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Résume :

Les bioinsecticides sont de plus en plus utilisés pour lutter contre les insectes nuisibles.
Il est nécessaire de comprendre comment les insectes font face a ces derniers pour concevoir
des stratégies rationnelles de lutte.

Dans I’objectif de valorisation des composés secondaires des plantes nous avons évalué

le potentiel insecticide d’une plante spontanée Citrullus colosynthis contre Drosophila
melanogaster (le meilleure modele d’étude de D’activité insecticide) par différents tests
biologiques. Les effets directs des extraits aqueux et éthanoliques de C. colosynthis sur la
mortalité révelent que C. colosynthis provoque des taux de mortalités appréciable.
Les expositions sublétales aux insecticides peuvent fournir des informations biologiques
supplémentaires décrivant la manieére dont un insecticide affecte l'insecte. L’évaluation des
effets sublétaux de C. colosynthis sur différerent comportements de D.melanogaster, montrent
qu’il affecte 1’olfaction et le comportement alimentaire d’une maniere répulsive, ainsi qui il
entraine des perturbations sur le comportement sexuel.

Bacillus thuringiensis var kurstaki est l'une des sous-especes de Bacillus thuringiensis
les plus commercialisées. Les tests toxicologiques montrent que Btk provoque des taux de
mortalité significatif contre les larves de D.melanogaster. L’étude des effets sublétaux montre
que Btk a des effets sur ’olfaction et comportement alimentaires, ainsi que le comportement
reproducteur de D.melanogaster.

La gestion de la résistance des insectes aux insecticides est considérée comme la clé du
succes de Iefficacité et la durabilité de ces produits. Nous avons évalué le phénomene de la
résistance sur 24 générations, avec trois concentrations différentes pour chaque type d’extraits
testés. Quelle que soit I'intensité de la concentration utilisée, cela n’a pas empéché les individus
de drosophile de développer une résistance. Nous avons pu sélectionner différentes souches
résistantes.

La résistance comportementale concerne lI'ensemble des modifications induites chez les
individus affectés par rapport a leur comportement normal. L’étude du comportement sexuel
des adultes issus des différents traitements appliqués a montré que les adultes testés présentent

des adaptations aux traitements en fonction de I’évolution des générations.

Mots clés : Bioinsecticides, Citrullus colosynthis, Bacillus thuringiensis var kurstaki,

Drosophila melanogaster, Mortalité, Des effets sublétaux, Comportements, Résistance.



Abstract:

Bioinsecticides are increasingly used to control pests, it is necessary to understand how
insects respond to them in order to design rational pest control strategies.

In the aims of valorising secondary plant compounds, we evaluated the insecticidal

potential of Citrullus colosynthis against Drosophila melanogaster (the best model for studying
insecticidal activity) by different biological tests. The direct effects of aqueous and ethanolic
extracts of C. colosynthis on mortality reveal that C. colosynthis causes appreciable mortality
rates.
Sublethal exposures to insecticides can provide additional biological information describing
how an insecticide affects the insect. Evaluation of the sublethal effects of C. colosynthis on the
behaviour of D. melanogaster, show that it affects olfaction and feeding behaviour in a
repulsive manner. Thus, it leads to disturbances in sexual reproductive behaviour.

Bacillus thuringiensis var kurstaki is one of the most commercialised subspecies of
Bacillus thuringiensis. Toxicological tests show that Btk causes significant mortality rates
against D. melanogaster larvae. Sublethal effects studies show that Btk has effects on olfaction
and feeding behaviour. Thus it significantly decreased the rates of successful mating of
D.melanogaster.

Managing insect resistance to insecticides is considered key to the successful efficacy
and sustainability of these products. We evaluated the phenomenon of resistance over 24
generations, with three different concentrations for each type of extract tested. Regardless of
the intensity of the concentration used, it did not prevent Drosophila individuals from
developing resistance. We were able to select different resistant strains.

Behavioural resistance refers to all the changes induced in the affected individuals compared to
their normal behaviour. The study of the sexual behaviour of the adults resulting from the
different treatments applied showed that the tested adults show adaptations to the treatments

according to the evolution of the generations

Key words: Bioinsecticides, Citrullus colosynthis , Bacillus thuringiensis var kurstaki,

Drosophila melanogaster, Mortality, Sublethal effects, Behaviour, Resistance.
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Introduction

1. Introduction :
La lutte contre les insectes nuisibles est un défi depuis que I'homme cultive des plantes.

Les insecticides sont souvent utilisés pour lutter contre les insectes nuisibles qui imposent des
pertes de production massives et des codts de contréle dans I'agriculture (Denecke, 2017).

Les insecticides sont utilisés sous une forme ou une autre depuis des milliers d'années,
leur premiére utilisation était enregistrée en 2000 avant J.-C. comme le soufre (Fishel, 2009)
mais ce n'est qu'au cours du dernier siécle que les composeés synthétiques sont devenus la source
dominante d'insecticides (Fishel, 2009). lls ont considérablement réduit les pertes de récoltes
et ils ont connu un succés commercial. L'un des premiers insecticides de synthése a été le DDT
en 1939, suivi de prés par dautres composes dhydrocarbures chlorés, les
hexachlorocyclohexans et le lindane en 1942 (Casida et Quistand, 1998). Malheureusement,
I'utilisation excessive de ces composes chimiques qui manquent de toxicité spécifique a
provoqué une série de problémes environnementaux et de santé publique en raison de leur
persistance et de leur bioaccumulation (Casida et Quistand, 1998). Pour ces raisons, une
tendance a réduire 1’utilisation des insecticides chimiques est observée ces derniéres années,
I'intérét de la recherche de nouveaux moyens de lutte naturels avec de nouveaux modes
d'actions vise a un meilleur équilibre entre I'efficacité des insecticides et la réduction des méfaits
possibles pour I'environnement et les humains (Xiubin, 2016).

Il existe plusieurs alternatives efficaces pour lutter contre les insectes nuisibles. Une de
ces alternatives consiste a utiliser les métabolites secondaires produits par les plantes et les
microbes pour leur défense (Denecke, 2017). Les plantes ont la capacité de produire diverses
substances bioactives et des métabolites tributaires tels que les alcaloides, les glycosides, les
glucides, les terpénoides, les tanins, les phénols, les flavonoides et les sitostérols (Georges et
al., 2008). Certains extraits de plantes contiennent des métabolites secondaires et des huiles
essentielles qui ont des effets répulsifs ou inhibiteurs de croissance sur les insectes nuisibles
(Georges et al., 2008)

Dé¢s 1’ Antiquité, les Chinois, les Grecs et les Romains utilisent des plantes ou extraits
de plantes avec du soufre et de I’arsenic (Tschirley, 1979). Les Romains utilisaient des poudres
préparées a partir de Veratrum sp comme insecticides et rodenticides (Jacobson, 1983) tandis
que des extraits d’ifs (Taxus baccata) ont été utilisés par certains peuples de 1’hémisphére nord
(Schmutterer, 1992). Plus récemment, la nicotine extraite des plantes de tabac a été pulvérisée
sur les cultures du 18°™ au 20°™ siécle comme un puissant pesticide, efficace pour eliminer de

nombreux parasites agricoles (Roberto et O'Hair, 2015).
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Plus de 2000 espéces végétales dotées de propriétés insecticides ont été répertoriées
(Grainge et Ahmed, 1988). Parmi ces especes le melon amer ou Citrullus colocynthis, qui
présente des effets insecticides, antinourrissants, larvicides et anti-oviposition contre les
insectes nuisibles (Gulzar et al., 2017). Le C.colocynthis a attiré I'attention des chercheurs en
tant que plante a effet insecticide alternatif, cette espéce contient des composés de
cucurbitacine; qui sont classés dans la catégorie des saponines stéroidiennes (Natio et coll,
1989). Ces composes, appelés métabolites secondaires, sont essentiels a la survie des cellules
végétales, mais ils sont utiles pour la réaction des organismes contre 1’environnement. 1Is jouent
un réle majeur dans la défense des plantes contre les insectes herbivores et agissent comme des
composés répulsifs, dissuasifs nutritionnels, reproducteurs ou toxiques, et protegent les plantes
contre les insectes a différents stades de croissance (Isman, 1997 ; Mollashahi et al., 2017).
Etant donné 1’utilisation indispensable de pesticides par I’homme, les insecticides botaniques
pourraient étre en partie une solution de rechange aux insecticides synthétiques en raison de
caractéristiques telles que I’impact minimal sur les ennemis naturels, 1’absence de
phytotoxicite, toxicité minimale sur les vertébrés et dégradation rapide dans 1’environnement,
ce qui est I’'un des avantages les plus importants de ce type d’insecticides (Isman, 1997).

D'autre part, les macro-organismes comme les nématodes entomopathogenes, les
insectes prédateurs mais aussi les micro-organismes naturels comme les bactéries
entomopathogeénes, les virus et les champignons sont des agents de lutte biologique importants
(Eilenberg et al., 2001). Des toxines d'origine naturelle développées plus récemment sont
parmi les plus efficaces dans la boite a outils de la lutte antiparasitaire. Un puissant insecticide
connu sous le nom de Bacillus thuringiensis est une protéine produite par lI'espéce bactérienne
Bacillus thuringiensis, et peut étre exprimée par transgénese dans les plantes pour décourager
les espéces nuisibles de les manger (Heckel, 2012).

Le Bacillus thuringiensis a été découvert pour la premiere fois par Shigetane Ishiwatari
en 1901. Il a été isolé comme agent causal de la mort d'un grand nombre de vers a soie
(Ishiwatari, 1901). En 1911, la bactérie a été redécouverte dans une teigne de la farine
méditerranéenne et nommeée d'apres la province allemande voisine de Thuringe (Berliner,
1911). La bacterie Bacillus thuringiensis était isolée une fois du lépidoptére ravageur de
stockage, Ephestia kuehniella (Berliner, 1915). Depuis lors, des centaines de nouveaux isolats
et souches de B. thuringiensis, omniprésent, efficaces contre les l1épidopteres, les coléoptéres et
les dipteres, ont été découverts (Norris, 1964 ; De Barjac et Bonnefoi, 1968). La production
commerciale de Bt sous forme de spray a commenceé en France en 1938 et a été introduite aux
Etats-Unis en 1958 (Lambert et Peferoen, 1992).
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Les insecticides sont souvent utilisés comme une arme de choix pour contrdler ou
éliminer les nuisibles. Si les insecticides sont efficaces a court terme, leur efficacité a long terme
est souvent entravée par I'évolution et la propagation de la résistance ce qui les rend inefficaces.

La résistance est apparue peu aprés l'introduction d'insecticides de synthése largement
utilisés. Dans les années 1940, des ravageurs résistants au DDT, aux cyclodienes et aux
organophosphoreés se sont développés (Sparks et Nauen, 2015). La résistance aux insecticides
chez les insectes et les acariens est un phénomene qui se développe d’une fagon inquiétante.
Les connaissances déja anciennes sur les mecanismes de résistance et celles acquises tres
récemment par la biologie moléculaire laissent entrevoir des possibilités de gestion de la
résistance (Haubruge et Amichot, 1998).

Il existe plusieurs types de mécanismes impliqués dans la résistance aux insecticides.
Ces mécanismes peuvent étre comportementaux, différents comportements peuvent étre altérés
comme la mobilité, la recherche de nourriture ou d’hétes mais aussi le comportement
alimentaire, physiologiques par des modifications au niveau de la cuticule ou modifications du
métabolisme ou encore par modifications au niveau des cibles de I’insecticide. Ces dernieres
annees, l'utilisation indiscriminée d'insecticides a conduit au développement de la résistance,
un grand défi pour la lutte chimique chez les insectes (Bisset et al., 1997 ; Liu et Yue, 2000 ;
Gulzar et Wright, 2015 ; Ahmad et al., 2019).

Les insecticides exercent une pression de sélection sur la population de ravageurs. Si un
individu présente une mutation ou une regulation ascendante de génes métaboliques, cela lui
procure un avantage en termes de fitness par rapport au reste de la population. Par conséquent,
cet insecte est plus susceptible de se reproduire et de transmettre ses génes de resistance. Ce
probléme est souvent exacerbé par les agriculteurs qui augmentent la fréquence ou la dose
d'insecticide appliquée (Biezla, 2008). Pour prévenir l'apparition de la résistance aux
insecticides, il est nécessaire d'utiliser une série de tactiques visant a empécher I'émergence de
ce phénomeéne. Cela peut inclure le développement de nouveaux insecticides ayant des modes
d'action différent et leur utilisation en alternance est crucial pour combattre la résistance et
minimiser l'impact sur lI'environnement.

Lorsqu'un nouveau composé est développé comme insecticide potentiel, son mode
d'action doit étre verifié. Cela nécessite des modéles d'insectes bien caractérisés. Les insectes,
dont la drosophile, réagissent facilement aux toxines telles que les phytotoxines, les ions
métalliques et les insecticides présents dans leur environnement en développant une résistance.

La drosophile en tant qu'organisme modeéle d'insecte a de nombreux mérites (Cash, 2015)
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Drosophila melanogaster est originaire des environnements boisés du centre-sud de
I'Afrique, puis s'est répandue dans toute I'Afrique il y a environ 13 000 ans (Sprengelmeyer et
al., 2020). Elle était introduite comme modele décisif en biologie il y a environ un siecle. Cette
mouche présente plusieurs similitudes fondamentales avec les mammiféres sur le plan
biologique, biochimique, neurologique et physiologique (Biondi et al., 2013). La drosophile a
été classiquement utilisée comme modele de génotoxicité, ensuite elle a été incluse comme
modele potentiel pour I'étude de la toxicologie (Dean 1985 ; Barale 1991 ; Brusick et al., 1998
; Cummings et Kavlock, 2005 ; Whitworth et al., 2006 ; Rand 2010 ; Paula et al., 2013).
Ce qui il I’a permet de devenir un puissant systtme modele d'insecte pour répondre aux
questions relatives a la physiologie et a la toxicologie des insectes (Scott et Buchon, 2019) y
compris les tentatives d'aide au dépistage d'insecticides efficaces (Schneider, 2000).

Cette these vise a étudier les effets directs et différer a court et a long terme de
I'utilisation des insecticides naturels C.colocynthis et B.thuringiensis sur un organisme modéle
D.melanogaster.

Tout dabord, Nous avons procédé a évaluer la toxicité des extraits aqueux et
éthanoliques de C.colocynthis ainsi que de la toxicité de B.thuringiensis, afin de déterminer les
concentrations sublétales.

Ensuite, nous avons étudié les effets sublétaux des traitements sur l'olfaction et le
comportement alimentaire des larves de troisieme stade ainsi que sur le comportement sexuel
des adultes de D.melanogaster.

Afin de d’obtenir des informations complémentaires aux différents traitements étudiés.
Nous avons évalué le phénomene de la résistance chez D.melanogaster en utilisant une
approche d’exposition a long terme. Nous avons suivi I'évolution de la résistance sur 24
générations. En étudiant ses effets toxiques sur la mortalité et son impact sur le comportement

sexuel.
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2. Matériel et méthodes :
2.1 Présentation de Drosophila melanogaster:

Drosophila melanogaster est un insecte qui appartient a la famille Drosophilidae de
I’ordre des Diptéres. Elle a été découverte par Meigen en 1830, elle est présente sur tous les
continents et la plupart des iles. Elle est originaire d'Afrique subsaharienne (David et Capy,
1988). D.melanogaster démontre une grande capacité d’adaptation et de plasticité
phénotypique (Chippindale et al., 1993; Gibert et al., 2000).

Apreés son introduction comme animal de laboratoire par Castle a I'Université de
Harvard en 1901, elle est devenue l'un des organismes modeles les plus utilisés. Les travaux
réalisés sur la drosophile ont apporté de nombreuses contributions précieuses a la
compréhension du développement, le comportement et la physiologie des animaux, ainsi que
des maladies humaines et de maniére naissante pour les études toxicologiques (Rand, 2010 ;
Singh et al., 2011 ; Sharmaa et al., 2012).

2.1.1 Morphologie générale :

Chez la drosophile, le sexe est déterminé par des genes dont I'expression hiérarchique
produit des phénotypes sexuellement dimorphique (Cline et Meyer 1996). 1l existe un certain
nombre de différences morphologiques entre les males et les femelles adultes qui se résument
en suivant :

e Taille du corps : En géneéral, les femelles sont plus grandes que les méles. Mais ceci
n'est pas absolu car la taille réelle des mouches adultes est fortement dépendante des
conditions d'alimentation pendant la période larvaire (Graf et al., 1992).

e Longueur des ailes : Les ailes des femelles sont plus longues plus longues que celles
des males, mais cette caractéristique ne permet pas le sexe des adultes (Graf et al., 1992).

eForme de I'abdomen : La forme de I'abdomen, en particulier I'extrémité postérieure,
est clairement différente chez les méales et les femelles. Chez les males I'extrémité postérieure
est arrondie, alors que chez les femelles, la région portant les plaques anales fait saillie, ce
qui donne une forme pointue caractéristique (Graf et al., 1992).

e Geénitalia et coloration abdominale : Les organes génitaux externes des deux sexes
sont tres différents. Les femelles ont 7 segments abdominaux. Le bord arriére sombre de
chaque segment est visible en vue dorsale ou latérale. Les males n'ont que 5 segments.

La partie postérieure de I'abdomen apparait noire, car les derniers segments sont fortement

pigmenteés et noire (Graf et al., 1992).



Matériel et méthodes

e Peignes asexe : Le peigne sexuel est une rangée d'environ 10 poils noirs, courts et épais,
situés pres de I'extrémité distale du c6té la face antérieure de la patte. Les femelles sont

dépourvues d'une telle structure (Graf et al., 1992).

sexcomb

abdominal
pigmentation

sternite
bristles

i
i e

ahiomen \qgp¢ N\ e
% abdomen
“~_genitalia_—*

and analia

Figure 1: Dimorphisme sexuel chez les adultes de D.melanogaster (Cline et Meyer, 1996).

2.1.2 Cycle devie:

Drosophila melanogaster est un insecte holométabole, son cycle de vie est tres court et
ne dure qu'environ 2 semaines a 25°C (Flatt, 2020). Aprés la fécondation les femelles pondent
environ 300 ceufs, apres éclosion elles donnent naissance a des larves. Aprés 5 ou 6 jours et 3
stades larvaires, elles vont se transformer en pupes. C'est a l'intérieur de ces pupes que la

métamorphose aura lieu, donnant naissance a un insecte adulte ailé (Rivers et Dahlem, 2014).
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Figure 2: Cycle de vie de D.melanogaster (Nishihara, 2017).
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e (Eufs et embryons :

Les ceufs ont une forme ovale, d'environ 0,5 mm de long et 0,2 mm de diamétre. Le c6té
dorsal est légérement plus plat que le c6té ventral concave. A I'extrémité antérieure de la face
dorsale, il y a deux filaments. Ceux-ci empéchent les ceufs de s'enfoncer dans un milieu humide
et fournissent I'apport vital en oxygeéne. Les filaments sont des prolongements du chorion qui
est la coquille protectrice qui recouvre I'ensemble de 1'ceuf. Le chorion et les filaments sont
sécrétés par les cellules folliculaires qui entourent I'ceuf pendant I'oogenése. A I'intérieur du
chorion se trouve une couche spongieuse remplie d'air. C'est la réflexion de la lumiére sur cette

couche qui donne a I'ceuf son aspect blanc laiteux (Graf et al., 1992).
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Figure 3: Schéma d’ceuf de D.melanogaster (Tyler, 2000).
e Larves:

Les larves sont transparentes avec une minuscule téte externe, trois segments
thoraciques, huit segments abdominaux, et un telson qui s'étend au-dela de I'anus. Ces segments
sont délimités par des rangées ventrales de minuscules crochets, les ceintures de denticules qui
empéchent la larve de glisser vers l'arriere lorsqu'elle avance par vagues d'extension et de
contraction. Les gonades, transparentes et vésiculaires, sont encastrées dans le corps gras du
cinquiéme segment abdominal. Le testicule étant plusieurs fois plus grand que l'ovaire, on peut
déterminer le sexe des larves simplement sur la base de la taille des gonades (Bainbridge et
Bownes, 1981).
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Figure 4: Schéma d'une larve de troisieme stade de D.melanogaster (Tyler, 2000).
e Pupes:

Lorsque la larve de troisieme stade est préte a se transformer en pupe, elle quitte le
milieu, ses spiracles antérieures s'inversent, son corps se raccourcit et cesse de bouger et elle se
fixe a un substrat ferme. La cuticule se transforme alors en puparium, qui est d'abord mou et
blanc mais qui durcit rapidement en devenant bronzé puis brun et cassant. Peu aprés la
formation du puparium, la larve se détache de l'intérieur en muant une quatrieme fois. La
métamorphose a alors lieu. L'éclosion marque la fin de la nymphose et le début de la vie adulte
(Whitten, 1957).
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Figure 5: Schéma d'une pupe de D.melanogaster (Whitten, 1957).
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2.1.3 Régime alimentaire :

Dans la nature, D.melanogaster a une alimentation trés variée, elle se nourrit des fruits et
Iégumes mdrs, des végétaux et champignons en décomposition et des liquides fermentés et
sucrés (Tracqui et Demongeot, 2003). Les levures sont essentielles au processus de pourriture,
elles sont une source principale de protéines pour les mouches et colonisent la matiere
organique en déecomposition de maniére séquentielle (Fogleman et al., 1981; Morais et al.,
1995).

En laboratoire, D.melanogaster peut se développer sur des milieux artificiels trés
simples, composés principalement de levures et de sucre. La simplicité de ce substrat est
extrémement pratique, dans la mesure ou il est possible de faire varier la disponibilité en levures
Ou en sucre, qui representent respectivement les apports en protéines et en carbohydrates. De
plus, ces deux composés possedent des valeurs caloriques par unité de masse quasiment
identiques (Min et al., 2007).

2.1.4 Systeme chimiosensorielle de Drosophila melanogaster :
2.1.4.1 Systéme gustatif :
e Lagustation chez les larves :

Les larves de drosophiles possédent 3 organes leur permettant de godter les molécules
non-volatiles de leur environnement. Elles sont ainsi capables d’apprécier la qualité de la
nourriture grace au DO (Organe Dorsal), qui est un organe également impliqué dans la
perception olfactive, le TO (Organe Terminal) et le VO (Organe Ventral) (Fougeron, 2011).
Le DO est composeé de 6 sensilles périphériques impliquees dans la gustation. Cet organe abrite
32 neurones dont 9 gustatifs, 2 mécanosensoriels et 21 olfactifs. Le TO comprend 11 sensilles
distales et 3 dorso-latérales et totalise 33 neurones dont 25 gustatifs et 8 mécanosensoriels. Le
VO quant a lui, comprend 5 sensilles et 8 neurones dont 4 gustatifs et 4 mécanosensoriels
(Fougeron, 2011). Les larves possedent egalement 3 organes sensoriels internes : 1’organe
dorsopharyngeal, 1’organe ventro-pharyngeal et enfin 1’organe pharyngeal postérieur. Ces
organes internes possedent également des sensilles comprenant de 1 & 9 neurones sensoriels.
Les fonctions gustatives et mécanosensorielles de ces neurones sont suggérés par la présence
de pores et de soies (Python et Stocker 2002, Gendre et al., 2004). Les sensilles gustatives
des larves possédent des neurones qui expriment différents recepteur gustatif (Scott et al.,
2001).



Matériel et méthodes

Figure 6: Systeme chimiosensoriel de la larve de drosophile (Kaushik et al., 2018).

e La gustation Chez I’adulte :

Les drosophiles posseédent de multiples organes impliqués dans la gustation. Les cellules
gustatives sont insérées dans des unités sensorielles appelées sensilles, qui sont non seulement
présentes sur les pieces buccales, mais aussi sur les pattes, les ailes (Stocker, 1994; Montell,
2009). De plus les femelles possedent des sensilles gustatives sur I’ovipositeur. Cette adaptation
pourrait s’expliquer par le choix d’un lieu de ponte adapté (Stocker 1994). C’est par le pore
terminal que les molécules de 1’extérieur pénetrent dans la sensille, et entrent en contact avec
les dendrites des neurones gustatifs. Le corps cellulaire de ces neurones est inséré dans la
couche de cellules épithéliales située sous la cuticule, et entouré de cellules accessoires qui
participent a la mise en place de I’appareil cuticulaire de la sensille et ensuite se différencient

en cellules sécrétrices (Ali Agha, 2016).
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Figure 7: Distribution des organes gustatifs sur le corps de la Drosophile. La couleur noire

représente les positions des sensilles gustatives (Raad, 2013).

2.1.4.2 Systeme olfactif :
e L’olfaction chez les larves :
Les larves de drosophile possédent sur leur partie antérieure, 3 organes sensoriels
externes : I’organe dorsal (DO), I’organe terminal (TO) et I’organe ventral (VO). Ces organes
comportent des sensilles sensorielles permettant a la larve de percevoir les molécules présentes

dans son environnement. Seul le DO est impliqué dans la perception olfactive. C’est un organe

10
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constitué d’un dome, contenant 1 sensille avec plusieurs pores, et de 6 sensilles périphériques.
Le dome est innervé par 32 neurones dont 21 ORNs (Olfactory Receptor Neuron) (Heimbeck
et al., 1999; Kreher et al., 2005). Lorsque 1’on inhibe ces 21 neurones, les larves deviennent
anosmiques, ce qui suggeére que ce sont les seuls neurones olfactifs chez les larves (Larsson et
al., 2004 ; Fishilevich et al., 2005).

e L’olfaction chez les adultes :

Bien que plus complexe, le systeme olfactif des adultes est relativement similaire a celui
des larves et implique un plus grand nombre de cellules. Les adultes possédent des organes
olfactifs localisés sur la téte, comme les vertébrés, représentés par les palpes maxillaires et le
troisieme segment antennaire. lls abritent les ORNs qui sont contenus dans des sensilles
olfactives dont le r6le est de les protéger. Chaque sensille peut abriter de 1 a 4 ORNSs, supportés
par des cellules spécialisées, appelés cellules de maintient. Elles vont sécréter la lymphe
sensillaire et garder chaque sensille isolée de sa voisine. Il existe 3 types de sensilles olfactives
classées selon leur taille, leur morphologie, et le type de molécule odorante détectée: les
sensilles basiconiques , les sensilles coeloconiques et les sensilles trichoides (Shanbhag et al.,
1999).

2.1.5 Comportement sexuel :

Le comportement d'accouplement est l'un des comportements les plus complexes du
répertoire des mouches a fruits. La parade nuptiale de la drosophile est stéréotypée et composée
de six étapes essentielles (Hall 1994). La premiere étape de la parade nuptiale consiste que le
male s'approche d'une femelle et la tape avec ses pattes antérieures. Ce faisant, il sent les
phéromones de la femelle et il peut décider de continuer a la courtiser si c'est un objet approprié.
Pendant I'approche et le tapotement, la femelle est trés probablement encore mobile, marchant
ou volant par intermittence. La détection des phéromones du male la rendra plus réceptive et
ralentira ses mouvements (Greenspan et Ferveur, 2000). Le méle peut alors commencer son
chant de séduction, qui est produit par les vibrations des ailes et agit comme une stimulation
auditive pour la femelle (Bastock et Manning, 1955 ; Greenspan et Ferveur, 2000 ; Dickson,
2008). Pendant qu'il "chante", il peut se déplacer d'avant en arriére autour de la femelle, le
stimulant visuellement (Bastock et Manning, 1955). Aprés avoir émis son chant et s'étre
approché du postérieur de la femelle, le méle essaiera de lécher ses organes génitaux, puis
tentera la copulation (Bastock et Manning, 1955). A tout moment pendant que le méale la
courtise, une femelle peut exprimer son refus de s'accoupler en marchant ou en s'envolant, en

battant des ailes, en donnant des coups de pied au male, en tordant son abdomen pour I'éloigner
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du male, ou en extrudant complétement son ovipositeur (Bastock et Manning, 1955 ; Lasbleiz
etal ., 2006; Dickson, 2008). Inversement, lorsqu'une femelle est réceptive a la copulation, elle
cesse de marcher, écarte ses plaques vaginales et peut extruder partiellement son ovipositeur
(Bastock et Manning, 1955; Lasbleiz et al ., 2006; Dickson, 2008). Un male ne tentera pas
de monter et de copuler avec une femelle a moins qu'il ne détecte qu'elle a écarté ses plaques
vaginales lorsqu'il leche sa génitale (Bastock et Manning, 1955). Si la femelle signale qu'elle
n'est pas réceptive, le male peut soit arréter de courtiser, soit répéter le rituel. Les femelles
rejettent généralement les males au moins une fois avant de leur permettre de copuler, ce qui
leur laisse suffisamment de temps pour évaluer si le male est de la méme espéce (Bastock et
Manning, 1955). Les femelles les plus susceptibles détre réceptives sont les vierges
sexuellement matures et un male courtise sans discernement toute femelle qu'il percoit comme
étant réceptive (Bastock et Manning, 1955 ; Dickson, 2008 ; McMillion, 2011).

Mechano-/ Mechano-/
Olfactory/visual cues chemosensory cues chemosensory cues

_“ ) —_— ;’j‘”"_‘!f_&f"';:{- M — -E“—:‘-f_!
A B c D E F G
Orientation Tapping  Wing extension and Licking Attempted Copulation/
courtship song copulation sperm transfer

Figure 8: La parade sexuelle de D.melanogaster (Billeter et al., 2006).
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2.2 Présentation de Citrullus colocynthis :

Citrullus colocynthis appartient a la famille des cucurbitacées, cette plante est originaire
des zones sableuses arides d'Asie occidentale, Afrique tropicale et de la Méditerranée (Pravin
et al., 2013). C’est une plante pérenne avec des racines pérennes et des tiges anguleuses,
coriaces, rugueuses et ressemblant a des vignes qui s'étalent sur le sol et peuvent grimper. Elles
produisent une seule fleur jaune a l'aisselle des feuilles. Elles sont monoiques et possedent de
longs pédoncules et un rhizome tubéreux qui donne naissance a de longues tiges rampantes ou
grimpantes (Pravin et al., 2013). Les fruits sont sphériques, lisses et ressemblent a de petites
pastéques, de couleur vert foncé ou jaune (Ozenda, 2004).

e Principaux métabolites secondaires de Citrullus colocynthis :

Divers composés chimiques actifs incluant : alcaloides, flavonoides, saponines, tanins,
carbohydrates, glycosides, acides gras et huiles ont été mis en évidence dans les différentes
parties anatomiques du C. colocynthis (Jayaraman et al., 2009).

Les cucurbitacines semblent étre les principaux composants des fruits du C.colocynthis. Les
graines de coloquinte contiennent 26,6% d’huiles, 13,5% des protéines, 2,1% des cendres,
52,9% des fibres brutes, 4,9% d’azote libre et contient 322 mg/100g de potassium, 119 mg/100g
de phosphore et 3,3 mg/100 g de fer (Sawaya et al., 1986). Elles contiennent 43 aussi la

phytosteroline (ipurand), 2 phytostérols, 2 hydrocarbures, saponines, alcaloides,

polysaccharides, glycosides, et des tanins, comme métabolites secondaires (Duke, 1978).

| a
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- |

¥

Figure 9: Les fruits de C.colocynthis.

2.2.1 Preéparation des extraits de Citrullus colocynthis :

2.2.1.1 Extraction aqueuse :
Les fruits de C. colocynthis ont été collectés dans la région de Laghouat (33° 48’ 24"
N,2° 52" 56" E) (Algérie). Les fruits sont lavés a 1'eau distillée puis séchés dans un four a 40°C

pendant 48 a 72 heures. Ils sont ensuite broyés a l'aide d'un broyeur jusqu'a ce qu'ils soient
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réduits en poudre. Une quantité de 150 g de poudre végétale a été diluée dans un litre d'eau
distillée préalablement portée a ébullition, puis laissée a refroidir sous agitation magnétique
pendant 30 minutes. Le mélange obtenu a été filtré sur papier Whatman (3 mm). Le filtrat

récupeéré constitue une solution mére initiale a 150 g par litre ou 10% (Merabti et al., 2015).

2.2.1.2 Extraction éthanolique :

L’extraction éthanolique a été faite par évaporateur rotative qu’utilise une technique
rapide et efficace de séparation, c’est un appareil basé sur la distillation simple sous vide, qui
permet d'éliminer rapidement de grandes quantités de solvant, bien que partiellement,
appelé souvent « rotavapor ». L’évaporateur rotatif utilisé lors de I’expérimentation est de type
Buchi R-210.

| g

Figure 10: Evaporateur rotatif de type Buchi R-210.

e Le principe de I’évaporateur rotatif :

Le mélange de solvant et de soluté est placé dans le ballon droit, celui-ci est plongé dans un
bain-marie. Il est incliné et animé d’un mouvement de rotation de maniére a créer un film de
liquide et ainsi accroitre la surface d’évaporation du solvant. La pression a I’intérieur du
montage est abaissée au moyen d’une trompe a eau ce qui augmente la vitesse d’évaporation.
Aprés condensation dans le réfrigérant, le solvant est récupéré dans le ballon de gauche (Ould
Amar, 2013).

e Le rendement d’extraction :

Le rendement exprimé en pourcentage par rapport au poids du matériel de départ, est

déterminé par la relation suivante :

la masse de 'extrait apres I'évaporation du solvanten g.

Rendement (R%)= x 10

la masse de I'échantillon végétal en g.
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2.3 Présentation du Bacillus thuringiensis:

Bacillus thuringiensis une bactérie gram-positive est caractérisée par la formation d'un
cristal protéique composé principalement de protéines Cry (Auger 2015). Les protéines
cristallines (Cry) produites pendant les phases de croissance et de sporulation de la bactérie
Bacillus thuringiensis sont connues sous le nom d'endotoxines. Ces protéines sont activées par
les protéases de l'intestin moyen, et les toxines activées interagissent avec I'épithélium de
I'intestin moyen des larves, provoquant une perturbation de l'intégrité de la membrane
et entrainant finalement la mort de I'insecte (Gill et al., 1992). Ces toxines sont utilisées dans
le monde entier comme bioinsecticides (Rubio-Infante et Moreno-Fierros ,2015). Ces
protéines sont activées par les protéases de l'intestin moyen, et les toxines activées interagissent
avec I'épithélium de l'intestin moyen des larves, provoquant une perturbation de l'intégrité de la
membrane et entrainant finalement la mort de I'insecte (Gill et al., 1992).

Le cycle de vie de B.thuringiensis se caractérise par deux phases principales qui
comprennent la division cellulaire végétative et le développement des spores (Bulla et al.,
1980). Ces deux étapes impliquent des changements a la fois dans la morphologie et dans la
biochimie de la cellule. La bactérie de Bt fabrique un grand nombre de toxines et métabolites
de toutes sortes. Durant la phase vegétative, elle produit une toxine thermostable appelée Béta-
exotoxine. Cette toxine, grandement résistante a la chaleur. Il existe deux variétés de p-
exotoxines, soit la p-exotoxine de type 1 et la p-exotoxine de type 2 (Levinson et al., 1990).
Les genes servant a coder les exotoxines sont de nature plasmidique. Ces mémes plasmides
peuvent aussi coder pour les deltaendotoxines (Levinson et al., 1990).

Actuellement, des milliers de souches de Bt ont été découvertes qui contiennent des
toxines affectant de nombreux ordres d'insectes et de nématodes. Parmi les bioinsecticides Bt
les plus utilisés, on trouve la souche Bacillus thuringiensis var. kurstaki.

Btk est composée de cristaux protéiques (deltaendotoxine) (Hadjeb, 2017), il produit
six toxines Cry différentes (CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry2Aa, Cry2Ab, Cry2Ac), il est utilisé
principalement pour lutter contre certains Iépidoptéres ravageurs (chenille processionnaire du
pin, piéride du chou, sphinx de la tomate...). Btk est commercialisé sous plusieurs noms (Dipel,
Bacivers, Bactura, Biobit ...). 11 a une multiplicit¢ d’usages : viticulture, sylviculture,

maraichage, forét, horticulture, riz, mais... (Loudhaief, 2016).
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Figure 11: Cycle de vie de Bacillus thuringiensis (Loudhaief, 2016).

2.4 Essais biologiques et entretien des stocks :

2.4.1.1 Elevage de I’insecte :

Nous avons utilis¢, la souche sauvage d’ Annaba de D.melanogaster. Les mouches ont
été récupérées a partir des pommes mures. L’élevage est réalisé dans des flacons bouchés par
un tampon de mousse et contenant un milieu nutritif semi solide a base de semoule de mais ,
levure alimentaire , 1’agar-agar et un antifongique pour la conservation. Les mouches ont été
transférées sur un milieu frais toutes les 2 semaines.

Les stocks ont été conservés a une température bien déterminée 24+1°C et une humidité de 65
a 75% et selon un cycle lumiere/obscurité de 12:12 pour que les cycles biologiques restent

prévisibles.

Figure 12: Bouteilles d’élevage de D.melanogaster.
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2.4.2 Tests toxicologiques :

L'un des moyens les plus courants d'évaluer la réponse aux insecticides consiste a
mesurer la mortalité aprés une exposition a un produit (Deneck et al., 2015). Il existe de
nombreux types de tests de mortalité, qui varient en fonction de la méthode d'exposition, de la
durée et de la dose, ainsi que du stade de vie exposé.

Les tests de toxicités réalisées dans notre travail, consistent a exposer L2 de
D.melanogaster a différentes concentrations d’extraits utilisés dans le milieu nutritif, cette
toxicité est par ingestion et contact.

Les tests toxicologiques ont été réalisés avec trois répétitions comportant chacune 20 larves
pour chaque concentration ainsi que la série des témoins. Les larves traitées ont été exposées
aux différentes concentrations utilisées pendant 15 jours. La variable quantifie est le taux de
mortalité en fonction du temps, ce qui nous a permet de calculer les différents parameétres

toxicologiques (les concentrations létales et les temps létaux).

2.4.3 Tests comportementaux et traitement :

2.4.3.1 Préparation des larves :

Deux groupes de femelles adultes a été isolé pour pondre pendant 4 heures 1’un sur un
milieu nutritif témoin, I’autre sur un milieu nutritif traité par une concentration subléthale
De I’extrait testé. 24 heures plus tard, les larves écloses et commencent & se nourriture. Apres
72 heures d'alimentation, les larves ont été testées dans le paradigme olfactif ou alimentaire.
Avant les tests, les larves sont lavées a I’eau des restes de milieu nutritif, et isolé dans des boites
de gélose propre pendant 4 a 5 heures. Un individu affamé s'approche des signaux alimentaires
qu'un individu nourri éviterait (Katrin Vogt et al., 2021).

2.4.3.2 Préparation des adultes :

Deux groupes de femelles adultes a été isolé pour pondre pendant 4 heures 1’un sur un
milieu nutritif témoin, I’autre sur un milieu nutritif traité par une concentration subléthale de
I’extrait testé. Les adultes nouvellement émerges, sont collectés et séparés individuellement
dans des tubes contenant le milieu nutritif. L’isolement permet de s’assurer que les adultes

nouvellement émergés n’ont pas eu de contact entre eux.

2.4.3.3 Test de comportement sexuel :
Les expériences ont été réalisées par observation directe, une technique initialement
concgue par Elens et Wattiaux 1964 (Petit, 1976).Les tests de comportement sexuel consistent

a noter le début et la fin de chaque séquence de parade du méle envers la femelle pendant une
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période d’observation de 30 minutes. Le male est d’abord introduit dans la cellule de
comportement afin de s habituer a son nouvel environnement, puis la femelle dix minutes plus
tard. Le moment ou la femelle est introduite dans la cellule correspond au temps de début du
test (To).

Les mouches testsées sont vierges et agées de 3 a 5 jours afin qu’elles soient sexuellement
matures. Tous les tests sont réalisés dans une salle obscure, couvrant le maximum de bruit
externe, dont les conditions de température et d’humidité sont stables.

Une série de croisements a été réalisé selon tableau en dessous :

Croisement | Mtm.Ftm | Mtm.Ftr | Mtr.Ftm | Mtr.F tr

Nombre 20 20 20 20

2.4.3.4 Tests olfactifs :

Une version modifiée de la méthode d’Aceves-Pifia et Quinn (1979) a été utilisée, telle
que décrite par Cobb et al (1992). Les larves ont été placées au centre d'une boite de Pétri
recouverte de gélose a 2,5 %. Sur chaque c6té de la boite de Pétri, un cercle de 1 cm de papier
filtre a été placé sur la gélose. L'odorant (milieu témoin ou traité) a été chargé sur l'un des
papiers filtres, afin de créer la situation de choix souhaitée. Un indice de réponse simple (RI) a

été calculé.

Figure 13: Test olfactif des L3 de D.melanogaster.

2.4.3.5 Tests de comportement alimentaire :

Le comportement alimentaire des larves a été étudié par des tests de choix. Chaque larve
a été testée individuellement pour sa préférence alimentaire sur un test séparé, selon le tableau
en dessous. La larve a été placée au centre de la boite de Pétri, le couvercle a été fermé et la
position de la larve a été notée pendant 30 min.
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Zone Témoin-Témoin | Témoin-Traité | Traité-Traité
Nombre
Larve témoin 20 20 20
Larve traitée 20 20 20

2.4.4 Etude de la résistance :

Il existe de nombreux types de tests de mortalité qui peuvent différer dans leur capacité
a détecter et a quantifier les différences de niveau de résistance. Dans notre travail nous avons
effectué une évaluation rapide et précise de la résistance par le biais des tests de toxicité
standard. La toxicité des différents traitements utilisés a été évaluée chaque 3 génération sur L2
de D.melanogaster, pendant 24 générations afin d’obtenir des souches résistantes a ces extraits.

Une partie des individus vivants issus des différents traitements durant les differentes
générations, sont isolés et font 1’objet des tests de comportement comme déja décrit

précédemment dans la partie test de comportement sexuel.

2.5 Analyse statistique :

Les parametres toxicologiques ont été calculés par une analyses des probits pour
déterminer les concentrations létales (CL) et les temps létaux (TL) avec des intervalles de
confidences (Cl 95%) a 1’aide d’un spss v23.0 software (IBM Corp., 2015).

Les différents données des tests comportementaux ont été calculés et exprimé par la
moyenne + 1’écart-type, le minimum et le maximum et comparés en utilisant une analyse de
variance One-Way (ANOVA) et le test Chi2 de Pearson a I’aide d’un spss v23.0 software (IBM
Corp., 2015).

Les résultats de test de choix alimentaire sont comparés en utilisant la simulation de Monté-
Carlo, basé sur un test Chi2 au seuil alpha=0,05 (Vaillant et Derrij, 1992).

e Les principales formules calculées :

__ (Ntraité—Ncontrol)

Indice de réponse olfactive (IR) = ot x 100

Nombre draccouplements réussis
100

La fréquence d’accouplement=
! p Nombre draccouplements total

Durée de l'accouplement = (Temps de fin d'accouplement) - (Temps de début d'accouplement)

CL50
CL50 de la souche susceptible

Rapports de résistance (RR) =
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3. Résultats :

3.1 Leseffets directs et différés des extraits aqueux du Citrullus colocynthis sur
D.melanogater :

3.1.1 Les effets directs des extraits aqueux de Citrillus colosynthis sur la mortalité :
La mortalité est un effet toxique qui peut étre observé aprés l'exposition d'un organisme
a certains composeés, elle dépend évidemment de la concentration et du temps d'exposition.
L'exposition des larves de deuxieme stade de D. melanogaster aux différentes concentrations
des extraits aqueux du C.colocynthis a montré que le taux de mortalité augmente positivement
avec l'augmentation des différentes concentrations utilisée et du temps d'exposition. Au bout de
12 jours d'exposition, la mortalité atteint sa valeur maximale (30%, 93%) respectivement aux

différentes concentrations utilisées.
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Figure 14: Evolution de la mortalité en fonction des différentes concentrations et temps
d’exposition.

Le tableau ci-dessous présente les différents paramétres toxicologiques de I'extrait
aqueux de C.colocynthis en fonction des différentes concentrations utilisées. Le traitement avec
les extraits aqueux de C.colocynthis a permis d'éliminer 50% des individus de D.melanogaster
avec une concentration de 112g /I seulement aprés 3 jours d'exposition, par contre, il faut 67 g/l
et 12 jours pour eliminer le méme taux. Pour la concentration 150 g/, le temps nécessaire était
de 2 jours pour éliminer 50% des individus. Il existe une forte corrélation entre le taux de

mortalité et le temps d'exposition aux différentes concentrations utilisées.
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Tableau 1: Les parametres toxicologiques des extraits aqueux de C.colocynthis.
, T CL 25 CL50 CL90
Jours Régression linéaire (C195%) (C195%) (C195%)
Y=-2,16+0,71X - - -
1 R?=0,61 123,29 1000 54061
3 Y=-2,49+1,21X 32,31 112,27 1273,04
R2=0,99 (1,02-54,63) | (85,20-186,45) | (461,84-72937)
- Y=-3,57+1,85X 35,095 84,56 417,52
R2=0,97 (12,80-50,70) (68,24-102) (262-1203)
12 Y=-6,46+3,54X 42,438 67,68 170,9
R2=0,85 (15,703-58,88) | (47,21-84,16) | (126,95-363,42)
15 Y=-6,46+3,54X 42,438 67,68 170,9
R2=0,85 (15,703-58,88) | (47,21-84,16) | (126,95-363,42)
. . S TL 25 TL50 TL90
Concentrations | Régression linéaire (C195%) (C195%) (C195%)
50g/1 Y=-0,83+0,54X 1,853 36,09 10171
R2=0,87 (0,039-3,88) | (19,21-127,63) | (1276-819565)
100g/1 Y=-0,79+1,01X 1,21 6,04 2,31
R2=0,77 (0,41-2,01) (4,16-10,09) (1,62-3,03)
150g/1 Y=-0,63+1,75X 0,87 127,4 14,56
R?=0,86 (0,478-1,28) | (45,10-1436) (9,72-28,72)

*Cl n’pas pu étre calculé.

3.1.2 Les effets sublétaux des extraits aqueux de Citrillus colosynthis sur le
comportement sexuel :

3.1.2.1 Effets du traitement sur le déroulement de la parade :

Les adultes issus du traitement présentent de grandes perturbations de leurs parades

sexuelles par rapport a leurs homologues témoins et cela quel que soit le type de croisement

effectué. Les deux premieres séquences sont réussies par tous les couples testés, la perturbation

apparait lors de la vibration ou nous avons enregistré certains males qui sont incapables de

vibrer leurs ailes et ils sont aussi incapables dassurer un léchage ou une tentative

d’accouplement.

Tableau 2: Les taux de réussite des sequences de la parade.

Croisement | Orientation | contact | vibration | Iéchage | tentative
Mtm.Ftm 100% 100% 100% 100% 100%
Mtm.Ftr 100% 100% 85% 65% 60%
Mtr.Ftm 100% 100% 85% 75% 55%
Mtr.Ftr 100% 100% 80% 70% 60%
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La fréquence d’accouplement chez les couples traités varie et diminue en fonction des
croisements effectués par rapport aux couples témoins qui montrent une fréguence
significativement supérieure (95%). Les fréquences d’accouplement chez les croisements ou
I’'un des deux partenaires est traité ont enregistré une fréquence (45% et 35%), alors que les
croisements ou les deux partenaires sont traités présentent des fréquences tres inférieures
(25%).
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Figure 15: La fréquence d’accouplement selon les différents croisements effectués.

3.1.2.2 Effets du traitement sur la latence de la parade.

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessous révelent que les latences de la parade
varient en fonction des croisements effectués. Chez les couples témoins, il faut une moyenne
de (6,90+2,10s) pour initier la parade sexuelle, alors que dans les autres types de croisements,
il faut une moyenne de (10,65+2,18s) ou plus pour initier la parade sexuelle. Pour enregistrer
la premiére vibration, le léchage ou la premiére tentative d'accouplement, il faut plus de temps
chez les couples traités que chez les couples témoins. Les couples traités ont pratiqguement le
double de temps pour réussir un accouplement par rapport aux couples témoins. L'analyse
statistique montre qu'il existe des différences significatives entre les temps de latence des
couples témoins et les couples traités.
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Tableau 3: Les latences de différentes séquences de la parade.

Séquences Mtm.Ftm Mtm.Ftr Mtr.Ftm Mtr.Ftr F P
Orientation 6,90+2,10 10,65+2,18 | 12,55+2,96 | 13,55+3,18 | 1,74 | 0,16
Contact 9+2,15 12,95+2,87 | 15,20+£3,03 | 17,55+3,45 | 1,05 | 0,37
Vibration 60,4+29,13 |157,58+93,78 | 161,52+76,38 | 210,75+84,31 | 5,4828 | 0,002
Leéchage 74x29,77 |141,15+74,87|173,93+63,48 | 242+87,93 |3,8873|0,013
Tentative 86,3+35,60 |167,75+82,50 | 202,90+92,87 | 287,25+61,25 | 4,8335 | 0,004
Accouplement | 109,63+44,66 | 185,77+48,00 | 210,42+44,91 | 337,4+106,70 | 2,576 | 0,06

3.1.2.3 Effets du traitement sur la durée de I’accouplement :

La durée d’accouplement est le délai entre le début de la copulation et le désengagement
des deux partenaires. Les couples traités enregistrent une diminution significative surtout dans
le croisement ou les deux partenaires sont traités (416,20+175,98s) par rapport aux couples
témoins qui présentent la durée d’accouplement la plus longue (1086,52+152,63s).
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Figure 16: La durée d'accouplement selon les différents croisements effectués.

3.1.2.4 Effets du traitement sur le nombre de répétition des séquences de la parade:

Le nombre de répétition des séquences varie selon les différents croisements appliqués
d’une séquence a une autre. Les couples traités enregistrent un nombre élevé par rapport aux
témoins. Le croisement (Mtm.Ftr) enregistre le nombre de répétions le plus élevés de tous les
croisements effectués.

Tableau 4: Les nombres de répétition des séquences de la parade.

Séquence

Mtm.Ftm

Mtm.Ftr

Mtr.Ftm

Mtr.Ftr | F

P

Orientation

6+1,58

11,8+2,11

6,85+2,10

7,65%1,79|0,67

0,57

Contact

4+1,07

9,2+2 37

4,95+1,39

6,9+1,20 | 7,18

0,0003

Vibration

3,7+1,17

8,35+2,05

5,23+1,34

4,12+1,02 | 3,59

0,01

Léchage

3,15+1,03

7,69+2,46

4,93+1,83

4,35+1,15 | 2,67

0,05

Tentative

3,25+2,02

643,61

4,18+1,47

4+1,27 3,32

0,02
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3.1.3 Les effets sublétaux de I’extrait aqueux de Citrillus colosynthis sur olfaction et
le comportement alimentaire :

3.1.3.1 Reponse olfactive des larves testées :
Les larves témoins testées dans le comportement olfactif présentent une forte répulsion
aux odeurs du milieu traité (-40), cette répulsion persiste jusqu’a 30 min bien que la diminution

de IR a (-5).

(A) Control Larvae
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Figure 17: Indice de réponse olfactive des larves témoins.

Les larves traitées montrent une répulsion au début du test RI (-30), cet indice tant a
augmenter en fonction du temps pour que les larves changent de comportement a une attractivité

vis-a-vis milieu traité IR (45), au bout de 15 min du test la répulsion s’inverse a une attraction.

(B) Treated Larvae
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Figure 18: Indice de réponse olfactive des larves traitées.
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3.1.3.2 Effet du traitement sur P’attractivité des larves aux différents milieux testés :

Le tableau en dessous présente les resultats du comportement alimentaires des larves
attirées et non attirées aux zones de choix alimentaire. La majorité des larves témoins font un
choix d’attraction pour les zones témoins, 90% des larves témoins sont attirées pour les zones
témoins au bout de 30min. Pour les tests des milieux (traités-traités), un faible taux des larves
témoins 15% qui s’attirent aux zones traités au premiers Smin mais ce taux change a 15min et
augment jusqu’a 60 % ensuite il diminue jusqu’a 30% au bout de 30 min. Face a un choix entres
les zones témoins et traités, 50 %des larves témoins font un choix d’attraction pour les milieux
témoins et 10% des larves qui choisissent les milieux traités, les larves témoins ont une
préférence pour les milieux témoins.

Un faible nombre des larves traitées entre 5% et 35% qui présentent une attraction pour
les différents milieux testés aux premiers 5min des tests. Avec le temps le nombre des larves
traitées attirées augmente a 50% pour les milieux traités. Face a un choix entres les milieux
témoins et traites, seulement 15% des larves traitées choisissent les milieux témoin au bout de
30 min. Pour les tests des milieux (témoins-témoins) 70 % des larves traitées ne font aucun
choix d’attraction. Le taux des larves traitées attirées aux différents milieux testés a diminué
par rapport a leurs homologues témoins.

Tableau 5: Les taux d’attractivité des larves aux différents milieux testés.

Larves témoins Larves traitées
Témoin- | Traitée-| T€MOIN-Traite | Te¢moin-| Traitée- | Temoin-Traite
Temps Test Témoin | Traitee | Témoin | Traité | TéMoin | Traitee |Témoin!| Traité
5min A 65% 15% | 50% | 10% 5% 25% | 35% | 25%
NA | 35% 85% 40% 40 % 75 % 40 %
P 0,968 |<0,930 0,930 <0,930 | <0,930 0,930
15min A 85% 60% 45% | 15% | 40% 65% | 25% | 15%
NA | 25% 40% 40 % 60 % 35 % 60 %
P 1 0,930 0,930 <0,930 | <0,930 <0,930
30min A 90 % 30% 35% | 30% | 30% 50 % 15% | 55%
NA | 10% 70% 35 % 70 % 50 % 30 %
P 1 <0,930 1 <0,930 | <0,930 <0,930

A attiré ; NA non attiré ; P <0,930 est non significatif
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3.1.3.3 Effet du traitement sur le temps de détections des larves les milieux testés :

Les larves témoins mettent moins de temps a détecter les milieux témoins

(105,050+74,323s) que pour détecter les milieux traités (467,56 +391,68s)
Face a un choix entre un milieu traité et un milieu témoin, les larves détectent les milieux
témoins plus rapidement (123,77 £97,64s) que les milieux traités (580,50 £338,70s). L’analyse
statistique montrent qu’il y a une différence significatif entre les temps de détections mesurés
et les differents milieux testées (F= 8,013 ; P=0,0001).

Les larves traitées mettent (314,31+£169,22s) pour détecter les milieux témoins et
(409,00+253,78s) pour détecter les milieux traités. Face a un choix entre un milieu traité et un
milieu témoin, les larves traitées détectent les milieux traités plus rapidement (572,30+530,97s)
que les milieux traités (606,89+498,84s). L analyse statistique montrent qu’il y a une différence
significatif entre les temps de détections mesurés et les différents milieux testées (F= 2,798 ;
P=0,002). Les larves traitées mettent plus de temps par rapport a leurs homologues témoins
pour détecter les différents milieux testés.

Tableau 6: Les temps de detection des larves les différents milieux testés.

Larves Zone de choix Moy £SEM | max |min| F P
Témoin-Témoin 105,05 +74,32 | 318 | 14
Traitée-Traitée 467,56 £391,68 | 1656 | 77
témoins 8,013|0,0001
Témoin| 123,77 +97,64 | 391 | 31
Traité |580,50 +£338,70| 820 | 341
Témoin-Témoin 314,31 +169,22 | 582 | 64
Traitée-Traitée 409,00 £253,78 | 783 | 61
traitées 2,798 | 0,002
Témoin | 606,89 +498,84 | 1782 | 175

Traité | 572,30+530,97 | 1550 | 113

Témoin-Traité

Témoin-Traité
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3.2 Leseffets directs et différés des extraits éthanoliques du Citrullus colocynthis sur
D.melanogaster :

3.2.1 Les effets directs des extraits éthanoliques du Citrullus colocynthis sur la
mortalité :

L'exposition des larves de deuxiéme stade de D.melanogaster aux différentes
concentrations des extraits ethanoliques du C.colocynthis a montré que la mortalité augmente
positivement avec l'augmentation des différentes concentrations utilisée et du temps
d'exposition. Le taux de mortalité étant de 55% au 3eme jour pour la concentration la plus faible
1g/l, 63% pour la concentration 3g/l et 88% pour la concentration la plus élevée 5g/l. Au bout
7éme jour d'exposition, la mortalité atteint sa valeur maximale (65%, 77%, 100%)

respectivement aux différentes concentrations utilisées.
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Figure 19: Evolution de la mortalite en fonction des différentes concentrations et temps
d’exposition.

Le tableau en dessous présente les différents paramétres toxicologiques de I'extrait
éthanolique de C.colocynthis en fonction des différentes concentrations utilisées. Le traitement
effectué a permis déliminer 50% des individus de D.melanogaster avec une concentration
presque de 0,929 /I seulement aprés 3 jours d'exposition et pour éliminer 90% des individus, il
faut 59/l et 3 jours d’exposition. Le taux de mortalité est significativement variable avec les

différentes concentrations utilisées et le temps d’exposition.
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Tableau 7: Les parametres toxicologiques des extraits éthanoliques de C.colocynthis.

. TR CL 25 CL50 CL90
Jours Régression linéaire (C195%) (C195%) (C195%)
1 Y=-0,72+0,74X 1,23 10,50* 613,31
R?=0,726 (0-2,29) (42,84- 433,103)
3 Y=-0,72+0,74X 0,26 0,92 10,08
R?=0,726 (0,019-0,59) | (0,28-1,44) (5,49-65,19)
7 Y=-0,4+0,7X 0,28 0,69 3,64
R2=0,499 (0,003-0,68) | (0,05-1,21) (2,2-20,47)
12 Y=-0,4+0,7X 0,28 0,69 3,64
R?=0,499 (0,003-0,68) | (0,05-1,21) | (2,266-20,47)
15 Y=-0,4+0,7X 0,28 0,69 3,64
R2=0,499 (0,003-0,68) | (0,05-1,21) (2,26-20,47)
i . T TL 25 TL50 TL90
Concentration | Régression linéaire (C195%) (C195%) (C195%)
1g/1 Y=-0,59+1,07X 0,79 3,56 61,18
R2=0,779 (0,25-1,39) | (2,33-5,19) | (26,69-384,15)
39/l Y=-0,33+1,12X 0,49 1,97 26,80
R2=0,896 (0,14-0,92) | (1,13-2,81) | (14,58-91,34)
5g/1 Y=-0,21+3,08X 0,73 1,18 2,96
R2=0,890 (0,50-0,92) | (0,93-1,42) (2,40-4,08)

*Cl n'a pas pu étre calculé

3.2.2 Les effets sublétaux des extraits éthanoliques de Citrillus colosynthis sur le
comportement sexuel :

3.2.2.1 Effet du traitement sur le déroulement de la parade :

Les adultes traités présentent une grande perturbation de leur parade sexuelle par rapport
a leurs homologues témoins. Les deux premieres séquences (orientation, contact) sont réalisees
par tous les couples testés. Les deux premieres séquences sont réussies par tous les couples
testés, la perturbation apparait lors de la vibration ou nous avons enregistré certains males qui
sont incapables de vibrer leurs ailes et ils sont aussi incapables d'assurer un léchage, une
tentative d’accouplement.

Tableau 8: Les taux de réussites des séquences de la parade.

Croisement | Orientation | contact | vibration | Iéchage | tentative
Mtm.Ftm 100% 100% 100% 100% 100%
Mtm.Ftr 100% 100% 80% 55% 30%
Mtr.Ftm 100% 100% 75% 60% 55%
Mtr.Ftr 100% 100% 60% 55% 35%

La fréquence d’accouplement chez les couples traités varie et diminue en fonction des
croisements effectués par rapport aux couples témoins qui montrent une fréquence

significativement supérieure (95%). Les croisements (Mtm.Ftr), (Mtr.Ftr) présentent des
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fréquences d’accouplement similaire (20%) alors que les croisements (Mtr.Ftm) présentent la
fréquence la plus inférieure (15%).
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Figure 20: La fréquence d’accouplement selon les différents croisements effectués.

3.2.2.2 Effet du traitement sur la latence de la parade :

Le tableau en dessous résume les latences des différentes séquences de la parade
sexuelle des males en fonction des différents croisements effectués. Dans les couples témoins,
il faut en moyenne (6,90£2,10s) pour commencer leur parade sexuelle, alors que dans les autres
types de croisements, il faut en moyenne (12,80+5,00s) ou plus pour commencer leur parade.
Pour enregistrer la premiére vibration, le 1échage ou la premiere tentative d'accouplement, il a
fallu plus de temps chez les couples traités que chez les couples témoins. Les couples traités
ont beaucoup plus de temps pour réussir un accouplement par rapport aux couples témoins.
L'analyse de la variance a montré que les résultats sont hautement significatifs.

Tableau 9: Les latences de différentes de la parade.

Séquences Mtm.Ftm Mtm.Ftr Mtr.Ftm Mtr.Ftr F P
Orientation 6,90£2,10 11,50+6,04 12,8045,00 15,80+8,38 6,679 | 0,0004
Contact 942,15 16,2+5,24 19,846,33 21,8+11,35 |16,296 | < 0,0001

Vibration 60,4+29,13 |217,93+150,51| 110,46+62,35 | 155,69+93,36 | 5,377 | 0,0024

Léchage 74+29,77 | 352,72+221,85|188,66+111,82| 477,55 +184,55 | 8,530 | 0,0001

Tentative 86,3+35,60 | 310,0+157,81 |439,54+300,04 | 922,00 +463,85 | 10,831 | < 0,0001

Accouplement | 109,63+44,66 | 801,50+698,83 | 567+295,13 |1020,00+477,60|31,427 | <0,0001

3.2.2.3 Effet du traitement sur la durée d’accouplement :

La durée d'accouplement est le temps entre le début de la copulation et le désengagement
des deux partenaires, chez les couples témoins elle est de (1086,52 + 152,63s). Les couples
traités ont la durée d'accouplement la plus longue, contrairement aux couples témoins. La durée

la plus longue est enregistrée chez les couples (Male témoin. Femelle traitée) (1923,50+746,68).
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Figure 21: La durée d'accouplement selon les différents croisements effectues.

3.2.2.4 Effet du traitement sur le nombre de répétition des séquences de la parade :

Le nombre de répétitions varie entre les différents croisements appliqués d'une séquence
a l'autre de la parade nuptiale. Les couples traités ont un nombre élevé de répétitions par rapport
aux témoins. Le croisement (Mtm.Ftr) enregistre le plus grand nombre de répétitions dans tous
les croisements réalises a partir de la séquence de vibration. Il existe une différence significative
entre le nombre de répétitions et les différents croisements appliqués.

Tableau 10: Le nombre de répétitions des séquences de la parade.

Séquences | Mtm.Ftm | Mtm.Ftr Mtr.Ftm Mtr.Ftr F P
Orientation| 6£1,58 | 12,85+5,90 |22,20+17,21|17,90+10,95| 7,043 | 0,0003
Contact 441,07 | 6,30+3,52 | 12,15+7,55 | 10,65+5,33 | 7,622 | 0,0001
Vibration | 3,7£1,17 |18,58+11,88| 7,06+£3,32 | 13,00+9,15 | 7,306 | 0,0002
Léchage |3,15+1,03 |15,63+15,71| 3,83+2,21 | 11,00+6,96 | 10,433 |< 0,0001
Tentative |3,25+2,02| 7,83+4,35 | 3,81+2,31 | 5,71+£3,49 | 2,404 | 0,0817

3.2.3 Les effets du traitement sur I’olfaction et le comportement alimentaire :

3.2.3.1 Reéponse olfactive des larves testees :
Les larves témoins testés dans le comportement olfactif présentent une répulsion aux
odeurs du milieu traité (-35) au bout de 5 min, en suite elle augmente a (-40) au bout de 10

min, cette répulsion persiste jusqu’a 30 min bien que la diminution de IR a (-20).
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Figure 22: Indice de réponse olfactive des larves témoins.
Les larves traités soumissent au test de comportement olfactif montrent une répulsion
au début du test IR (-20), cette indice tant a augmenter en fonction du temps pour que les larves
changent de comportement & une attractivité vis-a-vis milieu traité IR (15), au bout de 15 min

du test la répulsion s’inverse a une attraction.
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Figure 23: Indice de réponse olfactive des larves traitées.

3.2.3.2 Effet du traitement sur Pattractivité des larves aux différents milieux testés :

Le tableau en dessous présente le taux des larves attirés aux milieux de nourriture. Un
grand taux des larves témoins qui fait un choix d’attraction pour les zones témoins qui peut aller
jusqu’a 90% au bout de 30min. un taux de 10% des larves témoins qui s’attirent aux zones
traités au premiers 5min dans les tests des milieux (témoins-traitée) et un taux de 50% dans les
tests des milieux (traités-traités). Le nombre des larves attirées aux milieux traités au bout de
30 min est 25%.

Un faible nombre des larves traitées entre 5% et 45% qui présentent une attractivité pour
les différents milieux testés aux premiers 5min du test. Avec le temps le nombre des larves

traitées attirées augmente jusqu’a 50% pour les milieux (traite-traité).
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Tableau 11: Les taux d’attractivité des larves aux différents milieux testés.

Résultats

Larves témoins

Larves traitées

Témoin- | Traité- | Témoin-Traité | Témoin-| Traité- | Témoin-Traité
Temps Test Témoin | Traité | Témoin | Traité | Témoin | Traité |Témoin| Traité
5min A 65% 50 % 45% 10% 45 % 35 % 25 % 5%
NA | 35% 50% 45% 55 % 75 % 70 %
P 0,968 |<0,930 0,930 <0,930 | <0,930 0,930
15min 85% 30% 50% 20% 65 % 55 % 25 % 25 %
NA | 25% 70% 30 % 70 % 45 % 50 %
P 1 0,930 0,930 <0,930 | <0,930 < 0,930
30min 90 % 25% 45% 25% 40 % 50 % 15% 30 %
NA | 10% 5% 30 % 70 % 60 % 70 %
P 1 < 0,930 0,930 <0,930 | <0,930 < 0,930

A attiré ; NA n’est pas attiré ; P < 0,930 est non significatif.

3.2.3.3 Effet du traitement sur le temps de détection des larves les différents milieux

testés :

Les larves témoins mettent moins de temps a détecter les milieux témoins
(105,050£74,323s) que pour détecter les milieux traités (384,31+£239,22s). Face & un choix

entre un milieu traité et un milieu témoin, les larves détectent les milieux témoins plus
rapidement (246,11+138,08s) que les milieux traités (334,00+258,69s). L’analyse statistique

montrent qu’il y a une différence significatif entre les temps de détections mesurés et les
différents milieux testés (F= 7,299 ; P=0,0003).

Les larves traitées mettent plus de temps que les larves témoins pour détecter les

différents milieux testés. Les larves détectent les milieux témoins a partir (318,58+152,08) et

les milieux traités a partir de (407,42+£309,66). L’analyse statistique montrent qu’il y a une

différence significatif entre les temps de détections mesurés et les différents milieux testés (F=
2,243 ; P=0,094).
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Tableau 12: Les temps de détection des larves les différents milieux testés.

Larves Zone de choix Moy £tSEM | max [min| F P
Témoin-Témoin 105,05 +74,32 | 321 | 14
. — N
témoins Traitée Tralte,e . 384,31+239,22 | 897 | 132 7299 0,0003
Témoin-Traité Témoin | 246,11+138,08 | 452 | 30
Traité | 334,00+258,69 | 878 | 95
Témoin-Témoin 318,58+152,08 | 725 | 142
e — "
traitées Traitee Traltefe _ 407,42+309,66 | 1119 72 2243| 0,094
Témoin-Traité Témoin | 415,25+287,94 | 937 | 66
Traité |448,83+296,03 1007 | 140

3.3 Les effets directs et différés du Bacillus thuringiensis var krustaki sur Drosophila

melanogaster :

3.3.1 Les effets directs de Bacillus thuringiensis var krustaki sur la mortalité :

Les résultats de la mortalité enregistrée pour les larves de deuxiéme stade ont montré

que la mortalité se change positivement avec I'augmentation des concentrations utilisées et du

temps d'exposition. La mortalité atteint sa valeur maximale (57%, 72%, 93%) au bout du 7éme

jour d'exposition pour les concentrations (25mg/l, 50mg/l, 100mg/l) respectivement.
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Figure 24: Evolution de mortalité en fonction des différentes concentrations de Btk et temps

d’exposition.

Le tableau ci-dessous présente les différents paramétres toxicologiques de Btk en

fonction des différentes concentrations utilisées. Le traitement a permis d'éliminer 50% des

individus avec une concentration de 36 mg/l seulement apres 3 jours d'exposition. La mortalité

atteint sa valeur maximale au bout de 7jour. Il existe une forte corrélation entre le taux de
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mortalité et le temps d'exposition des individus aux différentes concentrations du traitement

utilisé.
Tableau 13: Les paramétres toxicologiques de Btk sur D.melanogaster.
. TR CL 25 CL50 CL90
Jours Régression linéaire (C195%) (C195%) (C195%)
Y=-2,01+0,64X * * *
1 R?=0,727 119,290 1384,96 146102,44
3 Y=-2,62+1,68X 14,01 36,18 219,42
R2=0,826 (4,20- 22,15) | (23,36-47,28) | (127,49-951,05)
7 Y=-3,06+2,25X 10,60 22,365 92,391
R?=0,893 (3,47- 16,88) | (12,48-29,61) | (68,07-179,11)
12 Y=-3,06+2,25X 10,60 22,36 92,39
R2=0,893 (3,477-16,88) | (12,481-29,61) | (68,072-179,11)
15 Y=-3,06+2,25X 10,60 22,365 92,391
R?2=0,893 (3,477-16,88) | (12,481-29,61) | (68,072-179,11)
. . T TL 25 TL50 TL90
Concentration | Régression linéaire (C195%) (C195%) (C195%)
25mg/l Y=-1,05+1,55X 1,70 4,79 34,46
R2=0,899 (0,98-2,34) (3,53-7,65) (16,60-176,40)
50mg/| Y=-0,87+1,76X 1,28 3,10 16,77
R?=0,960 (0,76-1,74) (2,38-4,12) (10,21-43,10)
100mg/l Y=-0,64+2,7X 0,98 1,72 4,96
R2=0,965 (0,70-1,24) (1,38-2,07) (3,92-7,01)

*ClI n’a pas pu étre calculé.

3.3.2 Les effets sublétaux de Bacillus thuringiensis var krustaki le comportement

sexuel :

3.3.2.1 Effet du traitement sur le déroulement de la parade :

Les résultats montrent que tous les couples testés ont tous passé les deux premiéres

séquences de la parade (orientation et contact), par contre les couples traités ont été incapables

de réaliser les séquences suivantes (vibration, Iéchage, tentative d'accouplement) par rapport

aux témoins. Les résultats montrent que le traitement entraine une perturbation significative de

déroulement de la parade sexuelle.

Tableau 14: Les taux de réussite des séquences de la parade.

Croisement | Orientation | contact | vibration | Iéchage | tentative
Mtm.Ftm 100% 100% 100% 100% 100%
Mtm.Ftr 100% 100% 80% 70% 65%
Mtr.Ftm 100% 100% 90% 85% 70%
Mtr.Ftr 100% 100% 80% 65% 60%
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La fréquence d’accouplement chez les couples traités varie et diminue en fonction des

croisements effectués par rapport aux couples témoins qui montrent une fréguence

significativement supérieure (95%). Les fréquences d’accouplement chez les croisements ou

I’'un des deux partenaires est traité ont enregistré une fréquence (45% et 55%), alors que les

croisements ou les deux partenaires sont traités présentent des fréquences inférieures (35%).
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Figure 25: La fréquence d’accouplement selon les différents croisements effectués.

3.3.2.2 Effet du traitement sur la latence de la parade sexuelle :

Le tableau ci-dessous présente les résultats de latence de la parade selon les différents

croisements effectués. Les couples témoins mettent environ (6,90£2,10s) pour débuter leur

parade, tandis que dans les autres types de croisements, cela prend environ (16,90+6,28s) ou

plus. Les couples traités prennent plus de temps pour enregistrer la premiére vibration, le

Iéchage ou la premiére tentative d'accouplement par rapport aux couples témoins.

L'analyse de la variance a montré que les résultats sont hautement significatifs. Les couples

traités ont eu presque 10 fois plus de temps pour réussir un accouplement par rapport aux

couples témoins.

Tableau 15: Les latences des différentes séquences de la parade.

Séquences Mtm.Ftm Mtm.Ftr Mtr.Ftm Mtr.Ftr F P
Orientation 6,90+2,10 16,90+6,28 20,90+11,22 19,30+7,96 | 13,386 | <0,0001
Contact 9+2,15 24,00+6,56 26,10+11,39 25,15+8,80 |10,422 | <0,0001
Vibration 60,4+29,13 |297,25+228,07 | 175,33+104,10 | 437,62+353,67 | 15,972 | < 0,0001
Léchage 7412977 |366,21+245,04 | 256,82+190,88 | 559,30+441,28 | 12,624 | < 0,0001
Tentative 86,3+£35,60 |434,23+294,11|282,78+130,01 | 585,66+469,90 | 12,177 | < 0,0001
Accouplement | 109,63+44,66 | 513,44+243,32 | 431,72+171,37 | 923,71+551,217 | 20,557 | < 0,0001
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3.3.2.3 Effet du traitement sur la durée d'accouplement :

Les couples traités ont la durée d'accouplement la plus longue (1648,14+210,49s), qui
montrent une augmentation significative surtout dans le croisement ou les deux partenaires sont

traités (1648,14+210,49s) contrairement aux couples témoins, (1086,52 + 152,63s).
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Figure 26: La durée d'accouplement selon les différents croisements effectués.

3.3.2.4 Effet du traitement sur le nombre de répétition des séquences de la parade:

Le nombre de répétitions varie entre les différents croisements appliqués d'une séquence
a une autre. Les couples traités ont un nombre plus élevé de répétitions que les couples témoins.
Le croisement (Mtm.Ftr) a le plus grand nombre de répétitions parmi tous les croisements
réalisés depuis la premiére séquence d'orientation. Il y a une différence significative entre le
nombre de répétitions et les croisements utilisés.

Tableau 16 : Les nombres de répétition des séquences de la parade.

Séquences | Mtm.Ftm| Mtm.Ftr | Mtr.Ftm | Mtr.Ftr F P
Orientation| 6+1,58 |17,45+5,07|10,85+3,06|12,45+3,98| 5911 | 0,001
Contact 4+1,07 | 9,70+2,31 | 8,85+2,05 |13,25+4,26 | 10,483 | < 0,0001
Vibration | 3,7£1,17 | 7,50£2,03 | 7,44+2,30 | 4,12+1,54 | 4,405 | 0,007
Léchage |3,15+1,03 | 4,50+1,22 | 6,47+2,03 | 4,69+2,05 | 5,702 | 0,002
Tentative |3,25+2,02 | 5,69+3,56 | 4,35+2,17 | 3,50+2,27 | 1,194 | 0,321

3.3.3 Les effets sublétaux de Bacillus thuringiensis var krustaki sur I’olfaction et le
comportement alimentaire :

3.3.3.1 Réponse olfactive des larves testées :

Les larves témoins testés dans le comportement olfactif présentent une répulsion aux
odeurs traitées (-15, -25), cette répulsion persiste jusqu’a 30 min.
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Figure 27: Indice de réponse olfactive des larves témoins.
Les larves traitées montrent une répulsion au début du test IR (-10), cet indice tant a
augmenter en fonction du temps pour que les larves changent de comportement a une attractivité
vis-a-vis milieu traité IR (15) au bout de 10 min du test la répulsion s’inverse a une attraction

qui se change a une répulsion.
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Figure 28: Indice de réponse olfactive des larves traitées.

3.3.3.2 Effet du traitement sur Pattractivité des larves aux différents milieux testes :

Le tableau en dessous présente le taux des larves attirés aux zones de nourriture. Un
grand taux des larves témoins qui fait un choix d’attraction pour les zones témoins qui peut aller
jusqu’a 90% au bout de 30min. Un faible taux des larves témoins 20% qui s’attirent aux zones
traités au premiers 5min mais ce taux change avec le temps et augment jusqu’a 75% dans les
milieux (traités-traités).

Un faible nombre des larves traitées entre 15% et 25% qui présentent une attractivité
pour les différents milieux testés aux premiers 5min du test. Avec le temps le nombre des larves

traitées attirées augmente jusqu’a 60% pour les milieux (témoin-témoin).
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Tableau 17: Les taux d’attractivité des larves aux différents milieux testés.

Larves témoins Larves traitées
Temps | Test Témoin- | Traitée- Tém(-)in-Trai-té Témoin- | Traitée- Tém-oin-Trai-té
Teémoin | Traitée | Témoin | Traité | TéMoin | Traitée | Témoin!| Traité
5min | A 65% 20% | 45% | 20% | 15% 25 % 25% | 15%
NA | 35% 80% 35% 85 % 75 % 65 %
P 0,968 |<0,930 <0,930 <0,930 | <0,930 < 0,930
15min 85% 30% 40% | 25% | 40% 55 % 20% | 25%
NA | 25% 70% 35 % 60 % 45 % 55 %
P 1 < 0,930 < 0,930 <0,930 | <0,930 < 0,930
30min 90 % 75% 50% | 30% | 60 % 55 % 25% | 20%
NA | 10% 15% 20 % 40 % 45 % 55 %
P 1 1 1 0,930 | <0,930 <0,930

A attiré ; NA n’est pas attiré ; P < 0,930 est non significatif

3.3.3.3 Effet du traitement sur le temps de détection des larves les différents milieux

testés :

Les larves témoins mettent moins de temps a détecter les milieux témoins
(105,05+74,32s) que pour détecter les milieux traités (495,78+405,20s)
Face a un choix entre un milieu traité et un milieu témoin, les larves détectent les milieux
témoins (296,38+269,69) et les milieux traités (277,57+368,08s). L’analyse statistique

montrent qu’il y a une différence significatif entre les temps de détections mesurés et les
différents milieux testés (F= 3,906 ; P=0,015).

Les larves traités mettent beaucoup de temps pour détecter les milieux témoins
(569,46+473,265) et (502,07+£330,33s) pour les milieux traités. Face a un choix entre un milieu

traité et un milieu témoin, les larves détectent les milieux traités plus rapidement
(224,20£204,31) que les milieux témoins (440,75+495,215s).
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Tableau 18: Les temps de détection des larves les différents milieux testés.

Zone de choix Moy +SD max \min| F P

Témoin-Témoin 105,05+74,32 | 318 | 14

Traitée-Traitée 495,78 +405,20| 1440 109
Larves témoins 3,906 | 0,015
Témoin | 296,38 +269,69 | 1058 | 15

Témoin-Traité

Traité | 277,57 +368,08 | 1080 | 31

Témoin-Témoin 569,46+473,26 | 1485| 144

Traitée-Traitée 502,07+330,33 | 1127 | 175
Larves traitées 1,627 10,200
Témoin | 440,75+495,21 | 1411 | 104

Témoin-Traité

Traité | 224,20+204,31 | 543 | 35

3.4 Evaluation de la résistance de Drosophila melanogaster aux extraits aqueux de
Citrullus colosynthis :

3.4.1 Effet de la résistance aux extraits aqueux de Citrullus colosynthis sur la
mortalité :

Les résultats montrent que la résistance augmente au fil du temps quel que soit la
concentration utilisée. La mortalité a diminué progressivement d'une génération a l'autre jusqu'a
devenir nulle a partir de la 15éme génération pour une concentration de 50¢/l et a partir de la
18eme génération pour les concentrations de 75¢/I et 100g/1.
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Figure 29: Evolution de la mortalité en fonction des différentes concentrations des extraits
aqueux au fil des générations.
Le tableau ci-dessous résume les résultats de 1’étude de la résistance aux différentes
concentrations testées sur la mortalité. La résistance des individus augmente avec les
génerations. Cela est confirmé par l'augmentation Les valeurs de CLso et CLgo augmentent au

fil des générations, le RR est plus élevé chez les générations plus récentes, ce qui signifie
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qu'il faut des concentrations plus élevées pour éliminer les individus des générations les

plus récentes.

Tableau 19: Les effets de la résistance sur la toxicité des extraits aqueux de C.colocynthis.

Génération | Slope (Ccil9_55<;)) (Ccilg‘g&)) X? | RR
3 (?1:2;) (61,111%3,12(?,53) (196,82-7396?89.1013) 6,50 | 3,28
6 (63;,6318% (1311,321253)2,68) 298,202* 141375
9 (15":;3272) 216,51* 373,84* 11 |5,10
12 (25(?'303% 344,68* 916,84* 6,80 | 8,12
15 (26%'863% 360,60* 1411,35* 8,00 | 8,49
18 i i i |-
21 i i ] ]
24 i i i S

*CI n’a pas pu étre calculé

3.4.2 Evaluation des effets de la résistance aux extraits aqueux de Citrullus
colosynthis sur le comportement sexuelle :

3.4.2.1 Effet de la résistance sur la fréguence d’accouplement :

Les résultats présentés ci-dessous montrent I'évolution de la résistance comportementale

de D.melanogaster traités par différentes concentrations (50g/l, 75g/l, et 100g/l) au fil des

générations. Au début (F1), la fréquence daccouplement est faible pour toutes les

concentrations testées entre 10% et 15%. Cependant, au fil des générations, la fréquence

d'accouplement augmente pour toutes les concentrations testées, atteignant des valeurs de 95%

pour la génération 24. 1l est important de noter que la fréquence d'accouplement augmente plus

rapidement pour les concentrations les plus faibles (50g/l) par rapport aux concentrations plus

élevées (100g/1).
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Tableau 20: Les fréquences d’accouplement au fil des générations.

Génération |  50g/I 759/l 100g/1
1 15% 10% 10%
3 25% 15% 15%
6 80% 60% 60%
9 70% 70% 70%
12 85% 80% 80%
15 95% 80% 80%
18 95% 95% 95%
21 95% 95% 95%
24 95% 95% 95%

Tableau 21: Les latences d'accouplement au fil des générations.

3.4.2.2 Effet de la résistance sur la latence d’accouplement :

couples. Ainsi que la latence varie est diminué chez les générations avances.

Génération 509/ 75¢/1 100g/1
1 748+468,82 | 349,5+101,12 | 353,5+219,91
3 324,40+87,48 |510,67+317,05| 294,67 +87,64
6 243,94+147,84 |1 413,67+381,70 | 383,83+123,63
9 200,29+115,00 | 161,21+82,30 |220,07+151,27
12 170,59+68,14 | 169,25+74,61 | 124,00+38,99
15 132,32 +77,18 | 132,19 +65,21 | 158,81+81,53
18 126,76 +50,34 | 115,11+54,37 | 112,37 +43,42
21 113,71 +56,06 | 113,29 +44,04 | 143,12 +69,41
24 98,11+31,50 | 110,05+48,81 | 140,89+74,74

Résultats

La latence d’accouplement est le temps qui s'écoule entre le moment ou un male
rencontre une femelle et le début de I'accouplement. Les latences varient en fonction de
I’intensité des concentrations testées au niveau de la méme géneration. Les couples traités

avec une faible concentration peuvent avoir des temps de latence plus courts que les autres
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3.4.2.3 Effet de la résistance sur la durée d’accouplement :

Au cours des premieres générations, la durée daccouplement est plus élevée pour les
individus traités avec une concentration de 50 g/l, avec une moyenne 1126,67+411,09a F1.
Cependant, cette durée d'accouplement diminue au fil des générations, atteignant un minimum
de 912,27+163,49 a F 24. La durée d'accouplement des individus traités avec une concentration
de 75 g/l est plus stable au cours des générations, avec une moyenne de 1025,31+158,48 a F12
et de 937,21+188,74 a F24. Une concentration de 100 g/l présentent une durée d'accouplement
avec une moyenne de 1021,00+149,71 a F15 et de 955,77+401,61 a F24.

Les résultats montrent qu’il y a une tendance générale a une réduction de la durée
d'accouplement au fil des générations et la durée d’accouplement devient presque similaire chez
les genérations avancées.

Tableau 22: Les temps de la durée d’accouplement au fil des générations.

Génération 50g/I 759/l 100g/1
1 1126,67+411,09 | 1302,50+850,65 | 1427,50+180,31
3 1079,80+240,95 | 1019,00+266,27 | 1392,66+66,12
6 1606,63 +206,20 | 1494,33+180,67 | 1468,92 +230,95
9 1355,50+226,39 | 939,50+206,64 | 1395,00+346,93
12 1101,47+189,22 |1025,31+158,48 | 1084,93+106,66
15 1087,84+165,39 | 1023,75+108,92 | 1021,00+149,71
18 1022,47+396,02 | 982,63+111,71 | 987,37+92,11
21 888,29 +£125,65 |1081,47+193,31 | 973,65 +159,50
24 912,27+163,49 | 937,21+188,74 | 955,77+401,61

3.5 Evaluation de la résistance de Drosophila melanogaster aux extraits éthanoliques
de Citrullus colosynthis :

3.5.1 Effet de la résistance aux extraits éthanoliques de Citrullus colosynthis sur la
mortalité :

La comparaison entre les taux de mortalité des différentes concentrations utilisées
pendant 24 générations a montré que la résistance est corrélée positivement avec le temps
d'exposition. La mortalité a diminué d’une génération a I’autre jusqu’ elle est devenue nulle a
partir de F21 pour la concentration la plus faible 1g/l et au F24 pour les concentrations (3g/l,
5g/l).
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Figure 30: Evolution de mortalité en fonction des différentes concentrations des extraits

éthanoliques au fil des générations.

Le tableau ci-dessous résume les principaux paramétres de 1’évaluation de la résistance

la mortalité aux différentes concentrations. Les valeurs de CLso et CLgo augmentent au fil des

générations, le RR est plus élevé chez les générations plus récentes, ce qui signifie qu'il faut des

concentrations plus élevées pour tuer les individus des générations les plus récentes.

Tableau 23: Les effets de la résistance sur la toxicité des extraits éthanoliques de C.colocynthis.

Génération | Slope ( c%g&, ) (Cﬁgg&) x:| RR
3 (8:3;) (0,41i?11,49) 5, 18122165) 18 | 3,50
° (8:3?1) (0,81(533,05) (6,9142_'(?51179) 18 | 512
° (8:22) (0,75513,80) (23,%?%:1%,37) 14 | 9,42
12 (8:23) 10,38* 85,27* 15 | 35,93
° (8:;% (7,28:5293?97) (44,3%1(5);10) 121 69,99
18 (8:?1%) (10,5%31?,10) 84,09* | 750 86,39
21 ((1):32) 24,96* 124,40+ | 12 | 101,12
24 ; - ] ] ]

*Cl n’a pas pu étre calculé
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3.5.2 Effet de la résistance aux extraits éthanoliques de Citrullus colosynthis sur le
comportement sexuelle :

3.5.2.1 Effet de la résistance sur la fréquence d’accouplement :

Les résultats indiquent que la fréquence d'accouplement varie en fonction de la
concentration d'insecticide utilisée et de la génération. Pour la F1, la plus élevées est a 25% a
une pour la concentration (1g/l). Pour les générations suivantes, il y a une augmentation de la
fréquence d'accouplement, mais cela varie en fonction de la concentration utilisée, il y a une
fréquence d'accouplement plus élevée pour les concentrations de 1g/l par rapport aux
concentrations de 3g/l et 5g/l. L’utilisation d’une concentration faible peut entrainer moins
d'interférence avec l'accouplement au fil des génerations.

Tableau 24: La fréquence d’accouplement au fil des générations.

Génération 1g/1 39/l 59/
1 25% 15% 10%
3 20% 40% 10%
6 55% 60% 25%
9 65% 60% 30%
12 75% 40% 45%
15 75% 45% 45%
18 95% 55% 55%
21 100% 60% 55%
24 100% 75% 65%

3.5.2.2 Effet de la résistance sur la latence d’accouplement :

Les résultats indiquent que la latence d'accouplement (temps entre la présentation des males et
des femelles et le début de l'accouplement) et la durée d'accouplement (temps total de
I'accouplement) varient en fonction de la concentration d'insecticide utilisée. Pour la latence
d'accouplement, il y a un délai plus court a une concentration de 1g/l par rapport aux
concentrations de 3g/l et 5g/l. Pour la durée d'accouplement, il y a une durée plus courte a une
concentration de 1g/1 par rapport aux concentrations de 3g/l et 5g/l. La latence d’accouplement
est la durée d’accouplement varie et diminue en fonction des générations et les concentrations

testées.
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Tableau 25: Les latences d'accouplement au fil des générations.

Génération 1g/1 39/l 5g/
1 609,40+347 517,70+278 |613,00+251,70
3 322,53+151,66 | 586,00+632,31 | 524,71+349,96
6 312,94+133,53|357,81+191,09 | 447,58+174,30
9 224,93+123,76 | 325,62+93,18 |215,00+139,99
12 272,18+197,83 | 298,59+98,64 | 209,25+99,72
15 130,89+42,68 |275,25+190,63 | 204,67+81,09
18 185,64+34,55 | 198,22+97,45 | 212,14+76,26
21 115,88 57,06 | 124,67 54,67 | 206,98 +86,94
24 112,23+ 45,65 | 133,13+76,45 |193,589+76,16

3.5.2.3 Effet de la résistance sur la durée d’accouplement :

Résultats

Les résultats montrent que la durée d'accouplement est élevée avec l'augmentation de la

concentration testée au sein de la méme génération. Au fil des genérations la durée

d'accouplement diminue quel que soit la concentration testée jusqu’a elle devient presque

similaire chez les générations avanceées.

Tableau 26: Les temps de la durée d'accouplement au fil des générations.

Génération 19/l 3g/1 5¢/1
1 1089,52+152,63 | 1372,60+282,80 | 1508,66+201,34
3 1277,94+311,55 | 1343,25+£162,32 | 1551,33+£72,45
6 1284,86+191,89 | 1351,33+£281,51 | 1427,00+253,76
9 1266,71+273,69 | 1121,28+321,10 | 1408,80+334,05
12 1135,75+98,96 |1192,71+243,17|1270,67+372,87
15 1120,00+£118,45|1255,67+192,43 | 1116,00+£75,54
18 1162,40+77,44 | 1107,33+68,28 | 1172,25+85,73
21 1054,67+28,10 | 1088,00+62,10 | 1134,00+150,57
24 1006,67+209,56 | 1068,60+172,89 | 1092,50+£136,91
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3.6 Evaluation de la résistance de Drosophila melanogaster au Bacillus thuringiensis
var krustaki:

3.6.1 Effet de la résistance au Btk sur la mortalité :
La comparaison entre les taux de mortalité des différentes concentrations utilisées sur
24 genérations pour ont montré que la résistance est corrélée positivement avec le temps. La
mortalité a diminué d’une génération a 1’autre jusqu’ elle est devenue nulle a partir F18 pour la

concentration la plus faible 25mg/l et F24 pour la concentration 25mg/l. Par contre la mortalité
est 3% pour la concentration la plus élevée.
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Figure 31: Evolution de la mortalité en fonction des différentes concentrations de Btk au fil
des générations.
Le tableau ci-dessous résume les principaux paramétres de I’évaluation de la résistance
la mortalité aux différentes concentrations. Les valeurs de CLsg et CLgo augmentent au fil des
générations, le RR est plus élevé chez les générations plus récentes, ce qui signifie qu'il faut

des concentrations plus élevées pour tuer les individus des générations les plus récentes.
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Tableau 27: Les effets de la résistance sur la toxicité de Btk.

Génération | Slope (Cci;:‘?/o) (Cci;s&) X? | RR
3 (g:;lg) (21,331312,98) (112,1079?;31799,88) 1500 3,13
6 | aay | (ambosn | (560700105 | B0 59
9 | 530) | (920056153 | (470,70 3189015334 | 1400 | 1559
2| aor) | (soasetsssn) | (sa6a2iza0m | 750 | 353
15 (173;’3855) 450,21 1244,89* 13,50 | 247
18 (411314112) (182,0?223%%8022) (448,312332’,;2.10“) 260 143,19
21 (‘l‘ggg) 917,32 13232,40* 4,00 | 86,54
24 (iiéi?) 982,045 6305,60* 225 | 92,64

CI* n’a pas pu étre calculé

3.6.2 Effet de la résistance au Btk sur le comportement sexuelle :

3.6.2.1 Effet sur la fréguence d’accouplement :

Les résultats presentés dans le tableau ci-dessous montrent que la résistance de
D.melanogaster augmente au fil des générations. Cela est visible par la progression de la
fréquence d'accouplement a chaque génération quel que soit la concentration testées (25mg/l,
50mg/l, 100mg/l). A F1, la fréquence d'accouplement est de 25%, 40%, 20% respectivement
pour ces concentrations et a F24, elle est augmentée a 100%, 100%, 95% respectivement pour
ces concentrations. Cela indique que les individus de D.melanogaster ont développé une

résistance accrue aux concentrations testées au fil des genérations.

47



Tableau 28: Les fréquences d'accouplement au fil des générations.

Génération | 25mg/I 50mg/I 100mg/
1 25% 25% 20%
3 45% 40% 25%
6 65% 70% 45%
9 80% 80% 40%
12 80% 85% 65%
15 90% 95% 80%
18 95% 95% 80%
21 95% 95% 80%
24 100% 100% 95%

basse pour la concentration de 1g/l.

3.6.2.2 Effet de la résistance sur la latence de la parade :

Tableau 29: Les latences d'accouplement au fil des générations.

Génération 25mg/| 50mg/I 100mg/I
1 264,06+117,06 | 289,82+191,80 | 316,00+133,09
3 259,67 £96,37 | 192,13 +53,44 | 348,11 +179,00
6 277,63 +£200,90 | 204,53 +97,20 | 548,23 +327,00
9 140,00+134,25 | 227,50+104,13 | 233,75+82,93
12 124,67 £105,71 | 135,41+81,14 | 143,68+65,94
15 118,00 +62,18 | 124,68 +60,44 | 249,65+78,88
18 101,44 +61,74 | 128,00+64,08 | 121,75+62,81
21 111,33+63,05 |133,75+103,39 | 134,11 +61,93
24 108,67+39,10 | 114,89 + 46,70 | 124,94+87,76

Résultats

Les résultats indiquent que la latence daccouplement varie en fonction des
concentrations et des générations étudiée. La latence d'accouplement diminue généralement
pour toutes les concentrations testées, indiquant que la résistance augmente avec chaque
génération. Cependant, il y a des fluctuations dans les résultats, en particulier pour les
concentrations 3¢/l et 5g/l, ou la latence d'accouplement augmente parfois avant de diminuer

de nouveau. Il est egalement remarquable que la latence d'accouplement est géneralement plus
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3.6.2.3 Effet de la résistance sur la durée d’accouplement :

Résultats

La durée d'accouplement varie aux différentes concentrations et au fil des générations. Au

départ, chez les premiéres générations, la durée d'accouplement est plus longue pour les

individus traités avec des concentrations plus élevées, mais au fil des générations, cette durée

diminue pour toutes les concentrations. On peut observer une diminution de la durée

d'accouplement pour toutes les concentrations testées. La durée d'accouplement diminue au fil

des générations quel que soit I’intensité de la concentration utilisée.

Tableau 30: Les temps de la durée d'accouplement au fil des générations.

Génération 25mg/I 50mg/I 100mg/I
1 1402,32 £503,34 | 2207,20 +905,86 | 1923,50+746,68
3 1269,13+545,18 | 1387,58+153,76 | 1483,00+226,36
6 1196,53+164,32 | 1421,17+300,32 | 1502,67 +249,48
9 1225,50+435,63 | 1245,00+£303,42 | 1244,22+ 393,92
12 1116,50+66,82 | 1104,67+74,23 | 1186,5/+324,20
15 1253,00+£306,49 | 1212,80+£226,12 | 1202,75+140,25
18 1186,80+£126,59 | 1123,00+£150,12 | 1114,78+95,10
21 1080,00+225,36 | 1074,33+ 42,34 | 1137,75+43,29
24 1041,00+£106,80 | 1092,56+59,81 | 1097,67+26,31
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Discussion

4. Discussion :
Les insectes constituent le groupe d'organisme animal le plus abondant et le plus

diversifié de la planete (Hamilton et al., 2010). Ils sont essentiels au fonctionnement de tous
les écosystémes. Sans leurs travaux minutieux, notre monde s’écroulerait, il nous convient de
souligner leurs bienfaits et I’importance de leurs roles écologiques dans la biodiversité.

Les insectes sont un maillon important des réseaux alimentaires, ils sont le premier maillon des
réseaux alimentaires apres les plantes, pour de nombreuses espéces de poissons, d'amphibiens,
de reptiles, d'oiseaux et de mammiferes (Boyle et al., 2021).

Les insectes jouent un grand role dans les différents cycles de la matiére, ils sont
considérés comme des composeurs et des recycleurs. Les termites sont sans doute les plus
importants ingénieurs de lI'écosystéme du sol (Delvare et Aberlenc, 1989).

Les insectes apportent une aide précieuse a I’agriculture. Il y a ceux qui sont considérés
en tant que des auxiliaires précieux, car ils mangent des insectes considérés comme nuisibles
(Brodeur et Caron, 2006). De plus sans les insectes pollinisateurs la plupart des plantes a
fleurs disparaitraient de la surface de la terre. En effet celles-ci ont besoin des insectes pour leur
fécondation (Tasei, 1976).

Pour I’homme les insectes ne sont pas toujours beaux et ils paraissent parfois nuisibles.
Les insectes nuisibles ce sont les insectes juge par I'homme de causer du tort a lui-méme, a ses
cultures, a ses animaux ou a ses biens, comme les insectes hématophages qui sont souvent
vecteurs de graves maladies humaines ou du bétail, d'autres sont des ectoparasites de
mammiferes ou d’oiseaux ; outre les irritations et plaies qu'ils provoquent, ils sont la source
d'infections ou de maladies (Delvare et Aberlenc, 1989). Ainsi il existe une myriade de fagons
dont les insectes causent des dommages depuis des millénaires et les efforts de ’homme pour
les contrdler ont une longue histoire.

Le siécle dernier a enregistré des progres significatifs dans la synthese des pesticides.
Cependant, les insecticides synthétiques ont vite montré leur agressivité envers des organismes
non visé€s dont les insectes utiles, les mammiféres et ’homme, en plus de leur persistance dans
la nature qui perturbe les équilibres écologiques (Ouakid, 2006). C'est pourquoi une nouvelle
approche est apparue qui consiste a développer de nouveaux insecticides d’origine biologique,
qui ont de nombreux avantages tels que spécificité d'action, réduction des risques de résistance
et maintien de la biodiversité, a cette perspective nous avons évaluée l'efficacité de deux
bioinsecticide un d'origine végétale et 1’autre microbien et déterminé leurs effets sur différents

aspect sur un organisme modele D.melanogaster.
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4.1 Etude toxicologique :

L'OMS a établi des processus pour évaluer l'efficacité des insecticides utilisés pour
contréler les ravageurs, permettant d'‘évaluer adéquatement la plupart des produits larvicides et
adulticides utilisés actuellement. Les biotests servent a mesurer les effets doses-réponses de
I'impact d'un insecticide sur une espece et a identifier les cas de résistance (OMS, 2017).

Les résultats des tests toxicologiques que nous avons obtenus a travers I’utilisation des

différentes concentrations de 1’extraits aqueux de C.colocynthis (50g/I, 100g/l 150g/l) donnent
des taux de mortalité qui varie d’une concentration a une autre et augmente par rapport au temps
d’exposition. La mortalité atteint sa valeur maximale (30% a 93%) aprés le 12¢éme jour
d'exposition. Les parameétres toxicologiques calculés montrent que les concentrations létales
(CLss, CLso et CLoo) diminuent en fonction de la durée du traitement ainsi que les temps Iétaux
(TLas, TLso et TLgo) diminuent en fonction de l'augmentation de la concentration. Le traitement
avec les extraits aqueux de C. colocynthis a permis d'éliminer 50% des individus de D.
melanogaster avec une concentration de 679 /I et 12jours d'exposition ; par contre pour la
concentration la plus élevée 150g/1, il faut 2jours pour éliminer 50% des individus.
Les effets toxiques des extraits aqueux de C.colocynthis ont été évalués sur plusieurs especes
d’insectes. Sur les diptéres, ils ont des effets larvicides sur les larves L4 de Culex pipiens et de
Culiseta longiareolata (Merabti et al., 2015) et sur Culex quinquefasiatus. (Mullai et
Jebanesan, 2007 ; Rahuman et al., 2008). Sur les Iépidopteres, Gulzar et al (2017) ont utilisé
des différentes concentrations afin de déterminer ses toxicités sur Helicover paarmigera.
L'extrait aqueux de différentes parties de C. colocynthis réduit significativement la population
de Rhopalosi phumpadi (Asiry, 2015). Sur les héemipteres, Alanazi (2019) a étudié les effets
toxiques des tiges et des feuilles de C.colocynthis contre Acyrthosi phonaphids.

Les résultats obtenus pour les différentes concentrations testées pour les extraits
éthanoliques de la coloquinte (1g/l, 3g/l, 5g/l) ont montré que la mortalité varie et augmente
respectivement avec les concentrations et le temps d'exposition, elle atteint sa valeur maximale
(65% a 100%) apres le 7éme jour d'exposition pour toutes les concentrations utilisées. Les
parameétres toxicologiques, (CL, TL) changent significativement en fonction des concentrations
et les temps d’expositions. Le traitement avec les extraits éthanolique a permis d'éliminer 50%
des individus avec une concentration de 0,692 g /I et 7jours d'exposition ; par contre pour la
concentration la plus ¢levée 5g/1, la mortalité est a 100% au bout de 7éme jour d’exposition.
De nombreux travaux montrent aussi les effets toxiques des extraits éthanolique de
C.colocynthis. il a montré des effets insecticides contre Aphis craccivora (Torkey et al., 2009)

ainsi que les larves Helicover paarmigera (Gulzar et al., 2017). Alanazi (2019) a étudié les
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effets toxiques des extraits des tiges et des feuilles de C.colocynthis contre Acyrthosi
phonaphids. La toxicité des extraits éthanoliques des feuilles a révélé aussi une toxicité positive
contre Brevicoryne brassicae (Ahmed et al., 2020).

Les deux extraits aqueux et éthanoliques de C. colocynthis ont montré une grande
toxicité contre les larves de D. melanogaster, ce potentiel insecticide est dd a la présence
d'alcaloides, de glycosides et de saponines (Torkey et al., 2009).

La plupart des bioinsecticides utilisés contre les insectes nuisibles sont des formulations
microbiennes de spores viables et de toxines de la bactérie Gram-positive Bacillus thuringiensis
(Sanchis et Bourguet 2008, Lacey et al., 2015 ; Babin et al ., 2022). L'utilisation des
insecticide des préparations de Bt a augmenté en raison de son efficacité contre les larves de
certains insectes membres des ordres des Lépidopteres, des Dipteres, des Hyménopteres, des
Coléopteres, des Orthopteres, des Homoptere, et Phthiraptére (Pardo-Lopez et al., 2013) mais
aussi protozoaires et nématodes (Palma et al., 2014 ; Mendoza et al., 2020).

Btk est l'une des sous-espéces de Bt les plus commercialisées qui produisent Cryl et
Cry2, efficaces contre les Iépidoptéres et les mouches noir (Babin et al ., 2022).

Dans cette etude, nous avons optés d’évaluer les effets toxiques de Btk, contre
D.melanogaster en tant que une espéce non cible afin de déterminer son activité larvicide.

Nos résultats montrent que la mortalité obtenus a travers les différentes concentrations testées
(25mg/l, 50mg/l, 100mg/l) donnent des taux qui variés d’une concentration a une autre et
augmente par rapport au temps d’exposition. La mortalité atteint sa valeur maximale (57%,
72%, 93%) au bout du 7eme jour d'exposition pour toutes les concentrations testées
respectivement. Les paramétres toxicologiques de cette étude changent significativement en
fonction de l'augmentation de la concentration et le temps d’exposition. Le traitement avec Btk
a permis d'éliminer 50% des individus avec une concentration de 36mg/l seulement apres 3
jours d'exposition. Bien que D.melanogaster n’est pas une espéce cible au Btk, cela n’a pas
empéché de provoquer des taux de mortalité appréciables dans le cas d’utilisation des
concentrations tres élevés contre cette espéce. En effet il y’a un certain nombre de souches de
Bt non activées peut provoquer une mortalité larvaire variable chez D.melanogaster (Al-
Momani et Megdam 1998, Lonc et al. 2001, Saadoun et al. 2001, Khyami-Horani 2002,
Khyami- Horani et al. 2003, Al-Momani et al. 2004, Obeidat 2008, Guz et al., 2009,
Cossentine et al., 2016). Plus récemment des études s’intéressent d’étudier les effets de Btk
contre D.melanogaster en tant que une espece non cible (Babin et al., 2020, Nawrot-Esposito
et al., 2020, Babin et al., 2022).
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4.2 Etude des effets sublétaux sur différents comportements :

Il est nécessaire de comprendre comment les insectes font face aux insecticides pour
concevoir des strategies rationnelles de lutte contre les ravageurs. Les expositions sublétales
aux insecticides peuvent fournir des informations biologiques supplémentaires décrivant la
maniere dont un insecticide affecte I'insecte (Denecke et al., 2015). Alors qu'une concentration
réduite d'insecticide n'entraine pas nécessairement des niveaux de mortalité dramatiques,
I'exposition sublétale a l'insecticide a été inculpée pour avoir altéré la physiologie, le
comportement et I'aptitude de la population d'insectes (Henry et al., 2012 ; RundI6f et al.,
2015 ; Mitchell et al., 2017). La fagon la plus courante d'évaluer les réponses sublétales est
sans doute de procéder a des essais comportementaux pendant ou aprés une exposition aux
insecticides (Desneux et al., 2007). Des tests experimentaux approfondis de I'exposition
sublétale aux insecticides ont été réalisés pour de multiples traits comportementaux ( Shi et al.,
2011 ; Biondi et al., 2012 ; Gontijo et al., 2013 ; Guo et al., 2013; Guedes et al., 2016). Il a
été démontré que les expositions sublétales aux insecticides modifient de maniére significative
la fecondite (Wei et al ,2010), le comportement alimentaire (Cameron et al., 2013) et la
locomotion (Tomé et al., 2014) des especes nuisibles. Chacun de ces phénotypes a un codt
d'adaptation et souvent déclenché par des concentrations bien inférieures a la valeur CLso d'un
composé (Hellou, 2011).

Apres la détermination des effets toxiques des différents extraits testés sur la mortalité,
nous avons procédé a évaluer leurs effets sublétaux sur différents comportements de
D.melanogaster. Cet insecte, apparait comme un modeéle adéquat pour I’étude du comportement
(Philippe, 2016). Elle présente un large panel de comportements parfois bien complexes tel
que le comportement de parade sexuelle, ce rituel est tres précis et complet (Yamamoto et al.
1997), le comportement de choix de sites de ponte, dont les préférences peuvent étre transmises
entre les individus (Ruizdubreuil et al., 1994; Battesti et al., 2012) ou le comportements de
recherche de nourriture (Sokolowski 1998).

La parade sexuelle chez D. melanogaster a fait l'objet d'un grand nombre de travaux
depuis sa premiére description par Sturtevant (1915) jusqu’ a nos jours. L'initiation et le
déroulement du comportement sexuel chez cette espece, est une forme de communication
multimodale, impliquant des signaux sensorielles visuelles, auditifs et tactiles (Greenspan et
Ferveur, 2000). Souvent, les signaux masculins sont plus visibles et facilement observables, et
sont plus largement étudiés, les males produisent un chant de cour en faisant vibrer leurs ailes
(Borrero-Echeverry et al., 2021). Un autre signal qui peut étre facilement quantifié, et qui a

été largement étudié, est la variation des phéromones chimiotactiques (Pischedda et al., 2014).

53


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7369021/#ref-18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7369021/#ref-18

Discussion

Les phéromones volatiles de D. melanogaster, sont produit par les femelles et spécifique a
I'espece, elles attirent les deux sexes a distance (Borrero-Echeverry et al., 2021). Le choix du
partenaire est un processus complexe qui affecte I'aptitude et qui implique a la fois des facteurs
génétiques (Nobel, 2018).

L’¢tude des effets sublétaux de C.colocynthis sur le comportement sexuel de
D.melanogaster montrent que les adultes issues du traitement, présentent de grande
perturbation de leur parade sexuelle et cela quel que soit le type de croisements effectué, Les
deux premieres séquences sont réussies par tous les couples testés, la perturbation apparait lors
de la vibration ou nous enregistrons certains couples sont incapables de vibrer leurs ailes et ils
sont aussi incapables d'assurer un léchage ou une tentative d’accouplement. La parade sexuelle,
fait intervenir une multitude d'informations sensorielles est également caractérisée par une
constellation complexe de comportements ayant des propriétés qualitatives, quantitatives et
séquentielles dont dépend sa réussite (Markow et Hanson 1981). Nous avons enregistré aussi
une tres grande diminution dans la fréquence d’accouplement, soit chez les couples traités par
I’extrait aqueux (45%, 25%) ou I’extrait ethanolique (20 %,15%). Toute déviation de la
structure ou déroulement de la parade male spécifique de I'espéce serait suivie, d'une fagon ou
d'une autre, par l'incapacité du male a stimuler convenablement la réceptivité de la femelle
(Bouhouche, 1992). Le traitement par C.colocynthis a influencé aussi la latence de la parade,
les couple traités ont du retard pour initier leur parade par rapport aux témoins. L’état
physiologique du male augmente la durée de la latence de chaque séquence (Eastwood et
Burne, 1977).

Les résultats de I’étude de comportement sexuel montrent que le traitement par les

extraits aqueux et éthanolique de C.colocynthis a un impact sur le comportement sexuel des
adultes issus du traitement, le traitement a affecté les males ainsi que les femelles de
D.melanogaster. Les composes isolés de C.colocynthis ont montré diverses actions contre les
insectes nuisibles, en particulier le composé cucurbitacine B qui est responsable de la réduction
de l'oviposition (Seenivasan et al., 2004 ; Tallamy et al., 1997). Hassam et al (2022), ont
rapporté que la concentration sublétale de I’extrait de graines de C. colocynthis affecte
significativement I'accouplement, la fécondité Earias vittella (lepidoptera).
La perturbation du comportement sexuel D.melanogaster fait intervenir la perception
phéromonale, le mouvement et la vision. Cette peut perturbations étre due aux cucurbitacines
et a leurs glycosides présents dans toute la plante, particulierement dans le fruit et les graines
(Darwish-Sayed et al., 1974 ; Segeret al., 2005).
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Bt est parmi les insecticides naturels les plus couramment utilisés comme alternatives
aux insecticides synthétiques pour la gestion des ravageurs, Il existe de nombreux travaux sur
ses effets directs comme moyen de lutte, mais ses effets sublétale ne sont pas beaucoup étudie.

Dans cette étude nous avons évalué les effets sublétaux de Btk sur le comportement
sexuel de D.melanogaster, le traitement a entrainé des perturbations dans le déroulement de la
parade sexuel des adultes traités, nous avons enregistré aussi une diminution dans la fréquence
des accouplements reussis 35% chez les couples traités. Le nombre de répétition des différentes
séquences de la parade par les males est élevé mais cela n’aboutit pas a un accouplement réussi,
les femelles traitées ne sont pas réceptives. Lorsqu’un male rencontre une partenaire potentielle,
il s’oriente face a elle et touche son abdomen avec 1’une de ses pattes avant pour percevoir son
identité phéromonale. En fonction de la réceptivité de la femelle, ce comportement peut étre
répété plusieurs fois avant d’aboutir a une copulation effective. La femelle transmet au male
des signaux d’acceptation ou de rejet tout au long de la parade (Sturtevant, 1915; Connolly et
Cook, 1973). Les phéromones sexuelles, impliquées dans la reproduction, constituent un signal
de reconnaissance spécifique a chaque individu qui va permettre aux individus de son espéce
de I’identifier comme un partenaire sexuel potentiel, de le choisir ou non parmi tous les
partenaires disponibles, le cas échéant, de débuter et de mener a son terme une parade
amoureuse (Jallon et David, 1987; Krupp et al., 2008; Everaerts et al., 2010). Ces
phéromones peuvent dans certains cas défavoriser les accouplements entre des individus de
populations différentes (Bontonou et Wicker, 2014). Shen et al (2013) ont montré que le
traitement des larves Helicoverpa armigera avec le Bt a eu un effet sur le systeme de
communication des phéromones sexuelles chez les papillons survivants de I'espece, ce qui peut
contribuer a I'accouplement assortatif. Abedi et al (2014) ont montré aussi que le traitement par
une concentration sublétale de Bt a pu réduire d’une maniére significative la fécondité des
femelles Helicoverpa armigera.

L'olfaction est une modalité sensorielle cruciale chez les insectes, pour le contrdle de
nombreux aspects du comportement, la sélection du partenaire, le choix de la nourriture et la
navigation vers des sites de ponte appropriés dépendent tous d'un sens de I'odorat fonctionnel
(Vosshall, 2000). Le stade larvaire chez l'insecte correspond généralement au stade le plus
durable, le plus actif dans l'alimentation et relativement peu mobile, il est donc le plus
susceptible d'étre fortement exposé aux pesticides avec une capacité de fuite limitée.
(Chareonviriyaphap et al., 2013 ; Cordeiro et al., 2013 ; Nansen et al., 2016).

Dans la plupart des tests de comportement larvaire, on présente a un asticot individuel

ou un groupe des larves un stimulus gradué et leur comportement locomoteur en réponse a cette
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stimulation, interprété en termes de préférence, est enregistré sur une bréve période de temps
(Kaiser et Cobb, 2008). Cette technique simple a été utilisée avec succes dans des études sur
I'apprentissage, I'olfaction, la gustation, la phototaxie, I'adaptation et il est supposée étre a la
fois fiable et valide (Aceves-Pina et Quinn 1979 ; Heimbeck et al., 1999 ; Scherer et al., 2003
; Mazzoni et al., 2005 ; Colomb et al., 2007, Kaiser et Cobb ., 2008).

Les résultats de notre étude montrent que les larves témoins testées dans le
comportement olfactif présentent une forte répulsion aux odeurs des milieux traités par une
concentration subléthale soit de I’extrait aqueux ou éthanolique de C.colocynthis, cette
répulsion persiste durant toute la période du test, méme les larves traitées présentent une
répulsion. Les larves traitées mettent beaucoup plus de temps pour détecter les différents
milieux par rapport aux témoins. La majorité des larves témoins sont attirées par le milieu
témoin et elles détectent rapidement les milieux témoins que les milieux traitées. Les insectes
naviguent dans des environnements odorants complexes contenant les odeurs des prédateurs et
de la nourriture. Pendant la navigation, ils évaluent la direction de diverses sources d'odeurs
avant de prendre des décisions de navigation (Gershow et al., 2012; Odell et al., 2022). Les
larves de D. melanogaster recherchent de la nourriture en pelletant avec leurs crochets buccaux
tout en se déplacant le long de la surface du substrat d'alimentation (Shaver et al., 1998). La
larve de drosophile balaie la téte pour évaluer le gradient d'odeurs environnant avant de se
diriger vers la gauche ou la droite (Gershow et al., 2012; Odell et al., 2022). Les fruits de
Cucurbitaceae ameres contiennent en général de petites quantités de cucurbitacine C, mais de
grandes quantités de cucurbitacine E, responsable de I’amertume (Hutt et Herrington, 1985,
Leber, 2019), plusieurs études ont permis de montrer un comportement d’évitement lors de la
présence d’une molécule ameéres sur le substrat nutritif (Glendinning et al., 2001; Meunier et
al., 2003 ; Colombi., 2021).

Les extraits aqueux et éthanoliques de C.colocynthis ont des effets presque similaires
pour les résultats du comportement alimentaires (choix de nourriture) des larves attirées et non
attirées aux zones de choix, montrent qu’un faible taux des larves traitées peut faire un choix
d’attraction aux différents milieux testés par rapport a leurs homologues témoins qui ont une
grande attraction aux milieux témoins. Tallamy et al k(1997) ont révélé que le composé isolé
cucurbitacin B a montré un effet antifeedant sur les insectes : Popillia japonica (Newman),
Cerotoma trifurcata (Forster),Leptinotarsa decemlineata (Say), Trichoplusia ni (Hubner),
Tenebrio molitor (L. ), Nauphoeta cinerea (Olivier), Gargaphia solani (Heidemann),
Corythucha ciliata (Say),Peregrinus maidis (Ashmead) and Acyrthosiphon pisum (Harris). De
plus, Ponsankar et al (2020) ont montre que la cucurbitacine E a modifié également la biologie
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et le comportement alimentaire de S. litura. Les résultats de notre étude prouvent que le
traitement par une concentration sublétale des extraits aqueux et éthanoliques de C.colosynthis
a entraine des perturbations dans le comportement alimentaire et olfactif des larves de
D.melanogaster. C.colosynthis a des effets antiappétissants et des effets répulsifs sur les larves
de D.melanogaster.

Les produits commerciaux de Btk sont largement utilisés. Leurs effets secondaires
potentiels sur les insectes non ciblées dépendraient d'accumulation et I'exposition a ces
formulations. L'endotoxine Btk pour étre activée, elle doit étre dissoute dans les sucs digestifs
alcalins de l'intestin moyen des larves (Percy et Fast, 1983), puis se lier a des récepteurs
hautement spécifiques sur les cellules épithéliales de I'intestin moyen (Nakanishi et al., 1999).
La spécificité accordée par ce mode d'action est un avantage important de cet insecticide.
L’endotoxine Btk doit &tre ingérée pour étre efficace. La réponse comportementale des larves
non cibles n'a recu que peu d'attention dans les études portant sur I'application du Bt.

Dans notre étude les effets du Btk sur I’olfaction des larves de D.melanogaster montrent
que les larves témoins testées présentent une répulsion aux odeurs des milieux traités, cette
répulsion persiste toute la durée du test. Les larves traitées montrent aussi une répulsion au
début du test, qui change en une attraction ensuite cette attraction s’inverse en une répulsion.
Un comportement d’évitement ayant comme origine une aversion apprise par 1’insecte ou une
répulsion induite par la molécule a effet insecticide, aboutissant ainsi a limiter 1’exposition de
I’insecte a un insecticide (Zalucki et Furlong, 2017). La décision prise par 1’insecte de se
nourrir passe en premier lieu par la capacité a détecter visuellement, olfactivement ou par
contact la présence d’un composé toxique (Després et al., 2007). La modification du
comportement peut, dans certains cas, étre corrélée a la modification d’éléments impliqués dans
la détection de I’insecticide. Selon Zalucki et Furlong (2017), le meilleur exemple de
modification comportementale entrainant une diminution de I’efficacité d’un insecticide
provient d’une étude réalisée sur des blattes germaniques (Zalucki et Furlong, 2017). 1l a été
montré que certaines blattes évitaient la consommation d’appats intoxiqués a I’Imidaclopride

Dans les tests alimentaires, dans une situation de choix entre milieu témoin et traité 50%
des larves témoins choisissent les milieux témoins et 30% choisissent les milieux traités, 20%
ne manifestent aucun choix. Malgré que le Bt est 1’un des biopesticide les plus utilisé, il y’a pas
assez d’étude qui montre ses effets sublétaux sur ’olfaction et le comportement alimentaire.
Retnakaran et al (1983) ont observé que les larves de sixieme stade de la tordeuse des
bourgeons de I'épinette étaient totalement incapables de distinguer les régimes avec et sans

spores et cristaux de Btk pendant 24 heures. Ramachandran et al (1993) ont observé que les
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larves de deuxiéme stade de la tordeuse des bourgeons de I'épinette commencent a manifester
une préférence pour le régime non traité apres 3 jours.

Pour les larves traitées par Btk 25% des larves montrent une préférence pour les milieux
témoins, 20% pour les milieux traités et 55% ne manifestent aucun choix. (Moreau et Bauce,
2003) ont signalé que les formulations de Btk peuvent induire une abstention alimentaire chez
les larves avant I'ingestion d'un aliment contaminé par le Btk. L'abstention alimentaire confere
a l'insecte un avantage significatif en présence de Btk car les effets létaux et sublétaux résultant
de l'ingestion de Btk sont évités. Le terme abstention alimentaire est utilisé pour différencier ce
comportement de I’évitement et de 1'inhibition alimentaire. L'évitement implique généralement
que l'insecte s'¢loigne de la ressource alimentaire (comportement de fuite) et son utilisation est
inappropriée dans des conditions de non-choix. L'inhibition de l'alimentation est un état
physiologique Résultant de I'ingestion de Btk (Retnakaran et al., 1983).

4. 3. Etude de la résistance :

L’utilisation importante et non raisonnée des insecticides en agriculture a fait émerger
des mécanismes de résistances aux insecticides chez les insectes ravageurs de culture. En effet,
les insecticides ameénent une pression de sélection extrémement forte sur les insectes exposes
(Borel, 2017). Il a été signalé que de nombreuses especes d'insectes ont développé une
résistance contre divers insecticides (Whalon, 2008). La résistance d’une espéce cible peut étre
définie comme une diminution héréditaire de la sensibilité a un insecticide (Nauen, 2007). C’est
un phenomene évolutif (Tabashnik, 1994). Au plan fondamental, il s'agit d'une adaptation au
nouvel environnement sélectionnée par la pression exercée par un ou plusieurs insecticides,
selon un processus de sélection naturelle. Les individus résistants sont porteurs d'une ou
plusieurs mutations géniques codant pour des protéines qui interagissent avec l'insecticide.
(Baldet et al ., 2014). Les insecticides ne provoguent pas l'apparition de ces mutations
directement, mais sélectionnent les individus qui les portent car ils sont aptes a survivre et se
reproduire en présence de ces insecticides. En conséquence, la fréquence du ou des alléles de
résistance augmente dans les populations exposées a 1’insecticide au fur et a mesure des
générations (Baldet et al ., 2014). Pour étudier la résistance, il faut montrer que des traitements
répétés avec un insecticide ont provoqué une augmentation significative de la quantité
nécessaire pour tuer une certaine proportion d'une population (la concentration qui tue 50 % de
la population) ou une diminution significative du pourcentage de mortalité causé par une
quantité fixe d'insecticide (Tabashnik, 1994). On peut démontrer la résistance directement en
montrant une diminution de la sensibilité¢ au fil du temps au sein d'une population, ou

indirectement en montrant qu'une population ayant un historique d'exposition relativement
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élevée a un insecticide est moins sensible que les populations qui ont été moins exposées
(Tabashnik, 1994).

La drosophile est un outil précieux pour l'étude de la resistance aux insecticides,
I'utilisation de la drosophile comme espéce modéle dans I'étude de la résistance aux insecticides
repose sur la présence d'homologues des geénes identifiés chez la drosophile dans l'espéce
nuisible (Mccart, 2006). La résistance D. melanogaster aux insecticides, a été identifiée en
utilisant des évaluations en laboratoire de la sensibilité des mouches aux insecticides. Par
exemple, la résistance au DDT, la zéta-cyperméthrine, malathion et l'acétamipride a déja été
signalée chez cette espece (Pedraetal., 2004, Sun et al., 2019, Mertz et al., 2021, Hubhachen
et al., 2022).

Les préoccupations croissantes concernant le développement de la résistance et
I'utilisation restreinte des insecticides ont encouragé I'application d'insecticides bio-rationnels
et botaniques (Akhtar et al., 2012 ; Tome et al., 2013). Les substances phytochimiques
extraites des parties de plantes en utilisant différentes solutions, agirent comme toxiques,
répulsifs et régulateurs de croissance (Amer et Mehlhorn, 2006 ; Choudhury et al., 2021).

Dans ce travail, I’évaluation de I’exposition a long terme des effets toxiques extraits de
C.colocynthis, a permis d’observer une résistance a ces extraits testés quel que soit la
concentration utilisée. L’analyse statistique des données montrent que la résistance augmente
avec le temps, et les taux de mortalité ont diminué au fil des générations, jusqu'a devenir nuls a
partir de F15 pour une concentration de 50g/l et a partir de F18 génération pour des
concentrations de 75g/1 et 100g/1 pour 1’extrait aqueux de C.colocynthis. Le méme phénoméne
est observé pour I’extrait éthanolique, 1a mortalité a diminué d’une génération a I’autre jusqu’
elle est devenue nulle a partir de F18 pour la concentration la plus faible 1g/l et a F24 pour les
concentrations (3g/l, 5g/l). Cette résistance s’installe graduellement d’une génération a 1’autre
puisque nous avons enregistré une augmentation des paramétres toxicologiques (une
augmentation des CLso, CLgoet RR avec le temps) pour chaque type d’extrait testée. Lorsque la
résistance est suspectée, le niveau de résistance de la population est évalué par des tests
toxicologiques en laboratoire qui permettent d'établir des niveaux ou rapports de résistance
(RR) par comparaison avec une souche sensible de référence de la méme espéce (Baldet et al
., 2014).

Certaines plantes ont évolué pour produire une gamme de composés toxiques entrainant
I'évolution de nouvelles formes de résistance chez l'insecte cible a ces composés (Feyereisen,
1999). Il existe un certain nombre d'exemples de I'évolution de composés insecticides dans une

plante, suivie de la capacité des insectes a survivre a l'exposition a ce composé, ce qui leur
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permet de se nourrir de la plante et de dépasser leurs concurrents en étant capables de survivre
dans un environnement de niche (Mccart, 2006). La résistance d’une population d’insectes
donnée a un insecticide représente toute une augmentation, déterminée génétiquement, de sa
tolérance a cet insecticide, en réponse a une pression de sélection. Notre expérimentation nous
a permis de mettre en évidence ce phénomene, a la fin de notre étude nous avons pu sélectionner
des souches résistantes de D.melanogaster aux extraits aqueux et éthanoliques de
C.colocynthis.

Les biopesticides a base de Bt représentent environ 75 % des produits du marché
mondial des biopesticides (Daquila et al., 2022). Les pulvérisations fréquentes pour lutter
contre les ravageurs de la résistance a pratiquement toutes les catégories d'insecticides
synthétiques, y compris le Bt dans les champs (Sun et al., 1986 ; Miyata et al., 1986 ; Saito et
al., 1995 ; Ferré et van Rie, 2002). Par conséquent, la résistance au Bt s'est développée chez
un certain nombre d'especes de ravageurs, de nouveaux cas continuent a apparaitre (Tabashnik
et Carriére, 2017). Des expériences de sélection en laboratoire ont montré un fort potentiel de
développement de la résistance au Bt chez diverses espéces d'insectes ce qui démontre
I'existence d'un répertoire de mécanismes de résistance disponibles chez les insectes (Huang,
et al., 2002). Les mécanismes de résistance caractérisés ont été largement attribués a des
modifications des sites de liaison entrainant une réduction de la fixation de la toxine (Pardo-
Lopez et al., 2013). Cependant, la cause de la mort de I'insecte lui-méme suite a I'ingestion de
Bt a été une question fortement débattue avec des incertitudes quant a la mesure dans laquelle
les bactéries endogenes sont impliquées (Broderick et al., 2009). L'impact de la résistance aux
Bt a fait I'objet d'une importante documentation (Tabashnik et al., 1994 ; Ferré et Van Rie,
2002 ; Candas et al., 2002 ; Janmaat et Myers, 2003 ; Raymond et al., 2005 ; Tabashnik
et al., 2008 ; Kruger et al., 2009 ; Dhurua et Gujar, 2011 ; Gassmann et al., 2011 ;Jurat-
Fuentes et al., 2021).

Les effets chroniques de Btk ont été étudiés sur 24 générations de D. melanogaster en
utilisant des tests de toxicité standard. La résistance a été évaluée en mesurant la mortalité toutes
les 3 générations. Les taux de mortalité étaient élevés pour les premieres générations F3(82%)
pour une concentration la plus élevée de (100 mg/l), mais ont diminué au fil des génerations
jusqu'a atteindre 3% pour la F24. L’utilisation de trois concentrations différentes dans
I’intensité, cela n’a pas empéché la drosophile de développer une résistance. Une étude similaire
a été conduite par (Singh et Morton ,1981) avec un insecticide différent le malathion a montré
que quelle que soit l'intensité de la toxine utilisée dans le régime alimentaire, D.melanogaster

a développeé une résistance en huit génerations.
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Les insectes qui sont constamment en contact avec le Bt et ses toxines ont trés probablement
une défense cellulaire innée accrue, et par conséquent, ils subissent des adaptations
physiologiques qui sont resistante a I'action insecticide du Bt (Loseva et al., 2001).

La gestion de la résistance des insectes a ces toxines a été considérée comme la clé du
succes et de la durabilité de cette technologie. On distingue trois types de mécanisme de
résistance qui se traduisent par des modifications biochimiques, physiologiques et
comportementales. La résistance biochimique se situe au niveau cellulaire. La résistance
physiologique s’exprime au niveau des tissus et organes. La résistance comportementale
s’observe au niveau de I’insecte qui présente un comportement différent (Haubruge et
Amichot, 1998). La résistance comportementale peut étre définie comme I'ensemble des
modifications comportementales induites chez les individus affectés par les pesticides par
rapport a leur comportement normal qui constitue la premiére barriere ou mécanisme de
détoxification pour eux (GOmez et al., 2017).

Depuis la mise en évidence de mécanismes comportementaux dans la résistance aux
insecticides, en 1956 (Lockwood et al., 1984). Il est important d'étudier les schémas
comportementaux des insectes afin d'¢élucider le mode d'action des insecticides nouveaux et
conventionnels, et leur réponse dans I'environnement en minimisant leur contact avec la matiere
toxique (VonKeyserlingk et al., 1985).

Le comportement est 1’action des individus en réponse a leurs environnements interne
et externe est un phenotype tres complexe. Cette variation phénotypique permet aux individus
d’adapter leurs réponses comportementales face a un environnement variable et incertain
(Philippe, 2015). La résistance comportementale aux insecticides, a souvent été démontré
(Lockwood, 1984 ; Sparks et al., 1989), elle a été décrite chez les diptéres affectés par les
organochlores,, les organophosphates, les carbamates et les pirétrinoides (Rolff et Reynolds,
2009).

L’étude de comportement sexuel des adultes issus du traitements des extraits aqueuXx et
éthanoliques de C.colocynthis a montré qu’il y a des perturbations dans le déroulement de la
parade sexuelle et d’accouplement chez les premiéres générations, ce phénoméne disparait chez
les générations avancées qui présentent des adaptations aux traitements utilisés. De nombreuses
études ont montré que le succés de I'accouplement peut étre influencé par de nombreux facteurs,
notamment les caractéristiqgues morphologiques (taille, forme et symétrie de certains traits)
(Markow&Ricker, 1992 ; Vishalakshi, 2011 ; Menezes et al, 2013 ; Pavkovié¢-
Ludi¢&Kekic¢, 2013 ; Snook et al, 2013 ; Trajkovi¢ et al., 2013), l'aptitude physiologique et

les modéles comportementaux. L'enrichissement de I'environnement peut également améliorer
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leur succés d'accouplement (Dukas et Mooers, 2003). En outre, I'expérience d'accouplement
antérieure, l'expérience sociale avec dautres mouches, ainsi que le role adaptatif de
I'apprentissage dans le contexte de la sélection sexuelle, ont fait l'objet de nombreuses
recherches (Mehren et al., 2004 ; Dukas, 2005 ; Polejack et Tidon, 2007 ; Ellis et Carney,
2010). La combinaison des actions comportementales et physiologiques des pesticides
botaniques empéche le développement de la résistance (Rice, 1993). Les connaissances sur le
mode d'action des insecticides disponibles aideront a déterminer les propriétés de nouveaux
composes qui peuvent étre idéalement adaptés pour modifier le comportement des insectes a
des doses qui peuvent étre utilisées de maniére sire et économique en agriculture (Haynes,
1988).

L'accumulation de Bt dans I'environnement, souléve la question rarement abordée des
effets secondaires potentiels d'une exposition chronique (une dose d'exposition continue et
croissante pendant une période prolongée) d'espéces non ciblées a des doses étonnamment
supérieures a celles qui sont recommandées. Les dipteres sont des insectes répartis dans le
monde entier, dont la plupart ne sont pas des cibles des formulations commerciales de Btk peu
de recherches ont été effectuées dans ce domaine. L’approche expérimentale d’une telle
résistance chez les diptéres n’est pas trop étudiée. Les preuves de la résistance comportementale
aux toxines Bt ont été étudiées chez un certain nombre de Iépidoptéres (Zalucki et Furlong
2017).

L'évaluation de la résistance sur 24 genérations de D. melanogaster nous a permis de
mettre en évidences les effets secondaires chroniques des formulations commerciales de Btk sur
les adultes. Il a été observé que les comportements sexuels étaient fortement perturbés, mais
ces perturbations ont disparu chez les générations les plus avancées. Les études de
comportement sexuel des dernieres générations ont montré les mémes resultats que les témoins.
L'exposition a la formulation de Btk tout au long du développement a probablement sélectionné
des individus résistants et/ou tolérants, (Babin et al., 2020).

L'utilisation excessive des biopesticides peut causer des effets secondaires chroniques
sur les espéces non ciblées, comme observé chez D. melanogaster. Cependant, ces effets ont
tendance a disparaitre chez les générations les plus avancées, probablement en raison de la
sélection d'individus résistants ou tolérants. Il est donc important de surveiller I'utilisation de

ces produits et de prendre des mesures pour minimiser les effets secondaires potentiels.
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5. Conclusion :
Au cours de cette thése, nous avons pu mettre en évidence les effets directs et différés

de Citrullus colocynthis sur un organisme modele Drosophila melanogaster. Nous avons
observé des taux de mortalité significatifs lors de l'utilisation d'extraits aqueux et éthanoliques
de C. colocynthis. De plus, les concentrations sublétales de C. colocynthis ont eu des effets sur
l'olfaction et le comportement alimentaire des larves, ainsi que des perturbations du
comportement sexuel des adultes.

D’autre part nous avons évalué les effets toxiques du Btk contre D.melanogaster en tant
que une éspéce non cible. Les résultats des tests toxicologiques ont révélé que Btk peut
provoquer des taux de mortalité appréciable contre les larves de D.melanogaster. L’étude des
effets sublétaux montrent que Btk a des répercussions sur 1’olfaction et comportement
alimentaires des larves ainsi qui il a diminué significativement le taux de réussite des
accouplements.

En outre, nous avons évalué le phénomene de la résistance sur 24 générations, avec trois
concentrations différentes pour chaque type d’extraits testés. Quelle que soit l'intensité de la
concentration utilisée, cela n’a pas empéché les individus de drosophile de développer une
résistance. L’étude du comportement sexuel des adultes issus des différents traitements
appliqués a montré que les adultes testés présentent des adaptations aux traitements en fonction
de I’évolution des générations. Ce qui nous a permis de sélectionner différentes souches
résistantes. Il est possible que cette résistance soit le résultat d'une adaptation génétique au fil
des générations, mais des recherches supplémentaires seraient nécessaires pour le confirmer.

Enfin, cette étude pourrait également étre developpée pour explorer d'autres aspects tels

que :

L'analyse de la composition chimique des extraits de C. colocynthis pour identifier les

composants responsables des effets observeés.

e L'étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance au C. colocynthis,
cela pourrait inclure I'analyse des génes impliqués dans la résistance et la régulation de
ces génes chez D. melanogaster.

o L'étude de I'effet de C. colocynthis dans la nature, pour évaluer si cette plante peut avoir
des conséquences écologiques réelles

e L'étude des mecanismes d'action de Btk sur les genes et les protéines impliqués des

effets observés.
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