sur 1’état général des insectes, les molécules bioactives des
plantes provoquent une perturbation de la motricité naturelle de I’inscete (Acheuk, 2012).
Une analyse chimique par la chromatographie en phase gazeuse des larves traitées et des

differents milieux de culture mélangé a chaque produit peut mieux nous renseigner sur I’effet
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des neurotoxines alcaloidiques de P. harmala et des coumarines et polyphénols de D. gniduim

sur la D. melanogaster.

Le spinosad (spynosyne) présente un effet répulsif pour trois prédateurs du thrips des
petits fruits (Frankliniella occidentalis). Cet effet répulsif est présent durant les deux premiers
jours de la vie des prédateurs qui évitent les zones traitées au spinosad (Rahman et al., 2011).
Ces derniéres seront donc dépourvues de plusieurs predateurs de Frankliniella occidentalis
(Louat, 2013). Certaines especes végétales ont un pouvoir répulsif, antiappétant ou toxique
sur le Criquet pelerin. Le Mélia Melia azedarach L. et le Neem Azadirachta indica Juss.
(Meliaceae) sont connus depuis fort longtemps pour leur effet dissuasif sur les insectes
(Philogéne, 1991 ; Doumbia, 1994). Des recherches sur Melia azedarach L. et Azadirachta
indica Juss. (Miliaceae), ont trouvé leurs effets acridifuges sur le Criquet pélerin (Tail, 1998 ;
Moussa, 2000 ; Ould El Hadj et al., 2006). De méme, Nerium oleander L. (Apocynaceae) et
Inula viscosa L. (Asteraceae) semblent avoir respectivement un effet dissuasif et antiappétant
sur cet acridien (Tail, 1998). Il arrive que des especes végetales soient consommées malgré
leur toxicité lorsque les insectes sont affamés ou manquent d’eau. C’est le cas de Eucalyptus
occidentalis L. (Myrtaceae) et Cestrum parqui L. (Anacardiaceae) (Barbouche et al., 1995

cité par Moumen, 1997).

Le comportement d'accouplement chez les insectes se compose d'une série complexe des
événements comportementaux qui sont coordonnés par les systemes nerveux et hormonal de
maniere trés précise. Chaque événement de comportement peut étre affecté par des doses
sublétales d’insecticide, conduisant a I'échec de la reproduction. Il affecte la capacité de
localisation, la parade et le temps de l'accouplement peuvent également entrainer une

diminution de la production de la progéniture (Haynes, 1988).

Le comportement sexuel de 1’insecte peut donc étre utilisé comme un parametre
important pour comprendre les effets délétéres de plantes toxiques. Dans ce contexte, nous
avons évalue les effets secondaires (différés) de différentes concentrations sublétales de
chaque partie des deux plantes (P. harmala et D. gniduim) sur I’ensemble de séquences
comportementales conduisant a 1’accouplement et le potentiel reproductif chez D.

melanogaster et B. germanica.

Dans notre étude, nous avons testé I’hypothése que des faibles doses d’un insecticide, tel
que P. harmala et D. gniduim, pourraient influencer les traits du fitness et de la performance

reproductive des adultes des drosophiles, en perturbant 1’odorat nécessaire a la reproduction.
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Ces derniers ont montré une deficience remarquable entrainant 1’avortement du processus
d’accouplement. Clairement, une longue latence d’accouplement indique la non-réceptivité de
la femelle malgré le dynamisme du male. Cette inappétence sexuelle est liée a la nature des
phéromones épicuticulaires des femelles et au comportement de parade des males. Une
femelle non réceptive va donner des coups de pattes au male, élever et descendre son
abdomen, fuir ou extruder totalement son ovipositeur (Spieth, 1952 ; Lasbleiz et al., 2006).
En cas d’acceptation, durant la copulation, les spermes du male sont transférés dans le tractus
reproductif de la femelle (Vasudevet al., 2013), les femelles drosophiles sont fécondées
durant seulement 20 minutes (Goudey-Perriere & Perriere, 1974). Nos résultats montrent
que la durée de la copulation, chez les adultes traités, signifie leur difficulté ou ils prennent
un grand temps pour que les femelles soient fecondées.

Notons qu’aucune étude des effets sublétaux de P. harmala ou d’autre plantes toxiques
n’a été faite sur le comportement sexuel de la drosophile. Cependant, ils ont également été
décrits dans des expériences avec d'autres insecticides. L’exposition a I’imidaclopride, un
neonicotinoide, a des doses sublétales en intoxication chronique induit des effets sur
I’accouplement et la fécondité des drosophiles (Louat, 2013). Des résultats similaires sont
obtenus par 1’utilisation d’insecticides : dithiocarbamate, Dithane M 45 (Vasudev, 2013),
Spinosad (2,5mg/l) et I’Azadiractine (0,05mg/l) (Bensafi Gheraibia, 2010), Baccilus
thuringiensis (5g/l) (Habbachi et al., 2013b). De plus, des résultats acquis par Bensafi
Gheraibia (2015) indiquent que le spiromesifen perturbe le métabolisme lipidique chez la
drosophile, confirmant ainsi son mécanisme d’action primaire sur la synthése des lipides des

hydrocarbures cuticulaires.

Apres I’accouplement, la seconde phase essentielle pour la reproduction de 1’insecte est
I’oviposition, qui est aussi sous contrdle neuronal conduisant a une ponte sélective sur des
substrats appropriés (Becher, 2012). Le choix du substrat est le résultat d'une évaluation
sensorielle exprimé dans le comportement de <’search-like’’, précédant le programme
d’oviposition stéréotypée (Yang et al., 2008). L’effet répulsif des insecticides peut également
induire une di¢te ou une baisse de I’alimentation chez I’insecte pouvant conduire a une
réduction de la fécondité (Li et al., 2007 ; Louat, 2013). Notre étude confirme que P.
harmala a un effet répulsif sur la drosophile entrainant des changements de ses réponses
olfactives. Une diminution importante du nombre d’ceufs pondus a été enregistrée chez les

couples traités par apport aux témoins. Par ailleurs, les alcaloides neurotoxiques de la plante
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seraient a ’origine du blocage de développement ovarien et de la vitellogenése chez les

femelles et I’absence de la maturité sexuelle chez les méles (Abbassi et al., 2003).

Des travaux antérieurs, concernant I’effet anti-fertilisant et anti-ponte de différents
extraits de P. harmala, concordent avec nos résultats tel observé chez Callosobruchus
chinensis (Meera & Mann, 2002), la mouche de péche, Bactrocera zonata (Khattak et al.,
2006 ; Rehman et al., 2009a) et la mouche de fruit d’olive, Bactrocera oleae (Rehman et al.,
2009b). Ainsi, Dehghani et al. (2012) a trouvé que ces derniers peuvent affecter le temps
d'incubation et le taux d'éclosion de Trialeurodes vaporariorum. Des résultats similaires sont
signalés chez Tribolium Castaneum (Amandeep & Meera, 2014), Blattella germanica
(Masna, 2016) et Culex pipiens (Benhissen, 2016). Abbassi et al., (2003) a également mis en
¢vidence I’effet néfaste de 1’espece végétale sur la reproduction, I’ovogéneése et la capacité de

ponte du criquet pélerin, S. gregaria, sous les conditions de laboratoire.

Différentes études récentes appuient nos résultats et rapportent I’impact de I’expérience
pré-imaginale sur le comportement et la prise de décision chez les adultes traduisent cette
capacité de conversation de la mémoire de I’apprentissage a travers les stades de
développement (Duckas, 2008 ; Flaven-Pouchon et al., 2014 ; Abed-Vieillard & Cortot,
2016). De plus, selon Krause Pharm & Ray (2015) I’aversion olfactive semble étre
conservée chez les différentes especes de drosophile, ce qui permettra de généraliser I’action

des extraits végétaux utilisés a d’autre especes nuisibles de drosophiles telles que D. suzukii.

En ce qui concerne 1’accouplement des congéneres témoins chez B. germanica, nous
avons enregistré un taux de reussite de 80% et qu’il y avait 20% d’accouplements avortés.
Nos résultats montrent que les toxines contenues dans les plantes étudiées influent aussi sur
les couples de la blatte. Nous avons noté que des accouplements réussis ne dépassent pas les
20%, lorsque I’'un de deux sexes est témoin (male traité-femelle témoin, méle témoin-femelle
traitée). Dans le cas des deux sexes traités, nous enregistrons des accouplements nuls ; le
produit empéche les séquences de léchage, tentative et d’accouplement. Il influe,
probablement, sur les sécrétions tergales des méles et sur les cires cuticulaires chez les deux

SEeXes.

La perturbation de comportement sexuel et de 1’accouplement par les doses subléthales
d'insecticides a été démontrée chez plusieurs insectes. Floyd & Crowder (1981) ont rapporté
que Pectinophora gossypiella traité par permethrin ne répond pas a la parade wing-fanning et

elle a de basses concentrations de phéromone. Les fréequences de vol et le parade de méle
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Trichoplusia ni ont également diminué lors de contact avec les doses subléthales de

cypermethrin et chlordimeform (Clark & Haynes, 19923, b).

L’effet des insecticides sur les comportements d’accouplement de B. germanica est trés
peu étudié. Lee et al. (1998) observent que les males de B. germanica établirent le contact
antennaire et adoptent une position de parade devant les femelles traitées par deltamethrin,
mais ces dernieres ne sont pas réceptives. L’azadirachtine est responsable de I’augmentation
du temps de la premiere parade chez le male de B. germanica et celui du premier temps de
Iéchage chez la femelle ainsi que sur le taux de réussite des accouplements (Masnha et al.,
2015 ; Masna, 2016). Egalement, Le Bacillus thuringiensis var kurstaki, le spinosad, le
tébufenozide et 1’halofenozide administrés a des concentrations sublétales perturbent le
déroulement de comportement sexuel et grégaire de B. germanica et les individus traités
perdent la faculté de perception des stimuli extraits des femelles suite a des modifications
dans les quantités des cires cuticulaires (Habbachi, 2009 ; Kilani-Morakchi et al., 2009,
Habbachi et al., 2010 ; Badi, 2015). Il semble que le mode d’action du pesticide soit localisé
a un des niveaux d’intégration du message odorant, ainsi situé aux premiers niveaux de
I'intégration de message (Ouakid, 2006 ; Habbachi, 2009 ; Mehaoua, 2014).

L’utilisation d’extrait aqueux de P. harmala et D. gniduim, & des concentrations
sublétales affectent ainsi le comportement grégaire de la blatte germanique. Les extraits
utilisés au cours de ce travail agissent sur la perception des blattes adultes ; B. germanica
traités et testés en olfactometre ne détectent pas significativement les odeurs testées. Les
produits affectent aussi et le signal chimique chez les blattes puisque les extraits des adultes
traités n'attirent pas significativement les blattes testées.

Les extraits aqueux des fleurs de P. harmala sont aussi des neurotoxines et provoquent
des perturbations de la perception chimique chez la blatte germanique selon Masna (2016).
Plusieurs travaux indiquent les effets neurotoxiques de la plante. L’extrait éthanolique de ses
feuilles affecte la physiologie et le systéme nerveux du criquet et provoque des troubles de
1’équilibre chez ’ensemble des traités (Abbassi et al., 2005). Ce sont les alcaloides indoliques
(R carbolines) qui agissent sur le systeme nerveux central de I’insecte (Bruneton, 1993) et en
particulier I’harmaline, 1’harmine et I’harmalol, qui sont des composés majeurs de la plante.
En revanche, il n’existe pas des études qui concernent les effets différés de D. gniduim sur le

comportement d’insectes.
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Plusieurs articles de synthése font régulierement le point sur 1’état d’avancement des
recherches en matiere de lutte biologique. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
participe activement a cette mise a jour en publiant et réactualisant réguliérement des articles
récapitulatifs sur les agents les plus prometteurs (Boulogne, 2011). Nous pensons que les
substances naturelles extraites des plantes pourraient constituer la base de synthése de

molécules en meilleure harmonie avec 1’environnement.
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5. Conclusion :

Notre hypothése de départ était de confirmer que les extraits vegétaux, provenant des
plantes médicinales, présentaient un potentiel de lutte contre les espéces invasives, notamment

en raison des métabolites secondaires qu’elles contiennent.

Nous avons mis en évidence 1’effet direct et indirect des extraits aqueux de P. harmala
(Feuilles, fleurs et graines) et de D. gniduim (feuilles et baies) sur les larves du 2°™ stade de
D. melaogaster et les adultes de B. germanica, au laboratoire dans les conditions controlés.

Nous avons pu déterminer que les graines et les feuilles de P. harmala possedent une tres
bonne activité insecticide contre ces insectes par rapport aux fleurs. La mortalité observée est
corrélée positivement avec les concentrations utilisées et la durée d’exposition. En parallele,
I’extrait aqueux des baies de D. gniduim présente une activité appréciable. Cependant, ses
feuilles sont moins toxiques et les calculs des concentrations létales et des temps létaux

indiquent les différences.

Notre étude nous a permis la mise en évidence d’effets d’insecticides a faible
concentrations (effets différés) sur la réponse au signal odorant des larves de la drosophile et
sur 1’activité locomotrice et notamment de sa durée, qui doit étre suffisante pour pouvoir
observer par exemple une prolongation de la réponse olfactive, ainsi les effets répulsifs ou
attractifs exercés par chaque partie de plante sur la mouche.

Les effets sublétaux les plus importants d’insecticide sont ceux qui perturbent les traits
liés a la reproduction des insectes, comme la recherche du partenaire sexuel, le sexe ratio, la
fertilité des ceufs, ...etc. Dans les conditions de laboratoire, nous avons montré que, lorsque les
extraits aqueux de P. harmala et de D. gniduim étaient ingérés par les deux modeles, cela
provoquait des troubles importants du comportement sexuel (attraction a distance,
reconnaissance par contact, etc...) et, par voie de conséquence rendait les individus

incapables de s’accoupler, donc de donner une descendance.

Les résultats en olfactométre indiquent aussi ’effet des extraits végétaux sur la
perception et le message chimique chez les blattes adultes. Ils influent, non seulement sur les
sécretions sexuelles mais aussi, sur les sécrétions grégaires. De ce fait, il serait intéressant
d’analyser les extraits attractifs afin de déterminer I’influence des insecticides sur les

hydrocarbures cuticulaires et ce a travers des analyses chromatographiques.
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Résumeé

Les invasions biologiques ou proliférations de nuisibles, de plus en plus fréquentes, sont
I'une des premiéres causes de perte de biodiversité, la source de pertes économiques
importantes et dans certains cas entrainent des retentissements sanitaires. Face aux problemes
de résistance et de toxicité des produits chimiques largement utilisés jusqu'ici, les pouvoirs
publics se penchent de plus en plus sur les methodes dites "biologiques"” pour y remédier. Les
composés naturels issus des produits végétaux et résultants du métabolisme secondaires sont
des meilleurs alternatifs. Récemment, des nouvelles recherches s'appuient sur la
compréhension de I’effet des faibles quantités d’insecticide sur les fonctions physiologiques
des organismes "nuisibles” comme 1I’olfaction, a la base de nombreux comportements vitaux.

C'est dans cet esprit que nous abordons le cas d’insectes urbains, la mouche du vinaigre et
un commensal, la blatte. La mouche du vinaigre, Drosophila melanogaster, véhicule des
germes pathogenes et leur simple pullulation la rende génante. La blatte germanique, Blattella
germanica, entraine des problemes d’hygiéne et est aussi a l’origine de manifestations
allergiques.

Dans un premier temps, nous avons étudié I’impact toxicologique des extraits aqueux de
différents parties de deux plantes spontanées, Peganum harmala (feuilles, fleurs et graines) et
Daphné gniduim (feuilles et baies). Ces derniers révelent une bonne activité insecticide, ils
provoquent une mortalité importante chez les deux espéces en fonction de la concentration et
du temps d’exposition. Le traitement, par ingestion, agit essentiellement sur le cycle de
développement de la mouche ; il influe sur la durée et le nombre d’individus (phénomene de
mue). De plus, des malformations morphologiques, des changements de la pigmentation du
corps, déformations au niveau des ailes et des pattes chez les adultes, ont été enregistré.

L’objet principal de cette these consiste a évaluer les effets différés de différentes
concentrations sublétales de chaque plante sur le comportement alimentaire des larves de 3°™
stade, sexuel et 1’oviposition de D. melanogaster et sur le comportement sexuel et grégaire
chez les adultes de B. germanica. Grace a des tests de choix, nous avons pu montrer que ces
composes avaient un fort impact sur le phénomeéne d’attraction et I’acuité olfactive d’insectes
(larves et femelles de D. melanogaster). Elles perdent la faculté de détection d’odeurs
d’alimentation ou du site de ponte ; leurs choix est aléatoire. Ses effets, répulsifs ou attractifs,
ont également été déterminés. Comme, ils agissent sur le nombre d’ceufs pondus. Nos
résultats nous a permis aussi d’observer des comportements pré-copulatoires anormaux ou
inhabituels (attraction a distance, reconnaissance par contact, etc...) et de déceler des parades
déficientes, ce qui signifie que ces biopesticides agissent probablement comme des
perturbateurs d’information en modifiant la communication chimique, réduisant ainsi les
chances de reproduction des insectes cibles. Les blattes ayant exposees aux traitements
insecticides et testées en olfactométre, montrent un changement de comportement
d’orientation vis-a-vis des odeurs de leurs congénéres.

Mots-clés : Insectes nuisibles, Drosophila melanogaster, Blattella germanica,
biopesticides, Peganum harmala, Daphne gniduim, toxicité, concentration sublétale,
comportement, olfaction.



Abstract

Biological invasions or pest proliferations are more and more frequent and are one of the
first causes of major biodiversity and economic losses and in some cases may pose health
impacts. Chemicals were widely used until now, but their toxicity and the growing immunity
of insects make public authorities to favor biological methods. Natural compounds derived
from plant products and resulting secondary metabolism are the best alternatives. Recently,
new researches are based on understanding the effect of low amounts of insecticide on the
physiological functions of the pests such as olfaction, which underlies many vital behaviors.

In this perspective, we approach the case of urban insects, the vinegar fly and a
commensal, the cockroach. The vinegar fly, Drosophila melanogaster, carries pathogenic
germs or even their simple multitude makes it annoying. The German cockroach, Blattella
germanica, causes problems of hygiene and allergic problems.

Initially, we studied the toxicological impact of aqueous extracts of different parts of two
spontaneous plants, Peganum harmala (leaves, flowers and seeds) and Daphne gniduim
(leaves and berries). The latter show a good insecticidal activity, they cause a significant
mortality in both species depending on concentration and time of exposure. The treatment, by
ingestion, acts essentially on the development cycle of the fly ; It affects the duration and
number of individuals (metamorphosis phenomenon). In addition, morphological
malformations, changes in body pigmentation, deformities in wings and legs in adults were
recorded.

The main objective of this thesis is to evaluate the delayed effects of different sublethal
concentrations of each product on the feeding behavior of third instar larvae, D. melanogaster
oviposition and on sexual and gregarious behavior in adults B. germanica. Using a two-choice
tests, we were able to show that these compounds had a strong impact on the phenomenon of
attraction and the olfactory acuity of insects (larvae and females of D. melanogaster). They
lose the ability to detect feed odors or laying site ; their choices are random. Theirs effects,
repulsifs or attractifs, were also determined. As, they act on the number of eggs laid. Our
results also allowed us to observe abnormal or unusual pre-copulatory behaviors (distance
attraction, contact recognition, etc.) and detect deficient parades, Which signify that this
biopesticide probably as a disruptive information by altering the chemical communication,
which leads to reduced reproduction chances of target insects. Cockroaches exposed to
insecticide treatments and tested in olfactometer show a change in orientation behavior
towards odors of their congeners.

Keywords : Pests, Drosophila melanogaster, Blattella germanica, biopesticides,
Peganum harmala, Daphne gniduim, toxicity, sublethal concentration, behavior, olfaction.
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Abstract

Peganum harmala (Zygophyllaceae) is an herbaceous plant of the mediterranean boards, rich in indolic
alkaloids that confer it an insecticidal activity (biopesticide). In this study, the deferred toxic effects of P.
harmala were evaluated on sexual behavior in the fruit fly, Drosophila melanogaster. Treatment was
applied on 2™ instar larvae (L2), by ingestion of a sublethal concentration (300 pg/ml). The harmel
affected negatively the series of behavioral sequences leading to mating in adults (courtship elements),
causing an abortion rate of 90%. In addition, it has a repellent effect expressed by the choice of
oviposition site by females causing a reduction the number of laid eggs.

Keywords: Peganum harmala, deferred effects, sublethal concentration, mating, oviposition, Drosophila
melanogaster

1. Introduction

In recent decades, environmental problems have incited organizations and research institutions
to develop more biological methods, in order to limit the use of chemical pesticides. One of its
forms is the use of secondary compounds from plants to control harmful insects ',

Peganum harmala (L.) (Zygophyllaceae), is a one of the most important sources of natural
substances due to the structural diversity of alkaloids that are present in the plant and their
bioactivity. It is abundant in Mediterranean arid areas (Oriental Morocco, Septentrional
Sahara, Algerian highlands, Tunisia, Libya and Egypt) 2. Many studies have showed the toxic
effects of the substances extracted from P. harmala in control of various insect species, such
as Schistocerca gregaria -1, Plodia interpunctella [, Spodoptera littoralis ! and Tribolium
castaneum [&:91,

Dipteran regroup a large number of insects that are a causing a major risk to human health (1%,
including the fruit fly, Drosophila melanogaster (M.) (Diptera, Drosophilidae). It is a species
of tropical origin (East Africa), worldwide distributed due to human activities and its
abundance is correlated to the degree of urbanization ' 1?1, Its nuisance comes from the fact
that it is responsible for moisture and infestation of fruits via fungi and bacteria that it
transports, producing also hundreds of insects resistant to the different living conditions in a
more or less important duration. The larvae can cause intestinal irritation and diarrhea if
swallowed by eating infested fruit 1> 4. It also remains a choice material for biological
essays.

Many behaviors of Drosophila based on recognition of chemicals and especially pheromones
representing intraspecific chemical signals, which play an important role in attracting and
discrimination of sexual partners ['*]. Recent studies describe that pesticides may also interfere
with the chemical communication (olfactory and gustatory senses) of exposed species and
therefore cause inadequate behavioral responses ['°l. Some studies have shown the effect of
sublethal doses of insecticides on the behavior of harmful or beneficial insects ['7 181 including
a decrease in behavioral responses to sex pheromones in treated individuals [% 201,

The sexual behavior of the fly can be used as an important parameter in order to understand
the effects of plant extracts. The aim of the present work is to evaluate the secondary effects of
aqueous leaves extract of P. harmala, at a sublethal concentration (300 pg/ml), on the series of
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behavioral sequences leading to mating, reproductive
potential and olfactory attractiveness in choosing of
oviposition sites in Drosophila.

2. Materials and Methods

2.2 Insect

D. melanogaster is a holometabolous insect, characterised
with a short time of the developmental cycle (from egg to
adult imago, passing through three larval stages and pupal
stage in duration of 10-12 days, at 25 °C) and its prolific
reproduction mode induces a large number of descendants in
each generation (300 descendants per female). The female
lays eggs on the flesh of ripe and wounded fruits. For
experiment, a stock of a wild strain, derived from fermented
apples in region of Annaba (Algeria), was conserved in vials
containing a standard agar medium (cornmeal and brewer’s
yeast base), at a temperature of 25 + 1 °C, a humidity of 70%
and a 12 : 12 h light : dark cycle. Rearing of insects was
conducted in laboratory of Applied Neuro-Endocrinology,
Faculty of Sciences, University Badji Mokhtar of Annaba
(Algeria) in 2016.

2.2 Plant aqueous extract preparation

Fresh leaves of P. harmala (500g) were collected in
September 2016 from the Laghouat region Algeria (33 © 47'59
"N, 2 ° 51'54" E). Leaves were rinsed (with water) and
carefully cut into pieces of 2 to 5 cm, then they are boiled in a
liter of distilled water for 1 hour of time until obtaining an
initial stock solution of 1000 pg/ml, filtered with filter paper
(Whatman). The used concentration (300 pg/ml) was obtained
after dilution with distilled water.

2.3 Effects of P. harmala on the behavior of D.
melanogaster:

2.3.1 Description of courtship elements: Courtship in
Drosophila is a succession of predetermined and invariable
actions 2" 221, The male, first, is moving towards a potential
female and tap her on the cuticle with his fore legs; if the
female moves, the male follows and vibrates one wing. Then,
when the female stops, the male running in circles around her,

lick her genitalia with his proboscis and attempts to copulate
[23, 24]

2.3.2 Treatment: To evaluate the activity of P. harmala on
adults courtship, a treatment by ingestion was performed on
2™ instar larvae. 40g of culture medium containing 10ml of
product, is distributed in four tubes where we put the larvae.
An untreated medium was used as control. The newly
emerged adults are kept in isolation (individually) in small

tubes containing culturing medium. Insects used must be aged
3 to 5 days so that they are sexually mature.

2.3.3 Ethological tests: Concerning coupling tests, watch
glasses of 3 cm in diameter were used. The male is introduced
first in order to get used to his new environment, then the
female five minutes later will be placed. When the female is
introduced into the cell corresponds to the time Ty; test start.
Contacts, wings vibrations, lickings, attempts and duration
mating are noted separately in the control and treated groups.
All experiments are conducted in a quiet room, dark and lit by
a red light. It allows significantly to limit the influence of
visual stimuli ! Four types of crosses are performed (n= 30)
: a/ Control Males x Control Females ; b/ Control Males x
Treated Females ; ¢/ Treated Males x Control Females ; d/
Treated Males x Treated Females. 48 hours after isolation of
mated females, we observe the culture medium, placed in
watch glasses, under a stereomicroscope to realize a count of
the eggs laid. The mediums used in the olfactory attraction in
oviposition test are: control medium and treated medium with
harmel (300 pg/ml).

2.4 Statistical analysis

The various parameters obtained were analyzed by descriptive
metric methods then compared using a variance analysis
(ANOVA). All calculations are made on XLStat 2014 (Add in
soft, New York, NY). Regarding the results of the tests of
choice (oviposition), data were analyzed by Monte Carlo

simulation based on a Chi2 test at significance level o = 0.05
[26]

3. Results

3.1 Effect on sexual behavior

Except touching (contacts), where all the males were moving
towards their females and tap them (100%) (Tab. 1), our
results show that the treatment acts differently on other
behavioral sequences of courtship, depending on cross type.
Only 40 to 46.67% of the treated male paraded (wings
vibrations), while 100% of controls performed this act (Tab.
1). Moreover, only 23.33 to 50% of these latters licked
females secretions, in couples where at least one individual is
treated (Tab. 1). Regarding mating attempts, 26 males in the
control pairs have attempted to mate, leading to a successful
coupling rate of 83.33% (25 pairs). On the other hand, only 4
to 5 couples were able to attempt copulation, when one sex or
both partners are treated. The aborted coupling rate in treated
couples is equivalent to 90% (Tab. 1).

Table 1: Number of successful mating behavioral sequences in treated adults with leaves aqueous extracts of P. harmala (n = 30) :

Contacts Vibrations Lickings Attempts Successful coupling
dCx QC 30 30 26 26 25
J4Cx QT 30 19 15 14 12
dTx QC 30 12 7 5 4
dTx QT 30 14 7 4 3

[&, Male; Q, Female; C, Control; T, Treated]

We recorded different behavioral sequences from those
usually observed in untreated individuals. The mean number
of touching differs according to the couple tested, with over
12.47 £ 1.39 contacts are registered in treated males (treated
couples). Indeed, the analysis of variances shows that there
are highly significant differences (Fobs—= 5.18; p <0.002) (Tab.
2). Thus, their vibrations wings is repeated 20.64 times,

higher than those recorded in the control couples (Fobs= 17.73;
p <0.0001) (Tab. 2). The mean number of licks and of mating
attempts when at least one of the two adults is treated, can
reach up respectively to 12 and 6 times. At significance level
a = 0.05, the analysis of variances shows that there are highly
significant differences comparing to control pairs (Tab. 2).
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Table 2: Effect of treatment on the number of repetitions of each behavioral sequence (n =30) (M £ SEM) :

4Cx QC 4Cx QT 3T x 2C 3Tx QT Fobs p
a 4.17+0.49 6.7+0.94 6.5+0.88 1247 +1.39 5.18 0.002%**
b 8.3+0.90 8.32+1.43 11.08 £2.56 20.64 + 6.89 17.73 0.0001***
[ 4.65+0.76 6.53+1.28 8+ 1.38 12+ 2.66 2.50 0.07*
d 2.64+0.47 2.54+0.78 3.2+0.58 6+2.48 2.70 0.06*

[a, Number of contacts; b, Number of vibrations; ¢, Number of lickings; d, Number of attempts; &, Male; @, Female; C, Control; T, Treated; M,

Mean; SEM, Standard error of the mean; * : Significant differences]

Once of the two is treated individual, the time needed for the
male to recognize his female and makes the first contact
increases sharply (32.8 to 81.33 seconds). The variance
analysis showed that there are highly significant differences
(Fobs= 16.64; p <0.0001) (Tab. 3). In addition, the mean time
of the first song, first lick and of mating attempt, also remain
very high compared with those of control adults. Indeed, the

coupling latency is quite high and reach up to 427.17 to
1199.67 seconds (Fops= 7.25; p <0.0005) (Tab. 3). The mean
time to make the adults to achieve a successful mating, differs
depending on the subject. Highly significant differences were
revealed by the analysis of variances Fops= 6.38 and p <0.0005
(Tab. 3).

Table 3: Effect of treatment on the time required (in seconds) for the completion of each behavioral sequences (n = 30) (M £ SEM):

6\CX$C &CXS}T (:?TXQC @TXQT Fobs p
a 9.33+1.44 53.63 + 7.89 81.33 £8.79 32.84+5.16 16.64 0.0001***
b 67.37 +11.06 298.95 £ 56.32 305.08 £45.76 159.14 £29.89 7.26 0.0002%**
c 98.69 + 17.35 283 +56.07 445.14 £ 76.90 206.43 £ 73.57 245 0.07*
d 192.85 +£36.61 362.14 +72.46 480.8 + 123.01 717.75 +302.61 8.05 0.0002%***
e 286.8 +44.51 427.17 £51.62 445.25 +126.31 1199.67 + 349.95 7.25 0.0005***
f 720.9 491.73 176.30 1039.33 6.38 0.0005%**

[a, Number of contacts; b, Number of vibrations; ¢, Number of lickings; d, Number of attempts; ¢, Male; @, Female; C, Control; T, Treated; M,

Mean; SEM, Standard error of the mean; * : Significant differences]

3.2 Effect on oviposition

The results in table 4 show that about 25 control couples
tested, all females prefer to lay their eggs significantly in
control medium (p <1.000) (Tab. 4). While, treated females
have a very low positive reaction (2 of 11), even nil (0 of 3) to

the same odor (Tab. 4).

By analyzing their behavior towards treated medium with P.
harmala (300 pg/ml), treated females appear attracted by the
smell of this medium (9 females with p <0.968 and 3 females
with p <0.885), whereas that controls are not (Tab. 4).

Table 4: Effect of P. harmala on the choice of laying in D. melanogaster:

Control medium Traited medium
N A NA p A NA p
4Cx QC 25 25 0 1,000 (S) 7 18 <0.828 (NS)
3Cx QT 11 2 9 <0.968 (NS) 9 2 0.968 (S)
3T x QC 4 4 0 <0.923 (NS) 1 3 <0.923 (NS)
3Tx QT 3 0 3 <0.885 (NS) 3 0 <0.885 (NS)

[3 : Male ; @, Female ; C, Control ; T, Treated ; A : Attracted ; NA : Not attracted ; S, Significance ; NS : No significance]

The mean number of eggs laid by control females (in control
pairs) was 35.94 + 3.54 with a minimum of 3 and a maximum
of 74, while the one filed by the treated females was 13.33 +

2.40, the maximum of which is 18 eggs (Tab. 5). Analysis of
variance shows that there are highly significant differences at
a = 0.05 level (Fobs= 7.41; p <0.0003) (Tab. 5).

Table 5. Effect of P. harmala on the number of eggs:

4dCx QC ACx QT 3T x 2C dTx QT Fobs p
N 25 11 4 3
Moy + SEM 35.94+3.54 24.18 + 1.90 20.80 £ 5.19 13.33 240 241 ~0.0003 5+
Min - Max (3-74) (15 - 395) 4-34) (10-18)
Total 1150 266 104 40

[8 : Male ; @, Female ; C, Control ; T, Treated ; M, Mean ; SEM, Standard error of the mean ; Min, Minimum ; Max, Maximum, ***, Very

highly significant differences]

4. Discussion

The Drosophila courtship by its complexity is the best
example of behavior requiring a range of sensory perceptions
mobilizing a large number of organs, it consists of a series of
actions quite accompanied by exchanges of visual, auditory,
chemical, touch signals... and it involves a lot of upstream
genes to achieve this courtship - 281, This behavior has been
the subject of intense research 2% 30, The male mate choice
experiment was not simply a measure of male preference;

successful copulation also requires the target female be
receptive B,

In our study, we tested the hypothesis that low doses of an
insecticide, such as P. harmala, might influence the traits of
fitness and reproductive performance of adult, disturbing
smell necessary for reproduction. They have shown a
remarkable deficiency causing abortion of the coupling
process. Clearly, a long couplation latency indicates the non-
responsiveness of the female despite the dynamism of the
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male. This sexual inappetence is related to the nature of
epicuticular pheromones of female and male courtship
behavior. A non-receptive female will give pawed the male,
raising and lowering her abdomen, leak or extrude completely
her ovipositor . If accepted, during copulation, the male
sperms are transferred into the reproductive tract of the
female %, Drosophila females are fertilized for only 20
minutes P31, Our results show that the duration of copulation,
in treated adults, signify of their difficulty, they take a long
time for the females are fertilized.

Note that no study of Sublethal effects of P. harmala or other
toxic plants has been realised on the sexual behavior of
Drosophila. However, they have also been described in
experiments with other insecticides. The exposure to
imidacloprid, a neonicotinoid, at Sublethal doses in chronic
intoxication induced effects on mating and fertility of fruit
flies [*. Similar results are obtained by the use of
insecticides: dithiocarbamate, Dithane M 45 321, spinosad (2.5
mg/l) and azadirachtin (0.05 mg/1) 31 Bacillus thuringiensis
(5 g/1) B3, In addition, other results indicate that spiromesifen
disrupts lipid metabolism in Drosophila, confirming also its
primary mechanism of action on cuticular hydrocarbons lipid
synthesis B¢,

After mating, the second essential phase for the reproduction
of the insect oviposition, which is also under neuronal control
leading to selective egg-laying on suitable substrates [371. The
choice of the substrate is the result of a sensory evaluation
expressed in search-like behavior, preceding the stereotypical
ovipositioning program 8. The repellent effect of
insecticides can also induce a diet or a drop in food to the
insect which can lead to reduced fertility % 3. Our study
confirms that P. harmala has a repellent effect on Drosophila
causing changes its olfactory responses. A significant
decrease in the number of eggs was recorded in treated
couples comparing to controls. Furthermore, the neurotoxic
alkaloids of this plant would be cause of blocking ovarian
development and vitellogenesis in females and the absence of
sexual maturity in males (4

Previous works, concerning the anti-fertilizing effect and anti-
ovipositing of different extracts of P. harmala, match with
our results as observed in Callosobruchus chinensis (%], peach
fly, Bactrocera zonata ! *?land the olive fruit fly, Bactrocera
oleae [, Other work demonstrated that these latter can affect
the incubation period and the hatching rate of Trialeurodes
vaporariorum ™. Similar results are reported in Tribolium
castaneum ™31 Blattella germanica “ and Culex pipiens ©7.
The negative impact of the same plant species has also been
reported on reproduction, oogenesis and egg laying capacity

of the desert locust S. gregaria, under laboratory conditions
[4]

5. Conclusion

The exposure to sublethal concentrations of P. harmala has
allowed us to observe abnormal or unusual pre-copulatory
behavior in Drosophila, and detect deficient parades. Which
signify that this biopesticide probably as a disruptive
information by altering the chemical communication, which
leads to reduced reproduction chances of target insects. It also
acts as an anti-fertilizing agent. The repellent effect of the
plant also influences the choice of ovipositing site and the
number of laid eggs.
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