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Introduction générale

1. INTRODUCTION GENERALE

Les Culicidae ou moustiques, sont capables de s'adapter a diverses conditions climatiques
ou a des changements des conditions environnementales (Clements, 2000; Becker et al., 2010),
et donc de coloniser des écosystemes tres variés. Ainsi ils sont présents sur tous les continents
a I'exception de I'Antarctique, a proximité des étendues d'eau permanentes, ou temporaires,
fortement polluées ou pures, grandes ou petites; méme les plus petites accumulations d'eau
dans les seaux, vases, pneus, empreintes de pas sont des habitats larvaires potentiels (Cléments,
2000).

Les moustiques représentent le groupe d'Arthropodes ayant I'impact sanitaire et vétérinaire le
plus important (Marquardt, 2005). Leurs pigures peuvent causer de séveres irritations pour
I'Homme et les animaux (Takken & Knols, 2007; Becker et al., 2010). Dans quasiment toutes
les espeéces de moustiques, les femelles obtiennent les protéines nécessaires pour le
développement des ceufs par nourriture de sang des vertébrés. Cette prise directe du fluide dans
les capillaires sanguins par une piqure, ne se résume pas seulement au désagrément passager
(Failloux & Rhodain, 1999). Cette prise de sang va permettre a différentes formes de vie (virus,
protozoaire, vers nématodes) d'exploiter les moustiques comme voie de transferts vers les hotes
vertébrés, pour la réalisation de leur cycle biologique.

Les maladies vectorielles, dont celles transmises par les moustiques, sont l'un des
problemes majeurs de santé publique a travers le monde. Ces maladies ont connu recemment
une forte recrudescence (Morrens et al., 2004) et représente aujourd’hui 14% des maladies
infectieuses et 28% des maladies émergentes (Jones et al., 2008) qui pesent lourdement sur la
santé publique et I'économie mondiale (Morrens et al., 2004; Jones et al., 2008; Suaya et al.,
2009). L'augmentation des échanges internationaux ainsi que le réchauffement climatique, ont
permis a certaines especes de moustiques de coloniser rapidement de nouveaux milieux (Patz
et al., 1996; Benedict et al., 2007). Ces flux migratoires ont entrainé une propagation mondiale
de maladies jusque-la endémiques de certaines régions du globe (Gould et al., 2010; Weaver &
Reisen, 2010; Thai & Anders, 2011). On citera par exemple le Virus du West Nile (VWN) qui
sévissait principalement en Tunisie et en Israél jusqu'en 1999 (Jia et al., 1999). Dans la région
du Maghreb, le VWN a été responsable d'épidémies en Algérie (1994) et en Tunisie (1997) et
d'épizootie au Maroc (1996) (Le Guenno et al.,1996; El Harrak et al.,1997; Triki et al., 2001).
Deés lors, le virus a sévi a plusieurs reprises au Maroc (2003, 2008 et 2010) et en Tunisie (2003,
2008, 2011) (Garboudj et al., 2003; Shufenecker et al., 2005, Figuerola et
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al., 2009; Ben Hassine et al., 2011). Depuis son introduction @ New York il ya plus de 10 ans,
il n'a cessé de progresser aux états unis ou il s'est durablement installé ainsi qu'au Canada et au
Venezuela (Petersen & Hayes, 2004; Venkasetan & Rasgon, 2010).

Méme si les facteurs ne sont pas encore totalement connus (changements climatiques) pour
les uns (Guillet, 2001), mondialisation des échanges économiques et humains pour les autres
(Gratz, 1999; Loubinos & Conn 2000), les maladies comme le paludisme, les filarioses, les
encéphalites, la dengue et les fievres hémorragiques apparaissent aujourd'hui en recrudescence.
Ces maladies ont une importance sanitaire et socio- économique qui s’est accentuée avec les
changements que subit le monde. En effet, les changements climatiques et anthropiques
déclenchent I’émergence, la réémergence ou la recrudescence inattendue de certaines maladies
vectorielles. Pour certaines maladies, comme le paludisme il n'existe pas de vaccins, des
médicaments prophylactiques existent pour limiter l'infection mais plusieurs molécules
commencent & montrer leurs limites a cause du développement de mécanismes de résistance
chez les parasites (OMS, 2009). Pour la dengue, aucun vaccin ni traitement spécifique n'est
encore disponible. Aussi, le contrdle de ces populations vectrices s'avere d'autant plus difficile
car celles-ci sont en voie d'expansion. Pour ces maladies, le principal moyen de lutte reste le
contréle des populations de moustiques (Tolle, 2009; Becker et al.,2010).

La lutte contre les moustiques et les pathogénes gu'ils transmettent s'effectue a différentes
échelles, de I'élimination des gites larvaires a la sensibilisation des populations autochtones.
L'utilisation des répulsifs appliqués directement sur la peau ou imprégnés sur les vétements,
moustiquaires et rideaux, tels que le Diethyl Toluamide (DEET) répulsif conventionnel ou
I’EthylButylacetylaminopropionate  (I'lR3535) répulsif  biologique, est également
recommandée (Fauld et al., 2010).

A une échelle plus globale, les premiers moyens de lutte furent I'élimination de certaines
zones humides permanentes ou temporaires (étangs, marais, marécages, étangs d'eau
printaniere), habitats naturels du moustique. Une prise de conscience de la valeur patrimoniale
et écologique des zones humides, véritables oasis de biodiversité, a rapidement conduit a
I'abandon de cette méthode en milieu rural, d'ou le développement de stratégies nouvelles de
luttes contre les moustiques. C'est ainsi que les premieres luttes insecticides ont commencé
avec la lutte chimique, utilisée a I'encontre a la fois des adultes et des larves de moustigques. La
lutte a l'aide d'insecticides est actuellement le moyen le plus efficace pour lutter contre les
moustiques. La découverte de la grande efficacité du DDT (Dichloro iphényl Trichloroéthane),

premier insecticide de synthése, contre divers Arthropodes, a valu le prix Nobel de médecine
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a Paul Hermann Miiller en 1948. La fabrication facile et peu colteuse de cet organophosphoré
a permis son utilisation massive dans le monde entier afin de controler les populations
d'insectes, notamment les moustiques dans la lutte contre la dengue et la malaria dés 1945.
Cependant, a peine un an apres le début de son utilisation pour la démoustication, les premiers
cas de résistance ont été identifiés (Brown & Pal 1971; Hemingway & Ranson, 2000). Une
deuxieme génération d'insecticides est apparue pour contourner ces résistances, tels que les
organophosphorés et carbamates et les pyréthroides de synthese. Tous ciblent la transmission
de Tlinflux nerveux au niveau synaptique, soit en bloquant l'acetylcholinestérase
(organophosphores, carbamates) soit en perturbant les canaux a sodium voltage-dépendant
(organochorés, pyréthroides). Tres persistants dans l'environnement et peu specifiques, ces
insecticides ont entrainé une adaptation rapide des moustiques et l'apparition de résistance,
diminuant leur efficacité (Hemingway & Ranson, 2000). L'application abusive et désordonnéee
de ces insecticides dits conventionnels ont provoqué non seulement, des altérations de
I'environnement, mais eégalement des perturbations au niveau de plusieurs systemes
physiologiques (croissance, reproduction et métabolisme) chez les organismes non ciblés. Pour
pallier cette situation, les recherches ont été orientées vers le développement d'une troisieme
génération d'insecticides comprenant notamment les insecticides biologiques parmi lesquels
deux grands types ont été utilisés a I'encontre des moustiques.

Le premier type est l'utilisation d'un poisson larvivore Gambusia affinis (Coykondall, 1980;
Bendali-Saoudi et al., 2001) et Gambusia holbrooki (Pates & Curtis 2005). Le deuxiéme type
est l'utilisation des toxines produites par Bacillus sphaericus et Bacillus thuringiensis var.
israenlensis (Bti) (Bendali, 1989; Karch et al., 1992; Kumar et al., 1996; Charles & Nielsen-
Leroux, 2000; Regis et al., 2001). Cependant, de forts niveaux de résistance vis a vis du B.
sphaericus ont été observées en populations naturelles (Yuan et al., 2000; Nielsen-Leroux et
al., 2002). Les résistances au Bs. phaericus n'entrainant aucune baisse de sensibilité au Bti, il
est actuellement autorisé en démoustication uniquement en combinaison avec le Bti (Regis et
al., 2001).

Egalement des nouveaux composés agissant au niveau physiologique ont été synthétisés. Ils
sont designés sous le terme de régulateurs de croissance d'insectes ou IGRs (Insect Growth
Regulators) (Dhadialla et al., 1998). Ces insecticides sont des composés qui altérent le profil
normal du développement chez les insectes et causent des disfonctionnements métaboliques et
un développement asynchrone ce qui provoque la mort de I'insecte. Ces composés regroupent
les mimétiques de I'normone juvénile, les agonistes et les antagonistes de I'ecdysone ainsi que

les inhibiteurs de la synthese de la chitine (Chui et al., 1993).
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Cette nouvelle génération d'insecticides semble avoir fait ses preuves dans la lutte contre les
moustiques et les simulies néarctiques aux Etats-unis d'’Amérique et au Canada (Mulla &
Darwazeh 1975; Dame et al., 1976; Thompson & Adams 1979; Axell, et al., 1980; Mian &
Mulla 1982). Ces molécules agissent sur des processus physiologiques et biochimiques
specifiques chez les organismes visés (Dhadialla et al., 2005) soit par le biais des deux
principales hormones du développement (hormone juvénile et ecdystéroides) ou encore par le
biais de la synthése de la chitine, composé majeur de la cuticule (Gade et al., 1997). Les IGRs
peuvent interférer avec le fonctionnement du systeme hormonal des insectes de différentes
fagons. Ces derniers peuvent imiter 1’action de hormone naturelle, ils se fixent alors sur le
récepteur cellulaire et entrainent une réponse normale : effet agoniste. lls peuvent se lier au
récepteur hormonal et empécher 1’émission d’un signal, ils entravent alors ’action des
hormones : effet antagoniste. La toxicité de ces insecticides a été largement étudiée sur
plusieurs organismes Visés, les agonistes et antagonistes de I’hormone juvénile (Lim & Yap,
1996; Aribi et al., 1999, 2006, Hamaidia & Soltani, 2014), les inhibiteurs de la synthese de la
chitine (Degheele, 1990; Rehimi, 1993; 2004; Soltani et al, 1996; Oberlander et al., 1998;
Rehimi & Soltani, 1999; Soltani et al, 1999; Djeghader et al.,2013) et les agonistes et
antagonistes de I’hormone de mue (Aribi et al., 1999 ; Smagghe et al., 1999, 2000 ; Soltani et
al., 2002 ; Taibi et al., 2003 ; Boudjelida et al.,2005; Kilani-Morakchi et al., 2009, Djebbar
2009; Amira, 2014 Bouzereaa, 2014; Selmane-Meskache,2014). Les analogues de 1’hormone
juvénile notamment (le méthoprene, pyriproxiféne et le fenoxycarbe) retardent la
métamorphose et rallongent donc la phase larvaire, ce qui conduit a la mort de I’insecte. A
I’opposé, les analogues de I’ecdysone (tébufénoside, halofénozide, meéthoxyfénozide)
accélérent les processus de mue. De maniere générale et globale, toute absorption d’hormones
exogenes ou d'analogue de synthése (agonistes ou antagonistes) par l'insecte cible, entrainerait
I'interruption de son développement ou des anomalies dans sa croissance (Dhadialla et al.,
2005).

Ma these vise a apporter des connaissances sur les espéces de culicidés inventoriées dans
le lac des Oiseaux, ainsi que I'impact d'un analogue de I'hormone de mue le méthoxyfénozide
sur le moustique prédominant du lac, Culiseta morsitans, espece a intérét vétérinaire. Elle

s'articule autour de trois axes structurés en trois chapitres:

Axe 1: Inventaire. Des inventaires ont été établis dans deux sites différents du lac des
Oiseaux (Sud et Sud-est).
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Axe 2: Toxicité. Le méthoxyfenozide (RH-2485), a été testé sur les larves du dernier stade
(L4) de Culiseta morsitans avec la détermination des concentrations létales (CLso et CLgo).

Les différents types morphogénétique sont également exposés dans le chapitre 2.

Axe 3: Métabolites et reproduction. L'efficacité du méthoxyfénozide a été testé sur la
composition biochimique, développement et divers paramétres de la reproduction
(fécondité, fertilité et stérilité) chez Culiseta morsitans.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Présentation de la zone d’étude

La région d'El-Tarf se situe a I’extréme Nord-est de I’ Algérie donc frontaliére avec la
Tunisie. Elle s’étend sur une superficie d'environ 2 891 Km?, au Nord elle est limitée par la
mer méditerranée, au Sud et au Sud-ouest par les wilayas de Souk-Ahras et de Guelma, a
I’Ouest par la wilaya d’Annaba et a I’Est par la frontiere Algéro-tunisienne (Figl). Cette
région abrite plusieurs sites humides classés par la convention de Ramsar 1971 (marais de
la M’kharda, lac des Oiseaux, lac Noir, Aulnais de Ain Khiar, lac Oubeira et lac Tonga) et

forme ce qu’on appelle le complexe humide d’El-kala.

2.1.1 Description générale et localisation du lac des Oiseaux

Le lac des Oiseaux est situé a 36° 47’ de latitude Nord et 0,8° 7° longitude Est, il doit son
nom au grand nombre d’oiseaux migrateurs qui y passent I’hiver (Samraoui et al ., 1992). Ce
lac se situe a 45 km respectivement, a I’Ouest et a I’Est des villes d’El-Kala et d’ Annaba. C’est
un lac d’eau douce d’une superficie de 70 hectares en période hivernale et 40 hectares en
période séche. Seul un chemin de Wilaya le sépare de la partie la plus orientale du Marais de
la Mekhada, avec lequel il partage le méme bassin versant. C’est une cuvette qui se penche
vers Koudiat Nemlia au Nord et au Nord-Est et djebel Bou Abed au Sud et au Sud-Est).
L’alimentation hydrologique se fait naturellement par les eaux superficielles du ruissellement
du bassin versant et par les eaux souterraines des grés de Numidie du Sud. Le lac a connu trois
assechements au total, le dernier remonte a I’année 1992 ou il a été mis en culture pendant I’ été
(Gehu et al., 1993). Le fond argileux et sablonneux du lac explique sa permanence a 1’eau
(Samraoui et al., 1992). Les rives du lac sont : Sablonneuses en surface et argileuses en

profondeur au Sud-Est et riches en humus avec de 1’argile épaisse au Nord-Est.

2.1.2 Végetation aquatique

L’eau libre du lac est occupée de I’extérieur vers ’intérieur par une variété d’espéces
(Samraoui et al., 1992) . Les berges sont recouvertes sur une large bande (cing métres environ)
de Scripes, de Typha, de Renouées et de Roseaux, la végétation émergee pénetre par endroits

jusqu’a 70 meétres vers I’intérieur du lac (Fig 2).
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Figure 1. Situation géographique de la zone d’étude
(http//: www.google.(dz.maps)
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Figure 2. VVégétation du lac des Oiseaux (A, B)
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2.1.3 Choix des stations

Le lac des Oiseaux (wilaya d’El Tarf), a été choisi comme terrain d’étude. Cette zone
présente une grande richesse écologique, abritant de nombreux oiseaux résidents et
migrateurs et de nombreuses espéces de moustiques. La systématique des vecteurs constitue
les fondations de I’entomologie médicale et vétérinaire, d’ou notre intérét d’y contribuer par
I’identification des espéces de moustiques, avec pour objectif la détermination taxonomique
grace a des logiciels d’identifications. Les zones humides sont essentielles a la diversité des
étres vivants. Malgré une superficie réduite le lac des Oiseaux est I’habitat d’une grande
diversité faunistique et floristique (flore, Oiseaux d’eau, Insectes, Batraciens, et Poissons).
L’alimentation se fait naturellement par les eaux superficielles de ruissellement du bassin

versant et par les eaux souterraines.

En fait le choix des gites larvaires a été fait aprés prospections sur le terrain. Les
criteres de choix ont été basés sur les parametres essentiels suivants: la présence des larves,
la profondeur, la végétation et I'accessibilité surtout. Au cours de cette prospection deux
gites larvaires on été retenus, Sud et Sud-Est du lac (Fig 3). L’étude portant sur la diversité
culicidienne du lac des Oiseaux s’est déroulée durant I’année 2008-2009. Cette étude est
basée sur la récolte des larves. L’échantillonnage a été fait dans deux sites différents du lac
(Sud et Sud-Est). La périodicité de récolte des larves de moustiques était bimensuelle. Les
prélévements sont effectués ’aide d’une louche laquelle est déplacée d’un mouvement
uniforme et sans remous. Les échantillons pré-imaginaux récoltés sont acheminés au
laboratoire, ou un tri des larves et des nymphes est effectué. Les nymphes sont placées dans
des récipients contenant de I’eau du gite, puis déposées dans des cages jusqu’a 1I’émergence,
tandis que les larves ont été élevées dans des gobelets en plastique. L’eau des gobelets est une
eau déchlorurée dans laquelle nous avons ajouté des aliments pour poisson d’aquarium. Cette
eau est renouvelée une fois tous les trois jours. Les nymphes obtenues sont ensuite introduites
dans des gobelets contenant de 1’eau déchlorurée, et transférées dans des cages (20x20x20
cmd) dont l'armature est constituée de bois et les parois de tulle jusqu'a I'émergence des
adultes. Pour I’identification, les adultes sont aspirés délicatement de leur cage, mis dans des
petits gobelets en plastique voilés puis endormis avec de 1’éther. Ils sont ensuite mis sur des
lames puis identifiés sous la loupe binoculaire sur la base des criteres morphologiques définis
par un logiciel d’identifications : les Culicidae de I’ Afrique méditerranéenne (Brhunes et al.,
1999) .
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2 .2 Matériel d'étude

2.2.1 Présentation de la famille des Culicidae

Apparus il ya plus de 170 millions d'années, les moustiques ou Culicidae appartiennent a
la classe des Insectes de I'embranchement des Arthropodes. Caractérises par une paire d‘ailes,
ces Diptéres comptent plus de 3500 especes réparties majoritairement au sein de 3 genres
principaux Aedes, Anopheles et Culex (Resh & Cardé 2003). Grace a leurs fortes capacités
d'adaptation et de vol, ils sont aujourd'hui présents partout dans le monde.

Les moustiques sont des Insectes holométaboles. Leur développement passe par une phase
larvaire aquatique avant le stade adulte aérien nymphale (Clements 1992).
Le cycle de développement des Culicidae se distingue par deux phases distinctes :
- Un cycle pré imaginal qui se déroule en milieu aquatique et regroupe 1’ceuf, les quatre
stades larvaires, et la nymphe.

- Une phase aérienne qui concerne I’adulte ou imago ((Fig 4).

Le stade (Euf: L’ceuf comprend de I’intérieur vers I’extérieur ; I'embryon, la membrane
vitelline pellucide, un endo-chorion épais et un exo-chorion plus ou moins pigmenté et
ornementg, il est de 0,5 mm de taille (Rodhain et Perez, 1985). Au moment de la ponte il est
blanchéatre et prend rapidement, par oxydation de certains composants chimiques de la théeque
une couleur marron ou noire (Seguy, 1951). Les ceufs d’Anopheles sont pondus isolement a
la surface de 1’eau. Leur forme est plus ou moins ovoide et pourvue latéralement de flotteurs
leur permettant de conserver une position horizontale. Les ceufs d’dedes sont allongés, rétrécis
et montrent un réseau de fines dépressions. lls flottent horizontalement a la surface de 1’eau.
Les ceufs de Culex groupés en nacelle sont cylindro-coniques et se tiennent verticalement
(Pressat, 1905 in Lounaci, 2003).

Le stade larvaire : Les mues larvaires des Culicidae sont au nombre de quatre, les
trois premiers stades présentent généralement des caractéres chétotaxiques variables. Ce stade
est aquatique. Les larves de Culicidae se différencient des autres insectes aquatiques par
I'absence de pattes. Ces larves sont clairement constituées de trois parties une téte pourvue
d'une paire d'antennes. Un thorax plus large que la téte. Un abdomen pourvu au niveau du

huitiéme segment d'un siphon respiratoire.
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Le stade nymphal : A la fin du quatrieme stade de son développement, la larve cesse
de se nourrir et devient nymphe ou se fera la mise en place des organes de I’adulte. La durée
est relativement courte et varie selon la température. La nymphe ne se nourrit plus et subit de

profondes modifications anatomiques.

Le stade adulte : Une fois la métamorphose accomplie, les moustiques males
émergent en premier a la surface de I'eau suivis des femelles 24 a 48 h aprés (Rehimi, 2004).
Les adultes se nourrissent des saccharides généralement trouvés dans les nectars végetaux.
Aprés l'accouplement les femelles ont besoin pour le développement et la maturation de leurs
ceufs d'un apport important en protéines qu'elles I'obtiennent par I'intermédiaire d'un repas de
sang sur un héte vertébré. Les moustiques femelles n’ont besoin d’étre fécondées qu’une fois
dans leur vie. Aprés avoir pondu dans des gites larvaires, la femelle va partir a la recherche
d’un nouveau repas de sang. C’est a I’occasion de ce repas sanguin que la transmission de
I’agent pathogene se fait. Les femelles de certaines especes peuvent toutefois pondre sans

avoir pris de repas de sang, il s’agit alors d’une ponte autogéne.
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Figure 4. Cycle de développement des moustiques
(www.agglo-Var-Esterel-Méditerranée.fr/cycle moustique.htm)

13



Méthodologie

2.2.2 Modeéle biologique

Le modeéle biologique utilisé est un Culicidae prélevé dans le lac des Oiseaux (EI tarf)
lequel fera I'objet d'une étude systématique. L'espece la plus abondante du lac servira de

modeéle durant notre étude.

2.2.3 Présentation de ’insecticide

Le méthoxyfénozide (RH-2485), commercialisé sous le nom de Runner ou Intrepid,
Dow Agro Sciences, USA est le nom commun du N-tert-butyl-N'-(3-methoxy-o-toluoyl)-
3,5-xylohydrazide. Sa formule empirique C22H2sN203 et son poids moléculaire est 368,479
(Fig 5). Il appartient a la catégorie des insecticides du groupe des bisacylhydrazines qui sont
des agonistes de la troisiéme génération de 1I’ecdysone. Le méthoxyfnozide (RH-2485) est
un régulateur de croissance des insectes, agoniste de 1’hormone de mue, 20-
hydroxyecdysone (20 E), qui mime 1’action de I’hormone de mue en se fixant aux récepteurs
nucléaires spécifiques (EcRs) des ecdystéroides naturels (Wing et al., 1988 ; Carlson et al.,
1994, Oberlander et al., 1995). Son effet a éte observé in vivo sur le developpement et la
reproduction, il perturbe également la croissance des ovocytes et la production
d’ecdystéroides, (Dhadialla et al., 2005 ).

14
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Figure 5. Structure chimique des ecdystéroides et du méthoxyfénozide

(http://www.alanwood.net/pesticides/méthoxyfénozide).
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2.3 Méthode d'étude

2.3.1 Technique d'élevage

Les larves de Culiseta morsitans identifiées selon le logiciel: les Culicidae de I’ Afrique
méditerranéenne (Brhunes et al., 1999) proviennent du lac des Oiseaux. Cette espéce s'éleve
facilement. Elle est maintenue en conditions standardisées au laboratoire a une température
de 25 + 2°C et une humidité relative de 70 £ 5 %. Les larves sont élevées dans des récipients
contenant de I'eau déchlorurée et sont nourries tout au long de leur développement avec de
la nourriture pour poisson d'aquarium qui permet apport un protéique pour la vitellogénéese
(ne pas sur-doser la nourriture, car un fort développement bactérien produira un bio-film a
la surface pouvant asphyxier les larves). Une fois que les larves atteignent le stade nymphal,
elles sont disposées dans des cages d'élevage jusqu'a I'émergence. Des dattes ou raisins secs
suspendues dans la cage constituent la nourriture sucrée des adultes. Un repas sanguin est
nécessaire pour les femelles accouplées.

Les grandes cages sont privilégiées dans le cas d'élevages de masse. On optera pour les

petites cages pour les essais toxicologiques.

2.3.2 Traitement et test de toxicité

Une formulation du méthoxyfénozide 22,1 % de matiére active a été fournie par le
professeur Smagghe (Laboratoire d’ Agro zoologie Université de Gent, Belgique). Des essais
préliminaires basés sur une série de dilutions nous ont permis d’obtenir les concentrations
finales suivantes: 0,012, 0,024, 0,036, 0,048, 0,072 mg/L.

Dans ce travail nous avons testé les effets de I'exposition au méthoxyfénozide sur les larves
nouvellement exuviées du quatrieme stade de Culiseta morsitans. Les bioessais sont réalisés
selon les méthodes standardisées, préconisés par 1’organisation mondiale de la santé (OMS,
1983). Des lots de 25 larves sont répartis dans des gobelets contenant 200 ml d’eau
déchlorurée. Trois répétitions sont préparées par concentration avec un lot témoin pour chaque
répétition. Aprés 24h de traitement, les larves sont rincées et placées dans des nouveaux
récipients contenant de 1’eau déchlorurée et de la nourriture. Les taux de mortalité et de

malformations sont enregistrées quotidiennement jusqu’a 1I’émergence des adultes.

Les données de mortalité obtenues sont transformées en unité Probit. La linéarisation des

données est faite selon une droite de régression Probit = f (log dose) (Finney, 1971). De cette
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droite, on en déduit la CLsg et Clgo. La méthode de Swaroop (1957), précise I’intervalle de
confiance avec une probabilité de 95% deux paramétres sont nécessaires : Le premier

parametre est le slope, noté par (S), est donné par la formule

ClLgs/ CLsp+ CLso/CLis

2
Le 2éme paramétre est la f CL 50 est donnée par la formule :  f CL50=S2,77+/N

N : effectif total des individus morts entre 16 % et 84 %
Log f CL50 =log S 2,77""N

f CL 50 = Anti-log 2, 77 xS /YN

Limite supérieure= f CL 50x CL 50
Limite inférieure = f CL50/ CL50

2.3.3 Détermination des différents types morphogénétiques

Durant I'étude toxicologique, en plus des mortalités enregistrées apres 24 heures de

traitement, toute apparition anormale des individus est notée, jusqu'a I'émergence.

2.3.4 Dosage des métabolites

L’extraction des différents métabolites (lipides, glucides, protéines) a été réalisée selon
le procédé de (Shibko et al., 1966). Les larves des séries témoins et traitées avec le
méthoxyfénozide a la concentration létale (CLso) a différents ages (0, 2, 4, et 6 jours), ont
été prealablement pesées, puis respectivement placées dans des tubes eppendorf auxquels
nous avons ajouté 1ml d’acide trichloracétique (TCA) a 20%. L’essai est réalisé a raison de

trois réplications avec 5 larves par tube eppendorf et un témoin pour chaque répétition.

Aprés un broyage aux ultra-sons (Sonifier B-30) et centrifugation (5000 tours/mn
pendant 10mn), le surnageant | est récupéré et servira au dosage des glucides. Au culot I, on
ajoute 1ml d’un mélange éther/ chloroforme (V/V) et une deuxiéme centrifugation (5000
tours/mn pendant 10mn) permet de récupérer le surnageant Il qui permettra le dosage des
lipides ; le culot IT sera ensuite repris dans 1 ml d’eau distillée pour I’ estimation des protéines

totales.
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Les proteines totales ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise
le bleu brillant de Commassie G 250 (BBC) comme réactif [50 mg de bleu brillant de
Coomassie, 25 ml d’éthanol (95%), 50 ml d’acide orthophosphorique (85%) et compléter a
500 ml avec de I’eau distillée] et I’albumine de sérum de beeuf (B.S.A) comme standard (1
mg/ml) (Tab. 1). Les absorbances ont été lues a une longueur d’onde de 595 nm (Fig.6).

Le dosage des glucides a été réalisé selon Duchateau et Florkin (1959). Cette
méthode utilise I’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide sulfurique et 25
ml d’eau distillée) et une solution mére de glucose (1 mg/ml) comme standard (Table. 2). Les
absorbances ont €té lues a 620 nm (Fig.6).

Les lipides ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al., (1972) utilisant la
vanilline comme réactif et une solution mere de lipides [2,5 mg d’huile de table dans 1 ml de
solvant éther/chloroforme (\V/V)] comme standard (Tab. 3). Les absorbances ont été lues apres
30 minutes a une longueur d’onde de 530 nm (Fig. 6).

Tous les dosages ont été effectués sur des fractions aliquotes de 100 pl et les taux des
différents métabolites ont été quantifiés grace aux équations des droites de régression

déterminées a partir des courbes de références.

Tableau 1 : Dosage des protéines totales chez Culiseta morsitans: réalisation de la gamme
d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére d*albumine (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4ml 4ml 4ml | 4ml | 4ml 4ml
Quantité d'albumine (ug) 0 20 40 60 80 100

Tableau 2: Dosage des glucides chez Culiseta morsitans: réalisation de la gamme
d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de glucose pg/L) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ug/L) 100 80 60 40 20 0
Réactif d'anthrone (ml) 4ml 4ml 4ml | 4ml | 4ml 4ml
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Tableau 3 : Dosage des lipides totaux chez Culiseta morsitans: réalisation de la gamme

d’¢étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant éther/chloroforme (1V/1V) 100 | 80 60 40 20 0
Réactif de vanilline (ml) 25 | 25 2,5 2,5 2,5 2,5
Quantité de lipide (mg) 0 50 100 | 150 | 200 250
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5 LARVES
v

1 ml (TCA 20 %)
v

Broyage (Ultrasons)

Centrifugation (SOO(i tours/min, 10min)

v v
SURNAGEANT I CULOTI
v v
Dosage aliquote (100pl) 1ml éther / chloroforme (V/V)
v v
4 ml d’anthrone Centrifugation (5000 tours/min, 10min)
v v
Chauffage (80°C, 10min)
SURNAGEANT I1 CuLoT Il
v

Aliquote (100ul) 1 ml NaOH (0,1N)
Evaporation totale Agitation

v

Lecture (absorbance a 620nm)

v
GLUCIDES

v
(Duchateau et Florkin.,1959)

X !

1 ml acide sulfurique

* Dosage aliquote (100pl)
Agitation
i Agitation
Chauffage (100°C, 10min) l
v
Dosage aliquote (100ul) Dosage aliquote (100pl)
v
2,5 ml de vanilline 4ml de BBC
v
Lecture (absorbance a 530nm)  Lecture (absorbance a 595nm)
' v
LIFiIDES PROTEINES
(Goldsworthy et al., 1972) (Bradford, 1976)

Figure 6. Principales étapes d’extraction des métabolites : protéines, glucides, lipides
(Shibko et al., 1966).
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2.3.5 Détermination de la durée de développement

Dans cette étude nous avons testé le méthoxyfénozide sur la durée de developpement des
larves du quatrieme stade et des pupes de Cs. morsitans. Chaque essai comporte 25 larves du
quatrieme stade nouvellement exuviées qui sont exposées pendant 24 heures avec le
méthoxyfénozide a une concentration létale (CLso) dans des récipients remplis d’eau
déchlorurée d’une contenance de 200 ml. L’essai est réalisé a raison de trois réplications. Des
lots témoins sont utilisés. Apres 24 heures, les larves sont rincées et placées dans des nouveaux
récipients. Les larves sont nourries jusqu’a I’émergence.

Le suivi de la durée de la nymphose et de la mue imaginale s’est déroulé quotidiennement par
le comptage des exuvies larvaires, des exuvies des pupes ainsi que le comptage des individus

transformés en pupes et adultes le pour les traités et les témoins.

2.3.6 Détermination du potentiel reproducteur

Les bioessais ont éte réalise sur les L4 nouvellement exuviées de Cs. morsitans.
L’expérience consiste a exposer des larves a différentes concentrations 0,012, 0,024, 0,036,
0,048 et 0,072 mg/L respectivement pendant 24 h dans des récipients remplis d’eau d’une
contenance de 200 ml. Chaque concentration est réalisée en triplicats a raison de 25 larves
par gobelet avec un témoin pour chaque réplication. Apres 24 heures, les larves sont rincées
et transférées dans d'autres récipients et nourries tous les deux jours. Dans le but de déterminer
la fécondité (nombre total d'ceufs pondus) et la fertilité (pourcentage d'éclosion des ceufs), les
pupes nouvellement formées sont placées dans des récipients d'eau puis transférées dans des
cages jusqu'a I'émergence des adultes. C'est sur ces adultes ayant survécu au traitement que
s'est déroulée notre étude. Aprés accouplement et deux a trois jours aprés la fécondation les
femelles regoivent un repas sanguin. Le nombre d'ceufs pondus et le nombre d'ceufs éclos sont
comptés quotidiennement. La stérilité (SI) exprimée en (%) est obtenue selon la formule de
Topozzada (1966) :

% Stérilité = [100 - (Ft x Fet/ Fcx Feg)] X100
Fi = fécondité des femelles traitées
Fe; = fertilité des femelles traitées
Fc= fécondité des femelles témoins

Fec = fertilité des femelles témoins
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2.3.7 Analyses statistiques

Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins I'écart type pour chaque groupe
d'expérience. Elles ont fait I’objet d’une analyse de la variance (ANOVA) a un seul critére de
classification. Le test de Tukey a permis de classer les concentrations utilisées en groupes
selon leurs effets. Enfin, la comparaison des moyennes deux a deux a été faite avec le test t de
Student. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel MINITAB (Version 16,

Penn State College, PA, USA) avec un seuil de signification p < 0,05.
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1. INTRODUCTION

Chez beaucoup d’espéces de moustiques (Diptéres Nématoceres de la famille de Culicidés)
les femelles sont hématophages. Ce groupe forme une grande famille homogene et
specifiqguement tres diversifiée comprenant 2800 a 3000 espéces réparties especes réparties
dans le monde entier (Rodhain & Perez, 1985 ; Knight & Stone, 1977). En Algérie, les plus
anciens travaux réalisés sur les Culicidae d’ Algérie remontent au si¢cle dernier, les recherches
effectuées ensuite par (Clastrier, 1941) constituent avec les travaux de Senevet & Andarelli
(1954, 1956) une étape importante dans la connaissance de la faune Culicidienne Algérienne.

Au cours des dernieres années, la faune Culicidienne d’Algérie a fait 'objet d’un grand
nombre de travaux qui s’intéressent plus particulierement a la systématique, des moustiques
des différentes régions du pays. Dans la région de Guelma les travaux de (Bouina, 2008), de
Souk- Ahras les travaux de (Hamaidia, 2014), de Tebessa les travaux de (Djebar, 2009;
Bouabida, 2012; Bouaziz, 2012 et Aissaoui, 2014), de Constantine les travaux de (Berchi,
2000), de Mila les travaux de (Messai et al., 2010), de Collo les travaux de (Boudemagh et
al., 2013), et plus au nord dans la région d’ Alger et Tizi-ouzou les travaux de (Lounaci, 2003).
A I’Ouest du pays, des études bioécologiques ont été menées sur les moustiques de Tlemcen
(Metge & Hassaine, 1998). Dans la région d’Annaba les travaux sur les moustiques de
plusieurs auteurs sont a mentionner (Bendali, 1989; 2006; Rehimi, 1993, 2004 ; Bendali et
al., 2001; Boudjelida et al., 2005).

La faune culicidienne de I’ Afrique du Nord est composée de 66 especes appartenant a deux
sous familles, en sept genres et en dix sous genres (Brhunes et al 1999) dont la richesse varie
considérablement d’un pays a ’autre (Brhunes et al, 2000). En Algérie seules les deux sous
familles Anophelinae et Culicinae sont représentées (Kettle, 1990), avec six genres:

Anopheles, Aedes, Culex, Culiseta, Orthpodomyia et Uranotaenia.

Certains pathogenes ayant évolué du systéeme moustique / vertébrés assurent ainsi leur
transmission que 1’on qualifie de vectorielle. Les moustiques constituent le groupe de vecteur
le plus important en santé publique, transmettant entre autre le paludisme (Anopheles), la
fievre jaune et la dengue (Aedes aegypti) et la filariose lymphatique (Culex) (Guillomot,
2006). Ces maladies vectorielles peuvent générer de fortes mortalités et morbidités chez
I’homme (WHO, 2004).
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A Texception de certaines maladies humaines comme la dengue urbaine, la plupart des
maladies a transmission vectorielle sont des zoonoses (touchent les animaux) ou I'nhomme est
le plus souvent un hote accidentel. Au début des années 2000, une maladie vectorielle a
occupé le devant de la scéne scientifique et médiatique, c’est la fievre du Nil occidental ou
fievre West Nile. C’est un exemple d’arbovirose émergente. Cette maladie endémique est
largement distribuée en Afrique subsaharienne (Murgue, et al., 2001; Zeller & Shuffenecker
2004). Le virus du West Nile a longtemps été considéré comme un arbovirus peu pathogéne
(Rodhain & Perez 1985), mais depuis, des épidémies ont été reportées dans le bassin
méditerranéen (Murgue et al., 2001). Des épidémies de plusieurs dizaines a centaines de cas
sont recensés en Algerie en 1994 (Le Guenno et al., 1996), en Tunisie en 1994 (Triki et al.,
2001).

Les Oiseaux sont considérés comme les hdtes naturels du virus du West Nile et d'autres
arbovirus. Cette hypothése s’appuie sur I’isolement régulier du virus West Nile chez les
oiseaux a travers le monde (Work et al., 1953 ; Bashkirtev et al, 1969 ; Berezin 1971).
L’Algérie comme les autres pays du Maghreb présente des conditions propices au
développement du vecteur et se trouve sur le trajet de milliers d’oiseaux migrateurs provenant
des pays d’Afrique et d’Europe. Les cycles de transmissions du virus West Nile ou encore du
virus de I'encephalite équine de l'est (EEE) impliquent les oiseaux comme hotes amplificateurs
et les moustiques du genre Culex et Culiseta comme principaux vecteurs. La lutte anti-
vectorielle est un élément capital de 1’éradication de ces maladies. En effet pour mieux
connaitre la répartition de ces vecteurs et leur évolution, il est nécessaire d'entreprendre des
études bioécologiques qui permettront d'élaborer des stratégies de contrdle et de lutte contre
ces insectes nuisibles.

Ce travail réalisé principalement dans le lac des oiseaux nous a permis de prospecter les
différents sites, choisir les gites larvaires. Une fois cette premiére approche faite, des
prélevements des stades pré-imaginaux des moustiques ont été effectues et mis en élevage. Les
adultes émergés ont fait l'objet d'une étude systématique. Grace a un élevage de masse
I'identification des espéces s'est poursuivie également sur la descendance (2 générations), qui
nous a permis de déterminer et de confirmer I'espéce dominante du lac. Cet élevage a été
maintenu tout le long de notre travail. Plusieurs criteres ont été étudiés pour l'identification.

Nous donnerons une breve description pour chacune des espéces déterminées.
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2. RESULTATS

2.1 Inventaire des espéces de Culicidés

L’analyse des relevés dans la zone d’étude montre, montre que la faune culicidienne

est représentée par 6 espéces, appartenant a deux sous-familles : Anophelinae et Culicinae.

Les espéces inventoriées sont présentées dans la figure 7, ou chaque sous famille comprend

une espece de moustique. Il apparait ainsi qu’il ya une prédominance de la sous-famille des

Culicinae.

Dans la sous-famille des Anophelinae, nous distinguons une seule espéce : Anopheles

sacharovi. La sous famille des Culicinae comprend quatre genre et 6 especes il s’agit de

Culex theileri, Culiseta morsitans,

Uranotaenia unguiculata.

Culiseta ochroptera, Orthopodomyia pulcripalpis et

Culicidae

Anophelinae

l

Anopheles sacharovi (Favre 1903)

Culicinae

Culex theileri (Theobald, 1903)

Culiseta morsitans (Theobald, 1901)
Culiseta ochroptera (Peus, 1913)
Orthopodomiya pulcripalpis (Rondani, 1872)
Uranotaenia unguiculata (Edwards, 1913)

Figure 7. Relevé des especes de Culicidae dans le lac des Oiseaux
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2.2 Abondance des espéces

Le tableau 4 illustre a la fois la composition et I’abondance des espéces de la zone d’étude.
Le relevé des especes de moustiques a révélé que Cs. morsitans est I’espéce la plus répandue
du lac, avec des taux variant de 32,32 jusqu’a 50,66% dans les gites Sud et Sud-Est
respectivement. L’espéce la moins représentée est An. sacharovi avec 9,23 % seulement dans

le Sud-est du lac.

Tableau 4: Abondance relative (%) des espéces de Culicidés dans les deux gites Sud et Sud- Est
du lac des Oiseaux.

Gites
Sud Sud-Est
Espéces
_ 9,23
Anopheles sacharovi
_ 21,53
Culex theileri
50,66 32,32
Culiseta morsitans
Culiseta ochroptera 16, 00 _
Orthopodomyia pulcripalpis 18,68 16,92
Uranotaenia unguiculata 14,66 20,00
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2.3 Présentation des especes inventoriées
Anopeles sacharovi Favre, 1903

Espece multivoltine, eurygame caractéristique des zones a climat chaud. Les adultes
hivernent en diapause incompléte dans les abris tels que les écuries ou étables. Leur activité
peut étre relancée si la température est élevée. L'aire de répartition de cette espéce comprend
les pays du bassin méditerranéen central et oriental ainsi que le Moyen-Orient. Les femelles
attaquent volontiers I'humain et sont également zoophile. L'espéce joue un rdle dans la
transmission du paludisme surtout au Proche- Orient. L'ornementation inter-oculaire présente

une touffe de longues écailles (Fig. 8) et l'aile présente des tdches marquées d'écailles sombres
(Fig. 9).

Figure 8. Ornementation inter-occulaire avec une Figure 9. Ornementation générale sombre avec
touffe de longues écailles d'Anopheles saccharovi (x60) tache d'Anopheles saccharovi (x40)
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Culex theileri Theobald,1903

L'espece Culex theileri présente dans la région d'étude est aussi signalée dans plusieurs
régions d'Algérie. Présente 2 ou 3 générations annuelles. La densité de ses populations est trés
variable d’une zone a ’autre ; elle est trés présente pendant les mois d’été et d’automne. Les
larves de cette espéce peuvent se rencontrer dans un grand nombre de gites telles que les eaux
douces, ou encore les eaux légerement salées, propres ou polluées. Les gites sont
essentiellement des mares, marais, rivieres, citernes, flaques résiduelles, sources, canaux
d'irrigation, riziéres. Ces gites présentent ou pas une abondante végétation. Cette espece
présente dorsalement des écailles claires et sombres. Les écailles crémes occupent la base des
segments ou elles forment des protubérances saillantes vers le milieu (Fig. 10).

Figure 10. Tergites abdominaux de Culex theileri (Gr x60)
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Culiseta ochroptera Peus, 1913

Culiseta ochroptera présente 2 générations annuelles. Les larves qui éclosent a la faveur des
pluies de l'automne, présente une diapause hivernale. Les premiers imagos émergent au
printemps. Une seconde génération apparait au début de I'été. Les larves se développent dans
les marécages tourbeux ombragés, ou encore en bordure des lacs. Cette espece sans importance
médicale ou vétérinaire se nourrit sur les oiseaux, rarement sur les mammiféres ou les humains.

Les palpes des adultes sont parsemés d'écailles claires (Fig.11). Le fémur est parsemé d'écailles

claires sur son 1/3 distal (Fig12).

Figure 11. Palpes parsemés d'écailles claires de Figure 12. Fémur parsemé d'écailles claires
Culiseta ochroptera (Gr x60). de Culiseta ochroptera (Gr x50).
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Orthopdomya pulcripalpis Rondani, 1872

Les larves de cette espéce se développent également dans les cavités naturelles, creusées
dans les troncs d'arbres, qui retiennent longuement de I'eau de pluie. Le développement pré-
imaginal est assez long, il peut durer jusqu'a un an. Le tarsomere 4 de la premiére patte est
plus court que le tarsomére 5 (Fig. 13). Les organes sensoriels portés a I'apex des tarsomére 5
sont dépourvus de pulvilli (Fig. 14).

Figure 13. Tarsomére 4 plus court que le 5
d'Orthopdomya pulcripalpis (Gr: x110)

Figure 14. Absence de pulvilli sur le tarsomere 5
d'Orthopdomya pulcripalpis (Gr: x250)

Uranotaenia unguiculata Edwards1913

Uranotaenia unguiculata est un moustique méditerranéen signalé pour la premiére
fois en Algérie par Senevet (1933).Les larves colonisent les marais herbeux peu profonds et
riches en matieres organiques d'origine végétale. Les femelles ne paraissent pas
anthropophiles et seraient autogenes. Les tergites abdominaux de l'adulte sont entierement

sombres (Figurel5); les franges d'écailles sont absentes sur I'alula des ailes (Figure 16).
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Figure 15. Tergites abdominaux sombres Figure 16. Absence de frange d'écailles sur
d'Uranotaenia unguiculata (Gr: x60). l'alula d'Uranotaenia unguiculata (Gr: x50).

Culiseta morsitans Theobald,1901

Le principal modéle biologique utilisé au cours de cette thése est le moustique Culiseta
morsitans (Théobald 1831) espece la plus abondante du lac, essentiellement ornithophile et
principal vecteur de I'Encéphalite Equine de I'Est (EEE) (Howard et al., 1994). Les femelles
sont peu agressives vis-a-vis des mammiferes. La faune aviaire représente le principal
réservoir de ce virus. Les larves apparaissent a la faveur des pluies d’automne. C’est une
espece univoltine qui se développe d’une manicre ralentie (Schaffner, 1992), hiverne au stade
de I’ceuf (Morris et al., 1976) et il ne se produit qu’une génération d’adulte de grande longévité
par saison (Wood et al., 1979). Les larves se développent dans les mares temporaires, mais
aussi dans les drains encombrés de végétation, dont I’eau est courante. Ces gites peuvent étre
ombragés ou ensoleillés. Les ceufs sont déposés isolement dans les dépressions inondables
dont le fond est tapissé de débris végétaux ou sur les berges des mares en cours d’assechement.
Les ceufs écloront en automne ou en hiver, lors de la mise en eau de ces gites. Les adultes

présentent des tergites abdominaux ornés de bandes antérieures claires (Fig 17).
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Figure 17. Tergites abdominaux avec bandes antérieures claires
de Culiseta morsitans (Gr x20).

La position systématique selon (Schaffner et al., 2001) est la suivante :

Embranchement Arthropoda

Sous embranchement Hexapoda

Classe Insecta

Sous classe Pterygota

Ordre Diptera

Sous ordre Nematocera

Famille Culicidae

Sous famille Culicinae

Genre Culiseta

Espéce morsitans (Theobald ,1901)

Dans I’ensemble, on observe une diversité des Culicidae dans la zone étudiée. Les résultats

rapportés montrent 1’existence de six especes appartenant a 2 sous-familles avec une
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prédominance de la sous-famille des Culicinae qui comprend : Culex theileri, Culiseta
morsitans, Culiseta ochroptera, Orthopodomyia pulcripalpis et Uranotaenia unguiculata La
sous-famille des Anophelinae est représentée par une seule espece : Anopheles sacharovi.
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Chapitre 2: Toxicité

1. Introduction

Les maladies a transmission vectorielle sont un des problémes majeurs de santé publique

a travers le monde. Potentiellement vecteurs de pathogénes, les moustiques (Dipteres
Nématocéres de la famille des Culicidés) constituent les insectes hématophages les plus
nuisibles (Duvallet, 2002). Tous les moustiques ne piquent pas I’homme, mais par le biais
du repas de sang, les espéces qui le font représentent une menace, car elles transmettent des
pathogénes a 1’hote par la salive injectée au cours de la piqiire. Les moustiques sont ainsi
impliqués dans la transmission de dizaines de maladies humaines ou vétérinaires comme le
paludisme, encéphalites, la dengue. Dans le cas de cette derniére I’agent pathogéne transmis
par un moustique du genre Aedes est un arbovirus du flavivirus, infectant chaque année 50
millions de personnes dans le monde (OMS, 2002). Dans le cas du paludisme, maladie
responsable d’un million de déceés chaque année et endemique dans 107 pays, un Protozoaire
du genre Plasmodiun est transmis par une femelle du genre Anopheles (OMS, 2005).
Les zones tropicales du globe sont les plus touchées parce que les conditions climatiques,
la diversité d’habitats favorisent la prolifération des moustiques, et que I’hygiéne et la santé
des populations humaines accroit leur vulnérabilité. Les milieux humides dans lesquels se
développent les moustiques sont des écosystémes complexes souvent exposés a des
perturbations environnementales importantes causées par ’accumulation des polluants
chimiques et agricoles.

Les premiers insecticides utilisés pour lutter contre des moustiques étaient des substances
naturelles comme la nicotine et la roténone. La premiére molécule de synthese, le DDT
(Dichlorodiphenyltrichloroethane) fut largement utilisée a travers le monde pour combattre
le typhus, les fievres des tranchées et le paludisme pendant la 2éme guerre mondiale (Smith,
2000). Lui succéderent une longue liste de molécules que I’on regroupe par familles aux
modes différents: les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates et les
pyréthrinoides. Malheureusement en plus de ’apparition de populations de moustiques
résistants, I’emploi massif et désordonné des insecticides présente un impact sur le systéme
écologique limitant leur utilisation, d’ou I’intérét croissant des recherches pour trouver de
nouveaux agents de lutte anti- vectorielle. Ce programme de recherche a mis au point
des composés nouveaux, plus sélectifs et a faible risque écotoxicologique préservant

I'environnement, comme les régulateurs de croissance des insectes (IGRS).
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Ce sont des produits de synthéses de troisieme génération (Williams, 1956). Ce sont des
insecticides biorationnels (Khater, 2011). lls ont une stabilité métabolique supérieure a
I'hnormone de mue endogéne (20E) (Retnakaran, et al., 1995). Leur affinité vis-a-vis des sites
biochimiques des insectes cibles (Ishaaya et al., 2005), perturbent leur physiologie et leur
développement (Retnakran et al,2005). Ces IGRs sont sélectifs et moins toxiques vis a vis
des organismes non ciblés (Schneider et al., 2008; Pinedae et al., 2011).

Les ecdysteroides présents chez les Arthropodes et les plantes, possédent diverses
applications, au niveau pharmacologique, médicinal et agricole (Reshma et al., 2013). Des
molécules non stéroides capables de déclencher une mue ont été développées. Ces agonistes
des ecdystéroides, représentés par les diacylhydrazines (dérivés des hydrazides de l'acide
benzoique: dibenzoylhydrazines) sont les derniers représentants d'une nouvelle classe
d'IGRs (Dhadialla et al., 1998; Dhadialla et al., 2005). Ce sont des composés non stéroidiens
(ne possédent pas de noyau stérol dans leur structure moléculaire mais leur action est
conservée). Administrés par pulvérisation ou par ingestion aux insectes ciblés, ces agonistes
miment l'action de I'nhormone de mue en se fixant aux récepteurs nucléaires spécifiques
(EcRs) des ecdysteroides naturels (Riddiford et al., 2000; Beckage et al., 2004; Dhadialla et
al., 2005; Paul et al., 2006). Ces agonistes perturbent le systeme hormonal en induisant des
mues létales et incompletes dans divers ordres d'insectes (Dhadialla et al., 2005; Dhadialla
& Ross, 2007, Soltani-Mazouzi et al., 2012), et la formation d'adultes malformés (Sundaram
et al., 2002; Bouzerra & Soltani-Mazouzi, 2012).

L'ensemble des molécules chimiques disponibles sur le marché sont toutes menacées par
des phénomenes de résistances des moustiques aux insecticides. La priorité actuelle consiste
donc a optimiser l'efficacité des insecticides existants et a prolonger leur durée de vie en
limitant les phénomeénes de résistance des moustiques. Une telle approche repose tout
d'abord sur une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans les phénomenes
de résistances.

Dans cette étude le méthoxyfénozide a éte testé sur des larves nouvellement exuviées du
quatriéme stade de Culiseta morsitans. Les concentrations létales (CLso et CLgo) ont été
évaluées sur la base des essais préliminaires. D'autre part, les types morphogénétiques ont

été enregistrés quotidiennement durant les essais toxicologiques.

35



Chapitre 2: Toxicité

2. RESULTATS

2.1 Toxicité du méthoxyfénozide (RH-2485) a I'égard des adultes de Cs. morsitans
et détermination des CLsget LCgo

Pour évaluer la mortalité directe et indirecte, on fait appel a des lots témoins qui ne
difféerent des lots traités que par I'absence de l'insecticide testé dans les milieux d'exposition.

2.1.1 Mortalité directe

Nos résultats ont montré clairement que l'exposition au méthoxyfénozide entrainait méme
aux faibles concentrations testées des effets toxiques. En effet, cette exposition était associée
a une augmentation de la mortalité. Le taux de mortalité observée est de 21,32 + 2,3% pour la
plus faible concentration (0,012 mg/ L) et atteint 68,00 + 4,00 % pour la concentration la plus
élevée (0,072 mg/L) par rapport aux témoins (Tab. 5). On corrige la mortalité observée avec
la formule d"Abbot (1925) qui met en évidence I'effet réel des différentes concentrations en
éliminant la mortalité naturelle des lots témoins. Les mortalités corrigées varient de 16,84 +
3,84 % pour la faible concentration 0,012 mg/L a 66, 24 + 3,50 % pour la concentration la
plus élevée (Tab. 6, Fig. 18).

Les taux de mortalités corrigées subissent une transformation angulaire (Tab. 7) et font
l'objet d'une analyse de la variance a un seul critere de classification (Tab.8) indique un effet
dose hautement significatif (p < 0.001). Le classement des concentrations par le test de Tukey
met en évidence 4 groupes. Le premier groupe renferme les concentrations 0,012 et 0,024
mg/L, le second est représenté par les concentrations 0,024 et 0,036 mg/L, le troisieme
regroupe les concentrations 0,036 et 0,048 mg/L et enfin le quatrieme qui englobe la

concentration la plus élevée 0,072 mg/L.
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Tableau 5: Effet du méthoxyfénozide (RH-2584) sur des larves du quatrieme stade
nouvellement exuviées a I'égard de Cs. morsitans : Mortalité observée (%) (m = SD, n = 3)

oncentrations
Témoins 0,012 0,024 0,036 0,048 0,072
1 4 20 28 40 44 64
2 8 20 32 32 44 72
3 4 24 28 36 40 68
m + SD 5,33+2,30 | 21,32+2,30| 29,33+2,30 | 36+4,00 | 42,66+2,30| 68+4,00

Tableau 6: Effet du méthoxyfénozide (RH-2584) sur des larves du quatrieme stade
nouvellement exuviées a I'égard de Cs. morsitans: Mortalité corrigée (%) (m £ SD, n = 3).

Concentration
(mg/L)
0,012 0,024 0,036 0,048 0,072
Répétitions
1 16,66 25 37,50 41,66 62,50
2 13;04 26,08 26,08 39,13 69,56
3 20,83 25,00 33,33 37,50 66,66
m* SD 16,84+3,89 |25,36+0,62 |32,30%5,77 39,43+1,71 66,24+3,50
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Figure 18. Effet du méthoxyfénozide(RH-2584) sur des larves nouvellem ent exuviées du
quatriéme stade de Cs. morsitans aprés 24h de traitement (m+ SD, n = 3 réplications
comportant chacune 25 individus). Les moyennes suivies de lettres differentes, indiquent

une différence significative entre les traitements (p < 0,05).

Tableau 7. Effet du métoxyfénozide (RH-2584) sur des larves nouvellement exuviées
du quatrieme stade de Cs. morsitans: Transformation angulaire (m+ SD, n = 3).

Concentrations
(mg/L)
0,012 0,024 0,036 0,048 0,072
Répétitions
1 24,35 30,00 37,46 39,82 51,94
2 21,13 30,66 30,66 38,65 56,17
3 27,27 30,00 35,06 37,46 54,94
mz SD 24,25+3,07| 30,22+0,44 | 34,39+3,44 | 38,64+1,18 |54,35+2,17
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Tableau 8 : Effet du méthoxyfénozide (RH-2584) sur des larves nouvellement exuviées du
quatrieme stade de Cs. morsitans : Analyse de la variance des données transformees.

Source DDL SC CM Fobs P
Traitement 4 1544.,45 386,11 67,75 <0,001

Erreur 10 56,99 5,70

Totale 14 1601,43

L’équation de la droite de régression des probits du pourcentage de la mortalité corrigée est
exprimée en fonction du logarithme décimal (Tab.9, Fig.19). Le coefficient de détermination
(R? = 0,92) révele une liaison positive entre les probits et le logarithme des concentrations
utilisées.

Les concentrations létales CLso et CLgo déterminees a partir de la droite de régression sont
respectivement 0,059 mg/L (intervalle de confiance: 0,044 - 0,077 mg/L) et 0,262 mg/L
(intervalle de confiance 0,197 -0,346 mg/L) avec un Slope de 3,12 (Tab. 10).

Tableau 9 : Transformation en logarithmes décimaux des concentrations testées et en
probits les mortalités corrigées apres traitement a I'égard des larves nouvellement exuviéees
du quatrieme stade de Cs. morsitans.

Concentration (mg/L) 0,012 0,024 0,036 0,048 0,072
Log doses 1,0791 1,3801 1,5563 1,6812 1,8572
Mortalité corrigée (%) 16,84 25,36 32,30 39,43 66,24
Probits 3,6405 4,2612 4,4408 4,6039 5,3531
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Figure 19. La droite de régression des probits des moyennes des mortalités corrigées en
fonction des logarithmes décimaux des concentrations (R? = Coefficient de détermination).

Tableau 10 : Efficacité du méthoxyfénozide (RH-2485) a I'égard des larves nouvellement
exuviées du quatrieme stade de Cs. morsitans apres 24h de traitement : détermination de la
CLsoet la CLgo (Mg/L) et leurs intervalles de confiance (95%).

' Courbe CLso (mg/L) CLgo (mg/L)
Traitement | de regression Intervalle de Intervalle de
slope confiance confiance
(95%) (95%)
RH-2485  |y=2,007x+ 3,12 0,059 (0,044 - 0,077) 0,262 (0,197- 0,346)
1,4274

2.1.2. Mortalité indirecte

Apreés traitement avec le méthoxyfenozide aux concentrations 0,012; 0,024; 0,036; 0,048

et 0,072 mg/L jusqu'a I'émergence, le taux de mortalité observée est de 9,33 + 2,30% chez

les séries témoins et augmente chez les séries traitées jusqu'a 89,33 + 2,30% pour la

concentration la plus élevée (0,072mg/L) (Tab. 11). Par la suite une correction des
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mortalités observées a été effectuée se traduisant par un taux de mortalité cumulée corrigée
qui varie de 33,79 £ 3,81% pour la plus faible concentration 0,012 mg/L a 88,20 + 2,69%

pour la concentration élevée (Tab. 12, Fig. 20). Les données ont ensuite subi une

transformation angulaire (Tab. 13). L'ANOVA (Tableau 14) montre qu'il existe un effet dose

trés hautement significatif (p< 0,001). Le classement des concentrations par le test de Tukey

met en évidence l'existence de cing groupes différents, représentés respectivement par les
concentrations 0,012; 0,024; 0,036; 0,048 et 0,072 mg/L.

Tableau 11: Effet du méthoxyfénozide (RH-2584) a I'égard des larves nouvellement
exuviées du quatriéeme stade de Cs. morsitans : Mortalité observeée cumulée (%) (m £ SD,

n=3).
Concentrations
ML} Temoins | 0,012 0,024 0,036 0,048 0,072
1 8 44 52 60 80 92
2 8 36 52 72 80 88
3 12 40 48 64 76 88
mtsD  |9.33+2,30| 40,00+4,40| 50 66+ 2.30 |65,33+6.11 | 78.66+2,30 | 89,33+2.30

Tableau 12: Effet du méthoxyfénozide (RH-2485) a I'égard des larves nouvellement
exuviées du quatrieme stade de Cs. morsitans: Mortalité corrigee cumulée (%) (m+SD, n

=3).
Concentration
(mg/L) 0,012 0,024 0,036 0,048 0,072
Répétition
1 39,13 47.82 56,52 78,26 91,30
2 30,43 47.82 69,56 78,26 86,95
3 31,82 40,91 59,10 77,27 86,36
mz SD 33,79+3,81 45 52+3,98 61,73+5,69 77,93+0,57 88,20+2,69
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Figure 20. Effet du méthoxyfénozide (RH-2485) sur des larves nouvellement exuviées du
quatrieme stade de Cs. morsitans aprés 24h de traitement (m + SD, n = 3 réplications comportant
chacune 25 individus).Les moyennes suivies de lettres différentes, indiquent une diff'érence
significative entre les traitements (p< 0,05).

Tableau 13: Effet du méthoxyfénozide (RH-2584) a I'égard des larves nouvellement exuviees
du quatrieme stade de Cs. morsitans : Transformation angulaire (m+ sb, n=3).

Concentrations
(mg/L)
0,012 0,024 0,036 0,048 0,072
Répétitions
1 38,65 43,85 49,02 62,03 71,57
2 33,21 43,85 56,17 62,03 68,82
3 35,44 39,82 50,18 61,34 68,03
mz SD 35’4312’8 42 51+2 32 | 51,79+3,44 61,80+0,39 70,19+1,94
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Tableau 14 : Effet du méthoxyfénozide (RH-2485) sur des larves nouvellement exuviées
du quatrieme stade de Cs. morsitans : Analyse de la variance des données transformées.

Source DDL SC CM Fobs P
Traitement 4 2297,00 574,25 90,7 <0,001

Erreur 10 63,76 6,38

Totale 14 2360,76

L'équation de la droite de régression (Tab. 15, Fig.21) est exprimée par les probits du

pourcentage du taux des mortalités corrigées en fonction du logarithme décimal des

concentrations du Méthoxyfénozide). Le coefficient de détermination (R?=0,897), révéle une

liaison positive entre les probits et le logaritme des concentrations testées. Les concentrations

létales CLsoet CLgodéterminees a partir de la droite de régression sont de 0,020 et 0,057 mg/L,
et leurs intervalles de confiance (0,0189-0,0453 mg/L) et (0,042-0,087 mg/L) respectivement

(Tab. 16).

Tableau 15 : Transformation en logarithmes décimaux des concentrations testées et en
probits les mortalités corrigées apres traitement a I'égard des larves du quatrieme stade
nouvellement exuviées de Cs. morsitans.

Concentration 0,012 0,024 0,036 0,048 0,072
(mg/L)
Log doses 1,0791 13801 15563 1.6812 1.8572
Mortalité 33.79 45 52 61,73 77.27 88.20
corrigee (%)
Probits 4,5789 4,8876 52976 4,6039 6.850
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Figure 21. La droite de régression des probits des moyennes des mortalités corrigees
cumulées en fonction des logarithmes décimaux des concentrations (R? = Coefficient
de détermination).

Tableau 16 : Efficacité du méthoxyfénozide ( RH-2485) a I'égard des larves
nouvellement exuviées du quatriéme stade de Cs. morsitans apres 24h de traitement :
détermination de la CLsp et la CLgo (mg/L) et leurs intervalles de confiance (95%).

' Courbe CLso (mg/L) CLgo (mg/L)
Traitement | de regression | Slope | Intervalle de confiance Intervalle de
(95%) confiance
(95%)
RH-2485 |y=2,829x + 3,21 0,020 (0,018- 0,045) | 0,057 (0,042- 0,087)
1,296

2.2 Répartition des différents types morphogénétiques induits aprés traitement

Nos résultats présentés dans le tableau 17 montre que l'exposition des larves L de
Cs. morsitans pendant 24h entrainait des perturbations morphologiques. Le
pourcentage de ces types morphogénétiques est différent selon les concentrations

testées. Les différents types morphogénétiques sont les suivants:
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- Type 1.

. Intermédiaire larve-pupe: a la concentration la plus faible 0,012 mg/L sont
enregistrés uniquement des intermédiaires larve-pupe atteignant 19,55 + 2,36%. L'analyse de
la variance (Tab. 18) révéle un effet trés hautement significatif entre les différentes
concentrations (p < 0,001). Le classement par le test de Tukey montre I'existence de 3 groupes
différents, le premier est représenté par la concentration 0,012, 0,024 et 0,036, le second par
0,036 et 0,048 mg/L et le dernier par 0,072 mg/L.

- Type 2.

. Pupe blanche : le blocage du processus de tannage, nous donne une pupe blanche.
L'analyse de la variance (Tab. 19) indique un effet trés hautement significatif (p < 0,001). Le test
de Tukey révéle 3 groupes, le premier renferme la concentration 0,024 mg/L, le second la
concentration 0,036 et 0,048 mg/L et le troisieme, 0,048 et0,072 mg/L.

- Type 3.

. Pupe Dbrune : de petite taille. Les résultats de lI'analyse de la variance (Tab. 20)
montrent un effet tres hautement significatif entre les concentrations (p <0,001). Trois groupes
sont obtenus, grace au classement par le test de Tukey, le premier groupe renferme la
concentration 0,024 et 0,036 mg/L, le second 0,036 et 0,048 mg/L et le dernier 0,048 et 0,072
mg/L.

- Type 4

. Adultes partiellement émergés: incapacité des adultes a s'exuvier, ils restent bloqués
dans l'exuvie nymphale. Une analyse de la variance (Tab. 21) montre un effet trés hautement
significatif pour les différentes concentrations (p < 0,001). Le classement par le test de Tukey
nous permet de distinguer trois groupes, le premier groupe comporte la concentration 0,024 et
0,036 mg/L, le second 0,036 et 0,048 mg/L et le troisieme 0,048 et 0,072 mg/L.

Parmi les types morphogénétiques enregistrés la pupe blanche est le type le plus représenté

avec une moyenne de 46,66 + 3,22; 50,85 + 3,80 et 58,38 + 2,88%, aux concentrations 0,036;
0,048 et 0,072 mg/L respectivement.
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Tableau 17: Pourcentage des types morphogénétiques induits par le meéthoxyfénozide apres

traitement des larves du dernier stade de Cs. morsitans (mz SD, n=3).

Concentrations

Types 0,012 0,024 0,036 0,048 0,072

morphogénétiques

Intermediaire 19,55+2,36a | 22,22 + 2,58 | 24,58 +2,90 ab | 30,35+ 1,99 b | 40,35+3,66¢

larve- pupe a

Pupe blanche — 24,19+ 2,81a | 46,66 £ 3,22 b | 50,85+ 3,80 bc | 58,38+2,88c

Pupe brune — 20,10 + 1,86 | 27,22 £ 2,66 a | 42,54 +2,14 b | 47,50+3,96b
a

Adultes

partiellement — 18,83 + 1,52 | 22,22 +1,98 a |31,11+292b | 38,88

émerges a +3,62c

Sur la méme ligne les moyennes suivies de lettres différentes, indiquent une différence significative entre les

traitements (p< 0,05).

Tableau 18: Pourcentage des types morphogeénétiques (intermédaires larve-pupe) induits par le
méthoxyfénozide (RH-2485) apres traitement des larves du dernier stade de Cs. morsitans: analyse
de la variance (m£sSD ; n = 3).

Source DL SC CM F. obs P
Traitement 4 823,01 205,75 27,11 <0,001
Erreur 10 75,90 7,59

Total 14 898,91
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Tableau 19: Pourcentage des types morphogénétiques (pupe blanche) induits par
le méthoxyfénozide aprés traitement des larves du dernier stade de Cs. morsitans:
analyse de la variance (m = SD; n = 3).

Source DL SC CM Fobs P
Traitement 3 2196,50 732,20 71,17 <0,001
Erreur 8 82,3 10,3

Total 11 2278,8

Tableau 20: Pourcentage des types morphogénétiques (pupe brune) induits par
le méthoxyfénozide aprés traitement des larves
morsitans: analyse de la variance (m + sD; n = 3).

du dernier stade de Cs.

Source DL SC CM Fobs P
Traitement 3 1490,92 496,97 64,69 <0,001
Erreur 8 61,46 7,68

Total 11 1552,38

Tableau 21: Pourcentage des types morphogénétiques (adultes partiellement
émergés) induits par le méthoxyfénozide apres traitement des larves du dernier
stade de Cs. morsitans: analyse de la variance (m = SD ; n = 3).

Source DL SC CM Fobs P
Traitement 3 742,09 247,36 35,63 <0,001
Erreur 8 55,54 6,94
Total 11 797,63
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Figure 22. Types morphogénétiques apres traitement au métoxyfénozide des larves du
dernier stade de Cs. morsitans

A: Intermédiaire larve- pupe (Gr:13 x)

B: Pupe blanche (Gr:18 x)

C: Pupe brune (Gr:18 x)

D: Adulte partiellement emergé (Gr: 18x)

48



CHAPITRE 3

Effet du méthoxyfénozide sur les
meétabolites, développement et sur la

reproduction.



Chapitre 3: Effet du méthoxyfénozide sur les
métabolites, le développement et la reproduction.

1. Introduction

Les processus biologiques assurant le cycle de vie des organismes, la croissance, le

développement, la reproduction et la maintenance nécessitent d’importants besoins en termes
d’allocation énergétique (Kooijman 2000). La maintenance rassemble les coits liés aux
processus nécessaires a la vie de I’organisme. Par exemple, les colits énergétiques associés au
métabolisme protéique, afin notamment d’assurer le renouvellement  des systémes
enzymatiques sont inclus dans la quantité d’énergie allouée a la maintenance. Les autres cofts
dits de production, regroupent la croissance, le développement et la reproduction. Le cadre
général regroupant la dynamique de tous ces processus et des flux associés suit le principe de
I’homéostasie, qui s’applique a I’ensemble de I’organisme (masse structurelle et réserves) tout
au long de sa vie (Kooijman 2000). Selon ce principe, la composition chimique des composants
cellulaires est stable, bien que leurs durées de vie soient limitées, ces derniers sont constamment
renouveleés grace a la machinerie cellulaire.
Parmi les grandes fonctions consommatrices d’énergie (développement, croissance,
reproduction et maintenance), Briegel (2003) a fortement contribué a la compréhension des
processus physiologiques de base, comme la digestion, I’excrétion, I’oogenése, la synthése de
réserves ou encore les capacités de vol et des stratégies energétiques associées, chez des especes
de moustiques. Il a par ailleurs été montré chez de nombreuses espéces d’insectes que les
réserves nutritionnelles stockées durant la phase larvaire peuvent étre directement réallouées a
d’autres fonctions au stade adulte (Boggs & Fogel 2005 in Reim et al., 2006). Des processus
impligués dans la tolérance ou la résistance au stress entrent en compte quant a la gestion des
ressources énergétiques (Sawabe & Mogi 1999, Marron et al., 2003).

Le développement post-embryonnaire des insectes est caractérisé par des mues successives
permettant la croissance et le changement morphologique de I’animal (Nijhout, 1994 ;
Riddiford, 1996). Cet état physiologique dépend des molécules biologiques appelées
hormones ; essentiellement les ecdysteroides et les hormones juvéniles (Braquart, 1998;
Dhadialla et al.,2005). La croissance et la métamorphose de ces insectes sont contrblées par
I’a et B ecdysone, cette derniére est la plus active (Doane, 1973).

Les fonctions de I’ecdysone dans la biologie reproductive des insectes varient grandement
d’une espece a l'autre. Ce sont chez les moustiques anautogeénes que son activité
gonadotropique a été la plus étudiée et décrite, plus particulierement chez le moustique de la

fievre jaune, Aedes aegypti (Dallaire, 2003). Le volume des moustiques peut influencer
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quelques paramétres essentiels tel que le volume du repas sanguin consommeé, le degré de son
utilisation dans les voies métaboliques et le nombre d’ceufs qui arrivent a maturation (Rehimi,
2004; Djebbar, 2009). Lors du développement larvaire I’hémolymphe subit des modifications
métaboliques diverses. Ceci est lié aux différents états physiologiques tels que la nymphose,
mue imaginale et diapause (Nowosielski & Patton, 1965). Ces derniers ont remarqué des forts
changements des concentrations protéines, acides aminés et lipides. Ces modifications
métaboliques intenses sont liées aux divers systemes hormonaux et sont contrlés par un
mécanisme neuroendocrinien (Gade et al., 1997) ou a leur transport de site de stockage (le
corps gras) via I’hémolymphe vers les organes utilisateurs, notamment la cuticule (Dapporto et
al., 2008) et pour la vitéllogénese (Zhou & Miesfeld, 2009). Le corps gras est I'organe de la
conversion et de stockage des lipides, des glucides et des protéines (Chapman, 1998; Arrese &
Soulages 2010). Chez les moustiques, la synthese des lipides et des protéines se fait au niveau
de cet organe au quatrieme stade larvaire (Timmermann & Briegel, 1999). Le taux des glucides
et des lipides chez l'adulte est le résultat des réserves stockées pendant le stade larvaire
(Clements, 1996).

Les études moléculaires ont révéle que les effets des agonistes de la 20E sur la reproduction des
insectes éetaient dus a la perturbation de I'expression génique dans la cascade de la hiérarchie de
la vitellogenese et / ou choriogenese (Swevers & latrou 1999, 2003; Sun et al., 2003). L'effet
d'un analogue de l'ecdysone, le méthoxyfénozide a été observe in vivo sur le développement et
la reproduction, en réduisant la fécondité et la fertilité sur différents modéles biologiques
(Saenz-de-Cabezon et al., 2005; Dhadialla et al., 2005; Djebbar, 2009; Rodriguez et al., 2010;
Bouzareaa, 2014; Selmane-Meskache, 2014).

Dans ce chapitre nous envisageons d'évaluer I'éfficacité du méthoxyfénozide et de déterminer
si ce composé a un impact sur la composition biochimique des métabolites, la durée de
développement, et le potentiel reproducteur de Culiseta morsitans espéce d’importance

vétérinaire.
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2. RESULTATS
2.1 Effet du méthoxifénozide sur la composition biochimique

Le méthoxyfénozide a été administré a la CLso (0,059 mg/L) a des larves nouvellement
exuviées du quatrieme stade. Les effets de ce composé ont été évalués sur poids corporel a
différents ages (0, 2, 4, et 6 jours), puis sur le contenu en protéines, glucides et lipides de ces
mémes individus. La variabilité des résultats entre les témoins et les traités a été évaluée

statistiquement a partir du test «t» de student.

2.1.1 Effet du méthoxyfénozide sur le poids

Les résultats obtenus révélent une augmentation progressive du poids corporel chez les
témoins, qui est significative a 2 jours (p = 0,010). Chez les séries traitées par le
méthoxyfénozide a la CL50 une augmentation trés significative est aussi remarquée a 4 jours
(p = 0,009). La comparaison statistique des valeurs entre les individus témoins et traités révele
une réduction significative du poids a 2 jours (p = 0,010), 4 jours (p = 0,027) et a 6 jours (p =
0,042) (Tab.22, Fig.23).

Tableau 22: Effet du méthoxyfénozide (RH-2485) (CLso) sur le poids (mg) des larves du
dernier stade (L4) de Cs. morsitans (m + SD ; n = 3): Comparaison des moyennes entre les
différentes séries.

Traitement
Témoins RH - 2485
Age (Jours)

0 146 +0,27 A 1,24+0,10 A
a a

5 3,09+0,30 B 155+0,09 A
a b

4 353+106 B 2,63+0,37 B
a b

5 497+0,39 B 3,20+£0,71 C
a b

Les moyennes suivies de lettres différentes ne sont pas significatives au seuil p> 0,05.
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B Témoins

m RH-2485

Poids corporel (mg/individu)

Age (jours)

Figure 23. Effet du méthoxyfénozide (RH-2485) sur le poids des larves nouvellement
exuviées du quatrieme stade a différents ages chez Cs. morsitans (m+ SD, n= 3).

2.1.2. Effet sur le contenu en protéines

Une courbe de référence établie a partir d’'une gamme d’étalonnage standard des
protéines nous a permis d’en déterminer les absorbances a partir desquels nous avons dosé les
proteines.

D’aprés la droite de régression y = 0,0106x + 0,006, nous avons calculé les quantités de
proteines des larves du quatrieme stade a différents ages chez Cs. morsitans (Tab. 23, Fig.
24). Nous remarquons que le contenu en protéine augmente progressivement chez les témoins
et brusquement des le quatrieme jour chez les traités ou il atteint respectivement des valeurs
maximales a 6j (32,68 et 28,77ug/ind) (Tab.24, Fig. 25).

La comparaison des moyennes entre les témoins et traités montre une réduction significative

du contenu en protéines a 2 jours (p = 0,010), 4 jours (p =0,017) et a 6 jours (p = 0,028).
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Tableau 23: Dosage des protéines totales : réalisation de la gamme d'étalonnage.

Quantité d’albumine (ug) 0 20 40 60 80 100
Absorbances (D.O) 0 0,221 | 0,404 0,705 0,828 1,061
1.2 -

y = 0,0106x + 0,006
R?=0,993

Absorbances (D.O)

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Quantité d'albumine (ug)

Figure 24. Dosage des proteines totales: courbe de référence expriment 1’absorbance a 595
nm en fonction de la quantité d’albumine (ug).
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Tableau 24: Effet du RH-2485 (CLso) sur le contenu en protéines (pg/individu) des
larves de Cs. morsitans (m £ SD ; n = 3): Comparaison des moyennes a différents ages
pour une méme série (lettres majuscules) et pour un méme age entre les différentes séries

(lettres minuscules).

Traitement
Témoins RH - 2485
Age (jours)

0 8,86 +2,67 A 8,47+338 A
a a

2 2791+0,73 B 17,2+056 B
a b

4 2830+391 B 2052+210 B
a b

6 32,68+0,99 B 28,77+151 C
a b

Les moyennes suivies de lettres différentes sont significatives au seuil p < 0,05

Contenu en protéines (pug/individu)
= [uny N N w w iy
o (6, o [0, o (] o

J

(2}

o

Age (Jours)

a B Témoins

B RH -2485

Figure 25. Effet du méthoxyfénozide (RH-2485) sur le contenu en protéines (pg/individu)

des larves nouvellement exuviées du quatrieme stade de Cs. morsitans (m = SD ; n = 3)

2.1.3 Effet sur le contenu en glucides

La quantification des glucides a été faite a partir d’une courbe de régression exprimant

I’absorbance en fonction de la quantité de glucides obtenus par la gamme d’étalonnage

54



Chapitre 3: Effet du méthoxyfénozide sur les
métabolites, le développement et la reproduction.

(Tab.25, Fig. 26). Les résultats révélent une variabilité du contenu en glucides entre les traités
et les témoins (Tab. 26, Fig. 27). Un effet significatif est enregistré a 2 jours (p = 0,027) et a 6
jours (p =0,033). La comparaison statistique des valeurs, entre les individus témoins n'indique
aucune augmentation significative (p > 0,05) par ailleurs une augmentation significative du

contenu est révéelée a 4 jours (p < 0,05) entre les séries traitées.

Tableau 25: Dosage des glucides totaux: réalisation de la gamme d'étalonnage.

Quantite d’albumine (ng) 0 20 40 60 80 100

Absorbances (D.O) 0 0,164 | 0,396 0,591 0,766 0,960

1.4 -
y =0.0127x - 0.0235 ®

1.2 ~ R?=0.987

Absorbances
=
1

0.6 -

0.4 -

0.2 A

0 T T T T T 1
;V 20 40 60 80 100 120
Quantité de glucose(pg)

Figure 26. Dosage des glucides totaux : courbe de référence expriment 1’absorbance a
595 nm en fonction de la quantité d’aloumine (ug).

55



Chapitre 3: Effet du méthoxyfénozide sur les
métabolites, le développement et la reproduction.

Tableau 26. Effet du méthoxyfénozide ( RH-2485) sur le contenu en glucides
(Mg/individu) des larves de Cs. morsitans (m £ SD ; n = 3): Comparaison des moyennes
a différents &ges pour une méme serie (Lettres majuscules) et pour un méme age entre
les différentes séries (Lettres minuscules).

Traitement
Témoins RH - 2485
Age (jours)
20,42 +2,68 A 18,15+2,79 A
0
a a
5 25,32 +556 A 11,97 +240 A
a b
31,45+186 A 20,88+214 B
4
a a
33,99+ 4,44 A 2414+187 B
6 a b

Les moyennes suivies de lettres différentes sont significatives au seuil p < 0,05

Contenu en glucides
(ng/individu)

Age (jours)

B Témoins

B RH-2485

Figure 27. Effet du méthoxyfénozide (RH-2485) sur le contenu en glucides
(ng/individu) des larves nouvellement exuviées de quatrieme stade de Cs. morsitans

(mxsD;n=3)
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2.1.4 Effet sur le contenu en lipides

Les absorbances mentionnées dans le tableau 27 ont été réalisées a partir d’'une gamme

d’étalonnage standard les lipides, lesquels nous ont permis a partir d’une droite de régression

de calculer les quantités des lipides des larves de Cs. morsitans (Fig. 28).

Les résultats de ce dosage présentés dans le tableau 28 et figure 29 révelent une variation par

rapport aux témoins. Une différence significative est enregistrée a 2 jours (p = 0,006) et a 6

jours (p = 0,019). Par contre dans les séries témoins, il n'existe pas de différence significative

p > 0,05), alors que chez les traités cette différence se situe entre 0 jours et le 2°™ jour.

Tableau 27: Dosage des lipides totaux: réalisation de la gamme d'étalonnage.

Quantité de lipide (ug) 0 20 40 60 80 100
Absorbances (D.O) 0 0,086 0,161 0,255 0,344 0,407
045 7 y = 0,0041x + 0,0015
0.4 - Rz = 0,997
)
g80.35
4
g 03
8
8 0.25
Q
<
0.2
0.15
0.1
0.05
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Quantité de lipides (ug)

Figure 28. Dosage des lipides totaux: courbe de référence expriment 1’absorbance & 620
nm en fonction de la quantité de lipide (ug).
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Tableau 28.

Contenu enlipides

Effet du méthoxyfénozide ( RH-2485) sur le contenu en lipides

(Mg/individu) des larves de Cs. morsitans (m £ SD ; n = 3): Comparaison des
moyennes a différents ages pour une méme série (lettres majuscules) et pour un

méme age entre les différentes séries (lettres minuscules).

Traitement
Témoins RH - 2485
Age (jours)

0 11,58 +0,90 A 10,17+ 1,10 A
a a

2 13,42+1,83 A 6,35+127 B
a b

4 16,16 +4.8 A 1260+1,49 B
a a

6 2475+ 3,74 A 1594+152 B
a b

Les moyennes suivies de lettres différentes sont significatives au seuil p < 0,05

30 ~

25 ~

20 -

(ng//individu)

15 ~

Age (jours)

B Témoins

B RH-2485
b

Figure 29. Effet du méthoxyfénozide (RH-2485) sur le contenu en lipides
(Mg/individu) des larves de quatrieme stade de Cs. morsitans (m £ SD ; n = 3).
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2.2 Effet du méthoxyfénozide sur la durée de développement

Le suivi de la durée de développement des larves du quatriéme stade et des pupes (nymphes)
de C. morsitans aprés traitement au RH-2485 montre une accélération du développement.
Dr’ailleurs les résultats consignés dans les tableaux 29 et 30 et figures 30 et 31, mettent en
évidence une nette influence du méthoxyfénozide sur la durée de développement des larves
du stade 4 et des nymphes.

La durée moyenne de développement des L4 des séries traitées est de 4,90 + 1,04 jour
alors que les L4 des séries témoins achévent leur développement au bout de 7,12 + 1,73 jour.
Enfin la durée de la mue imaginale est de 1,65 + 0,47 jours pour les séries traitées contre 2,62
jours pour les témoins. La comparaison entre témoins et traités montre une différence tres
significative de la durée de développement pour les larves du quatrieme stade (p < 0,001). Une
différence significative a aussi éte révelé au cours de la mue imaginale entre les séries témoins
et traitées (p < 0,05).

Tableau 29 : Effet du méthoxyfénozide (RH- 2485) sur la durée moyenne (jours) de
développement des larves du quatrieme stade (L4) et des nymphes de Cs. morsitans (m + SD;
n=>5).

Traitement L4 Nymphe
Répétitions Témoins RH-2485(CLso) || Témoins RH-2485(CLso)

1 7,37+1,21 4,33+1,02 2,55+0,68 1,33+0,47

2 6,22+1,66 4,14+1,05 2,11+0,56 1,66+0,47

3 7,26+1,43 4,62+1,21 2,25+0,43 1,85+0,37

4 7,15+1,28 4,87+0,92 2,90+0,73 1,60+0,48

5 7,12+1,73 4,90+1,04 2,50+0,67 1,5040,50

m + SD 7,12+1,47 4,51+1,21 2,62+0,72 1,65+0,47
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Tableau 30: Effet du méthoxyfénozide (RH-2485) sur la durée moyenne (jours) de
développement des larves du quatrieme stade (La) et des nymphes de Cs. morsitans
(m £ SD; n=5).

JTraitement L. Test « t»
m Témoins RH-2485 (CLso)

= 0,000
La 712+1.73a |451+121b P
p<0,001
Nymphe 2,62+072a |1,65+047b p=0,013
p < 0,005

Les moyennes suivies des lettres différentes sont significatives au seuil p < 0,05

[EY
o
)
Q

(o) I N e < No]
1
o

Durée (jours)
(9]

O R N W b
1

Témoins RH-2485

Figure 30. Effet du méthoxyfénozide (RH-2485) sur la durée moyenne (jours)
de la nymphose de Cs. morsitans (m+ SD ; n=5).
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RH-2485

Figure 31. Effet du méthoxyfénozide (RH-2485) sur la durée moyenne de
développement (jours) de la mue imaginale de Cs. morsitans (mz SD; n=5).

2.3. Effet du méthoxyfénozide sur le potentiel reproducteur

Le méthoxyfénozide appliqué sur des larves du quatrieme stade nouvellement exuviées

de Cs. morsitans a ete évalué sur la fecondite et la fertilité, dans les conditions expérimentales

(Température 25 + 2°C, humidité relative 70 + 5%.).Les individus ayant survécu au traitement,

ont présenté des perturbations des parametres de reproduction (fécondité, fertilité).

2.3.1. Effet du méthoxyfénozide sur la fécondité et sur la fertilité

Le traitement effectué sur les larves nouvellement exuviées du quatrieme stade de Cs.

morsitans présente un effet différé sur les parametres de la reproduction des adultes qui

survivent. En effet, la molécule testée (méthoxyfénozide), a affecté considérablement, la

reproduction de Cs. morsitans,en produisant un pourcentage élevé de stérilité. Chez les

témoins, une production moyenne de 262 + 7,32 ceufs contre 96,67 + 5,51 ceufs a une

concentration plus élevée 0,048 mg/L. Aucun ceuf pondu a la concentration la plus élevée

0,072 mg/L (Tab.31, Fig. 32). Le taux de fertilité chez les témoins est de 100%, contre 37,82

+3,18 % 20,048 mg/L. (Tab 31, Fig. 33).

Tableau 31: Toxicité du méthoxyfénozide sur la fécondité et fertilité de Cs. morsitans apres
traitement des larves du quatrieme stade avec le méthoxyfénozide (m + SD; n=3)

Traitement
(mg/L)

Témoins

0,012

0,024

0,036

0,048

0,072
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Fécondité 262+7,21a | 218,67 +6,11b | 179,00+4,00 ¢ | 138,33+3,51d | 96,674551¢e |  ---v-

Fertilité (%0) | 100+0,00a | 91,73+3,60b | 67,52+4,04 c | 54,20+3,79d | 37,82+3,18¢e |  ------

300

250 ~

a
b
200 - c
150 - d
e
100 -
) I
0 T T T T T

Nombre d'oeufs

Témoins 0,012 0,024 0,036 0,048 0,072
Concentrations (mg/L)

Figure 32. Fécondité de Cs. morsitans apres traitement des larves du quatriéme stade avec le
méthoxyfénozide (m = sSD; n= 3). Les moyennes suivies de lettres différentes sont
significatives au seuil (p < 0,05).
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120 +

100 -

a
b
80 -
C
60 d
40 2
i '
O T T T T T

Témoins 0,012 0,024 0,036 0,048 0,072

Concentrations (mg/L)

Porcentage d'oeufs éclos (%)

Figure 33. Fertilité de Cs. morsitans apres traitement des larves du quatriéme stade avec le
méthoxyfénozide (m = SD; n= 3). Les moyennes suivies de lettres différentes sont
significatives au seuil (p < 0,05).

L’ANOVA (Tab. 32 et 33) des donnees obtenues montre un effet traitement tres hautement
significatif p < 0,001. Le test de Tukey permet le classement des differentes concentrations
en 5 groupes. Les résultats montrent, une réduction significative p < 0,001 du nombre d'ceufs
pondus comparés aux témoins De méme, la fertilité est significativement p < 0,001 réduite.

Notons également une fertilité nulle a la concentration la plus élevée (0,072mg/).

Tableau 32: Fécondité de Cs. morsitans apres traitement des larves du quatriéme stade avec
le méthoxyfénozide: analyse de la variance: (m £SD; n= 3).

Source DL SC CM Fobs P
Traitement 4 50684,90 12671,20 428,08 <0,001

Erreur 10 296,00 29,60

Total 14 50980,90

Tableau 33: Fertilité de Cs. morsitans apreés traitement des larves du quatriéme stade
avec le méthoxyfenozide: analyse de la variance: (m = SD; n= 3).

63



Chapitre 3: Effet du méthoxyfénozide sur les

métabolites, le développement et la reproduction.

Source DL SC CM Fobs P
Traitement 4 8107,90 2027,0 188,58 <0,001
Erreur 10 107,50 10,70
Total 14 8215,40

2.3.2 Effet du méthoxyfénozide sur la stérilité
L'effet différé du méthoxyfénozide a affecté considérablement la fertilité de Cs .morsitans, se
traduisant par une stérilité evoluant progressivement avec l'augmentation des concentrations.
Le taux de stérilité est de 24,05 £ 1,38 % a la concentration la plus faible 0,012 mg/L, 87,0 =
2,46% pour la concentration 0,048 mg/L et 100% a la concentration la plus élevée (0,072 mg/L)
(Tableau 33, Figure33). En effet l'analyse le la variance (Tableau 34) révéle un effet trés
hautement significatif p < 0,001. Le test de Tukey nous permet de distinguer cing groupes

comportant respectivement les concentrations 0,012, 0,024, 0,036, 0,048 et 0,072 mg/ L.

Tableau 34. Toxicité du méthoxyfénozide sur la Stérilité de Cs. morsitans apres
traitement des larves du quatrieme stade avec le méthoxyfénozide (m + sD; n= 3).

Traitement 0,012 0,024 0,036 0,048 0,072
(mg/L)
Stérilité (%) 24,05¢1,38a | 54,13+2,37b | 72,10+302c | 87,06%2,46d | 100 0,00 ¢
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STerilité (%)
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Figure 34. Stérilité de Cs. morsitans aprés traitement des larves nouvellement
exuviées du quatrieme stade avec le méthoxyfénozide (m = sD; n= 3). Les
moyennes suivies de lettres différentes sont significatives au seuil (p < 0,05).

Tableau 35: Stérilité de Cs. morsitans apreés traitement des larves du quatrieme
stade avec le méthoxyfénozide: analyse de la variance: (m £ sD; n= 3).

Source DL SC CM Fobs P
Traitement 4 15062,49 3765,62 840,76 <0,001

Erreur 10 44,79 4,48

Total 14 15107,28
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1. Etude taxonomique

Un inventaire des Culicidés peuplant le lac des Oiseaux nous a permis de recenser
différentes especes. Dans 1’ensemble, on observe une diversité des Culicidae avec une
prédominance de la famille des Culicinae. A cet effet, I’analyse des relevés dans la zone
d’étude montre, que la faune culicidienne est représentée par 6 taxons, appartenant a deux
sous-familles : Anophelinae et Culicinae. Dans la sous-famille des Anophelinae, nous
distinguons une seule espece : Anopheles sacharovi. La sous famille des Culicinae
comprend quatre genres et 6 espéces il s’agit de Culex theileri, Culiseta morsitans Culiseta

ochroptera, Orthopodomyia pulcripalpis et Uranotaenia unguiculata.

D’apres Hassaine (2002), Cx. theileri et Ur. unguiculata figurent parmi les especes a
treés large répartition et sont répandues dans 1I’Afrique méditerranéenne d’Est en Ouest.
Seguy (1924) mentionne pour la premiere fois la présence de Cs. morsitans a Alger, confirmé
par Senevet & Prunelle (1928). Par ailleurs, Ghidini (1934) signale la présence des larves de
Cs. morsitans en Lybie, alors qu’au Maroc, cette espéce a été citée une seule fois a Tanger
(Charrier, 1924). Plus tard Gaud (1953) et Trari (1991) précisent qu’ils n’ont jamais trouvé
cette espece au Maroc. Berchi (2000), a noté 7 especes de Culicidae appartenant a deux sous
familles, alors que Hassaine (2002), dans la région Ouest d’Algérie (Tlemcen), a révélé la
présence de 20 espéeces de Culicidae. De son coté, Djebbar (2009) et Bouabida et al., (2012)
signalent respectivement I’existence de 10 et 9 taxons appartenant a une seule sous famille
celle des Culicinae ou Culex et Culiseta sont les taxons les mieux représentés. Brunhes et
al., (2000), rapportent que la faune Culicidienne d’Algérie est riche de 48 espéces. Cette
diversité réside dans la climatologie et la diversité des biotopes offerts au développement
des Culicidés. Une étude sur la biosystématique des Culicidés effectuée par Lounaci (2003)
dans quatre stations de la région orientale d'Alger, du marais de Réghaia et de I'oued Sébaou
de Tizi Ouzou a permis de recenser 13 taxons appartenant a la sous-famille des Culicinae.
Il s'agit de la tribu des Aedini et des Culicini représentées respectivement par les genres
Aedes et Culex. Selon Faurie et al, (1980), le nombre d’espéces inventoriées est fonction du

nombre d’individus récoltés.

La répartition des especes de Culicidae dans les deux sites d'étude, montre que les genres

Anopheles et Culex existent uniquement dans le gite 2 (Sud-est du lac); Culiseta ochroptera
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dans le gite 1 (Sud du lac). Les résultats de I'abondance relative révéle que Cs. morsitans
est I'espéce la plus représentée L'espece An. saccharovi est le moustique le moins rencontré.
Lors de notre prospection nous avons constaté la présence de polluants beaucoup plus dans
le gite 1. Les polluants les plus rencontrés sont des matieres plastiques telles que les
bouteilles et les sacs d'emballage, les morceaux de cartons, des tissus et des papiers de tout
genre, les débris de matiéres organiques animaux et végétaux. La rareté des larves d'
‘Anophelinae dans les gites pourrait étre expliquée par le fait que les gite larvaires ne
présentent pas toutes les conditions requises et favorables a leur développement. Ceci serait
en rapport avec la nature du gite ou les larves d'’Anophelinae ont été récoltées, qui est moins
polluée. La quantité en matiere organique en décomposition détermine la couleur de I'eau
et le réle positif que joue ce facteur dans le choix du biotope larvaire a été mis en évidence
par Bentley et al., 1981.

Les gites larvaires des moustiques sont varies et sont susceptibles d'étre contaminés par
divers polluants. En raison de leurs modes de vie et d'alimentation, les larves de moustiques
dans leur environnement, sont susceptibles d'étre exposées a des polluants diverses pouvant

entrainer des réponses trés variees sur leur biologie.

D'une maniére globale , cette premiére partie nous a permis de mettre en évidence que le
lac des Oiseaux abrite une faune culicidienne variée parmi laquelle figure une espece
essentiellement ornithophile Culiseta morsitans potentiellement vectrice d'arbovirus

responsables de I'encephalite equine de I'est (EEE).

2. Toxicologie du méthoxyfénozide

De nombreuses stratégies ont €té mises en ceuvre pour lutter contre les moustiques, allant de
I'éradication des zones humides jusqu'a [l'utilisation d'insecticides efficaces mais peu
spécifiques. Aujourd'hui, les gites ou se développent leurs larves sont souvent pollués par des
xénobiotiques environnementaux. Il a été démontré que I'exposition de populations de
moustiques a des polluants au stade larvaire peut moduler des phénomenes de
résistance/tolérance aux insecticides chimiques, notamment par l'augmentation des activités
enzymatiques de détoxication (Poupardin et al.,2008; Riaz et al.,2009; Poupardin et al., 2012).
A court terme ou a long terme certains xénobiotiques peuvent modifier I'expression de certains
genes de détoxication autrement dit l'induction d'enzymes de détoxication capables de

métaboliser certains insecticides pouvant augmenter leur tolérance vis-a-vis des insecticides.
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L'importante rémanence de ces insecticides dans l'environnement et le développement de
phénomeénes de résistance chez les insectes cibles, ont conduit a la nécessité de développer de
nouveaux insecticides, tels que les régulateurs de croissance des Insectes (IGRs), parmi
lesquels figure le méthoxyfénozide, objectif de notre étude

2.1. Tests de toxicité

L'évaluation des potentialités des IGRs dans le contr6le des moustiques a fait l'objet de

recherches intensives (Cornel et al., 2000). Bien que ces composés soient trés toxiques pour
les insectes, ils sont sans danger pour les mammiferes et I'environnement (Smagghe et al.,
2012). Egalement, ces composés ont été largement utilisés dans notre laboratoire notamment
sur les moustiques et sur d'autres especes d'insectes (Rehimi & Soltani, 1999; Rehimi, 2004;
Taibi et al., 2003; Boudjelida et al., 2005; Aribi et al., 2006; Khebbeb et al., 2008; Soltani-
Mazouni & Hami, 2010; Bouzeraa & Soltani-Mazouni, 2012; Alouani et al., 2014; Selmane-
Meskache,2014).
Nos essais expérimentaux par le méthoxyfenozide sur les larves nouvellement exuviées du
quatriéme stade de Cs. morsitans ont mis en évidence un effet toxique significatif, affectant
considérablement la mortalité des larves et des stades suivant. L'une des conséquences de cette
mortalité revient principalement a une mue accélérée voire incomplete des larves. Ce méme
effet a été observé dans d'autres groupes de Dipteres tel que Chironomus tentans de la famille
des Chironomidae (Smagghe et al., 2000). Beckage et al., (2004) ont testé la potentialité du
méthoxyfénozide (RH-2485) , du tébufénozide (RH-5992) et du RH-5849 a I'égard d'Aedes
aegypti, Culex quinquefasciatus et Anopheles gambiae, et le méthoxyfénozide s'est avéré le
plus toxique avec des concentrations letales CLso respectives de 128,5; 31,2; and 27,5ug/L.
Ainsi, ces analogues de I'ecdysone ont été classés selon leur efficacité en RH-2485 >RH-
5992 > RH-5849.

D'autres travaux démontrent I'efficacité de cette molécule dans différents groupes d'Insectes,
chez les Dipteres comme Culex pipiens et Culiseta longiareolata avec des CLso respectives de
25 et 24,54 ug/L (Djebar, 2009) ou encore contre le Lépidoptere Spodoptera littoralis
(Smagghe et al., 2000) qui révele une CLsode l'ordre de 1,15mg/L. Nos essais toxicologiques
sur les larves du dernier stade Cs. morsitans, montrent un effet toxique significatif du
méthoxyfénozide avec une CLso de 0,059 mg/L qui se traduit par une mortalité croissante avec
l'augmentation des différentes concentrations. Des effets létaux et sublétaux sur Spodoptera
frugiperda, ont été également observés par le traitement des larves du cinquieme stade jusqu'a
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la nymphose avec le méthoxyfénozide incorporé a la nourriture (Zarate et al., 2011). En
comparant nos résultats a ceux cités précédemment nous pouvons avancer I'hypothese selon
laquelle la variabilité de la toxicité du méthoxyfénozide est dépendante de I'espéce. En effet Cs.
morsitans est moins sensible que Cx. quinquefasciatus, An. gambiae, Cx. pipiens et Cs.
longiareolata mais plus sensible qu'Ae. aegypti et S. littoralis. D'autres expériences ont montré
que le méthoxyfénozide (RH-2485) est plus efficace que le tébufénozide (RH-5992) (Ishaaya
etal., 1995 ; Smagghe et al.,1999), confirmés par d’autre essais prouvant que I’affinité du RH-
2485 aux récepteurs est tres grande par rapport a celle du RH-5992 chez Plodia interpunctella
(Pyralidae) (Carlson et al., 2001). Dans I’étude de I’activité résiduelle du méthoxyfinozide et
du tébufenozide, les résultats obtenus montrent que les ceufs de Cydia pomonella sont plus
sensibles aux deux produits testés que les ceufs de Molesta grapholita (Lépidoptera: Tortricidae
) (Borchet et al., 2004), et que le RH-2485 avec une CLso de 0,049 mg/kg était quatre fois
plus efficace que le RH-5992 avec une LCso de 0,185 mg/kg chez Diatraea grandiosella
(Lepidoptera: Crambidae) (Trisyono & Chippendale,1997). L’activit¢é comparée de trois
agonistes des ecdystéroides I'naloféenozide (RH-0345), le tébufénozide (RH-5992) et le RH-
5849 a été examinée par application topique chez Ephestia kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae).
Les DLso ont été estimées respectivement a 5,10, 0,05 et 0,005 pg/insecte (Hami et al., 2005).
Cette différence pourrait avoir pour origine la variabilité interspécifique dans la structure du
récepteur de l'ecdysone des différents ordres d'insectes (Smagghe et al., 1996 a). Williams et
al., 2002, proposent que la susceptibilité variable aux agonistes des ecdystéroides puisse étre
associée a l'induction de I'ecdystéroide 26-hydroxylase (ecdyseroid-26-hydroxylase), une
enzyme responsable du métabolisme des ecdystéroides.

Selon Soin et al., (2010) la différence de toxicité in vivo et in vitro des agonistes de
I’hormone de mue (RH-2485, RH-5992 et le RH-0345) et la spécificité de ces molécules chez
deux espéces de Leépidopteres Bombix mori et S. littoralis, n’est pas basée sur I’activation
différente des récepteurs (ECR/USP) dans les deux espéces mais cela peut étre du aux
parametres in vivo dont I’importance relative reste a déterminer par exemple, la perméabilité

de la cuticule, I’absorption/I’excrétion par ’intestin et la détoxication métabolique.

2.2 Types morphogénétiques
Il a été démontré que les IGRs affectaient le processus de mue en provoquant plusieurs
types morphogénétiques. Des travaux ont démontré que l'administration des agonistes
d'ecdystéroides, induit des mues précoces et incompletes dans différents groupes d'insectes
(Boudjelida et al., 2005; Dhadialla et al., 2005; Hammi et al., 2005Djebar, 2009; Gelbic et al.,
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20011; Zarate et al., 2011).

Parmi les malformations enregistrées au cours de notre étude suite au traitement par le
méthoxyfénozide, notons la présence d'intermédiaires larves-pupe, pupes blanches, pupes
brunes et des adultes partiellement émergés. Ces malformations sont le résultat d'une
perturbation du développement qui se manifeste par des mues rapides, donc incomplétes, qui
affecte la nymphose et la mue imaginale. Dhadialla et al., 1998, 2005, rapportent que le
méthoxyfénozide accélere l'activation des génes codant pour des protéines cuticulaires et la
mise en place de la nouvelle cuticule, d'ou l'explication de cette perturbation. L'incapacité aux
adultes a sexuvier releve probablement de l'inhibition de I'normone d'éclosion par la
persistance du méthoxyfénozide dans l'organisme de ces derniers. Les atteintes
morphogénitiques identiques ont été observées chez différentes especes d'insectes traités au
méthoxyfénozide comme Aedes aegypti (Darvas et al., 1998), le Coléoptere Harmonia axiridis
(Carton et al., 2003), le Lépidoptere Spodoptera frugiperta (Zarate et al., 2011) et Ephestia
kuehniella (Bouzeraa, 2014). Ces malformations ont été aussi observées chez Cx. pipiens
(Boudjelida et al.,2005; Amira, 2014) et chez Ephestia kuehniella (Hammi et al., 2005) avec le
halofénozide. Des types morphogénétiques ont été également observés chez Cx. pipiens avec
d'autres IGRs comme le Flucycloxuron (Andalin), le Triflumuron (Alsystin), le Teflubenzuron
(Dart) (Rehimi et al., 1999), l'azadirachtine (Alouani et al., 2009, 2013), le Kinoprene
(Hamaidia ,2014) et le Novaluron (Djeghader et al., 2013).

2.3 Effet sur la composition biochimique

Les parametres biochimiques peuvent constituer un important outil de diagnostic pour
évaluer les effets toxiques d'un insecticide. Chez les insectes, I'némolymphe subit des
modifications métaboliques diverses au cours du développement (larve, pupe, adulte) qui sont
liées aux différents états physiologiques de l'insecte (Nowosielski & Patton, 1965). Ces
modifications métaboliques intenses sont liées aux différents systemes hormonaux et
neurosécrétoires (Buck, 1953; Marty, 1968; Lamy 1969). Les dosages biochimiques des
métabolites corporels de Cs. morsitans ont mis en évidence une réduction du poids des larves
apres traitement par le méthoxyfénozide. La réduction significative de la croissance pondérale
des larves L4 de deux jours est trés marquée, par rapport aux témoins. Cette réduction serait
probablement du au role anti-appétant du méthoxyfénozide qui peut s’expliquer par une

réduction des réserves énergétiques, allouées a la croissance (contenus en lipide et en glucides)
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dans les cellules de stockage des moustiques ou encore par la mobilisation de ces ressources
pour I’initiation des processus de détoxication. Une récupération de la croissance pondérale a
été observée deés le 4éme jour dans les séries traitées. Ces résultats suggerent que la durée
d'exposition favoriserait cette perturbation de la croissance pondérale. Des résultats similaires
ont été obtenus avec Culex pipiens et Culiseta longiareolata ou une diminution significative du
poids corporel a été obtenue lors du traitement par le méthoxyfénozide et I'halofénozide
(Djebar, 2009), également avec Cx. pipiens apres traitement par I'halofénozide (Amira, 2014).
D’autres travaux sont en accord avec nos résultats ou I’application d’analogues d’hormones de
mue a inhibé le gain de poids des larves de Harmonia axyridis (Coleoptera: Coccinellidae)
(Carton et al, 2003). Nos propres observations confirment également les résultats établis par
Bouaziz et al., (2011), Djeghader et al.,(2013) apres traitement des larves de Cs. longiareolata
et Cx. pipiens avec le novaluron qui est un IGRS inhibiteur de la chitine. Cette diminution de
poids a éte aussi obtenue apres traitement des larves de S.littoralis avec le méthoxyfénozide, le
buprofezin et le pyriproxyfen (Pineda et al., (2007), Nasr et al.,(2010)). Cependant I'exposition
du Coléoptére Tenebrio molitor a I'halofénozide n’entraine aucune modification de Ia
croissance pondérale (Lakbar,2000). Résultat également observé avec le RH-5849 et le

tébufénozide chez Spodoptera exigua (Smagghe & Degheele, 1994).

Les métabolites jouent un rdle essentiel dans la physiologie des insectes principalement
dans diverses réactions pouvant assurer la catalyse biochimique ainsi que la régulation. Une
diminution dose-dépendante des protéines totales a été notée chez Cs. morsitans. Chez les
moustiques autogenes par exemple les protéines stockeées aux stades larvaires sont utilisées pour
I’oogenese. Cependant chez les moustiques anautogenes, le repas sanguin représente la
principale source de protéines nécessaires (Briegel, 1985). Quant aux glucides ils représentent
une source d’énergie importante et servent a 1’élaboration des produits génitaux et des structures
membranaires. Troy et al., (1975) ont démontré que les lipides représentent 35% de la
composition des ovocytes chez Aedes aegypti. L'élévation du contenu lipidique avant
'émergence aurait un role dans I’induction du développement ovarien chez les moustiques
anautogenes (Sawabe & Moriyabashi 2000).

Dans notre étude le dosage des principaux constituants réalisé dans le corps entier des larves
du dernier stade de Cs. morsitans, révele une modification de la composition biochimique. Des
fortes concentrations en protéines dans I’hémolymphe sont en rapport avec la synthése de la
nouvelle cuticule (Bourguet & Exbrayat, 1977). Chez Diatraea grandiodella, des

concentrations élevées sont observées au cours du stade larvaire et diminuent par la suite au
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stade nymphale (Chippendale, 1970). Le méme phénomene est observé chez Laspeyresia
pommonella (Sieber & Benz, 1978). Nos résultats révélent une diminution des protéines totales,
glucides et des lipides chez les individus traités par le méthoxyfénozide comparés aux individus
témoins. La réduction de la quantité des protéines induite par le méthoxyfénozide chez les
larves de Cs. morsitans est également observée avec d'autres IGRs sur différentes especes
d'insectes. Ces résultats sont semblables a ceux de Abd EI-Mageed, 2008 et Ghoneim et al.,
2012 avec un autre analogue de I'normone de mue, le tébufénozide. Egalement I'nalofénozide
(RH-0345) appliqué aux femelles adultes de Blattella germanica (Dictyoptera) nouvellement
exuviées réduit les taux hémolymphatiques (Rouibi, 2002) ainsi que chez T. molitor (Soltani
et al., 2002). Les effets des IGRs sur le taux des protéines, glucides et lipides chez les
moustiques et chez d'autres especes d'insectes ont fait I’objet de plusieurs études notamment
chez Aedes aegypti (Ziegler & Ibrahim, 2001); Anopheles gambiae (Kaufmann & brown, 2008);
I’acide mévalonique (anti-JH) et le chlorfluazuron sur Spodoptera littoralis (Amer, 1990;
Ghoneim, 1994); le novaluron (inhibiteur de la synthése de chitine) sur Culiseta longiareolata
(Bouaziz et al., 2011) et Culex pipiens (Djeghader et al., 2013); le buprofezin, I’hexaflumuron,
le lufenuron (inhibiteurs de la synthese de la chitine), le tébufenozide (analogue de la 20-E) et
le pyriproxyfen (analogue de ’hormone juvénile) sur Musca domestica (Diptera: Muscidae)
(Assar et al., 2010); le pyriproxyfen, le tébufenozide et le lufenuron sur Schistocerca gregaria
(Orthoptera: Acrididae) (Hamadah et al. ,2012). Les travaux de Djebar, 2009 ont montré que le
contenu en protéines totales, glucides et lipides diminuent apres traitement avec le
méthoxyfénozide et I'halofénozide chez Culex pipiens et Culiseta longiareolata. Egalement
Amira (2014) démontre que I'hnalofénozide perturbe le taux des protéines, glucides et lipides
chez Cx. pipiens. Une baisse de la protéinémie est observée aussi chez S. littoralis apres
traitement avec le RH-5849 (Smagghe & Deggheele, 1992). La modification dans la
concentration des protéines résulte du changement de volume d’hémolymphe sous l'effet de
I'insecticide (Sugumaran, 2010) d'ou la diminution de la teneur de protéines des larves traitées.
Cette réduction est expliquée par I’effet des IGRSs sur les cellules neurosecrétrices responsables
de la synthese des protéines (Bakr et al., 2007), par l'inhibition de la synthése et le métabolisme
d’ADN ou l'interférence des analogues d'ecdysone avec la synthése de protéines (Padmaje &
Rao 2000).

Au terme de cette étude il semblerait que le méthoxyfénozide exerce un effet cytotoxique sur
les paramétres biochimiques par rapport aux témoins. Les perturbations quantitatives observées
dans ce travail, peuvent étre liés a la capacité des IGRs de modifier la synthése ou le transport

de certains métabolites et de perturber le fonctionnement de l'organisme (Leonardi et al., 2001;
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Rodriguez-Ortega et al., 2003).

2.4 Effet sur la durée de développement

Les processus de mue et de la métamorphose sont contr6lé par des hormones et
neurohormones (Gilbert et al., 2002; Lafont et al., 2005; Gilbert & Rewitz, 2009). Les
hormones de mue ou ecdystéroides sont des activateurs primaires du développement des
insectes et leurs roles dans la régulation de la mue et la métamorphose sont bien caractérisés
(Spindler et al., 2009). Les conditions telles que la température, I'humidité relative, Ila
photopériode ou la nature de la nourriture, modifient les durées de développement (Rehimi,
1993).

Le méthoxyfenozide, testé a la CLsosur les larves du dernier stade de Cs. morsitans entraine
des perturbations du temps de développement. En effet ce travail a pu mettre en évidence que
le méthoxyfénozide entraine une accélération des processus de la mue qui se manifeste par un
raccourcissement significatif de la durée la nymphose et de la mue imaginale comparativement
aux témoins. Ce méme effet est aussi observe chez le Lépidoptére Spodotera littoralis (Pineda
etal., 2007) et chez Spodoptera frugiperda (Zarate et al., 2011) ou le méthoxyfénozide a affecté
le développement larvaire. L’accélération de la nymphose a donné naissance a des formes non
viables (larve- pupe). Ceci serait vraisemblablement d0 a un phénomene de saturation
hormonale chez les individus traités. Des effets similaires sont aussi rapportés chez d’autres
insectes comme Platinota idaeulis avec le tébufénozide (Biddinger et al., 2006). En effet la
20E initie le processus de mue (Truman & Riddiford, 2007). L’apolyse larvo-nymphale se
produit et se termine avant le pic larvaire de la 20E, par contre, ’apolyse nympho-adulte
commence au début de I’augmentation du taux de la 20E nymphale. L'interaction dans
I’homéostasie de ces hormones avec des sources exogénes d’hormone ou encore avec leurs
analogues de synthése peut conduire a une perturbation dans le développement des insectes
cibles (Jenkins et al., 1992).

2.5 Effet sur la reproduction

L’évolution de la fécondité des femelles peut étre directement reliée a I’acquisition des
ressources. Lors de la maturation, la demande énergétique est dirigée par les besoins en
vitellogenese et les autres processus précédant la ponte (Novoseltsev et al. 2003). De
nombreuses études réalisées sur divers ordres d’insectes ont démontré que le processus de la

reproduction est sous le contrdle de la 20E et I'hormone juvénile (Engelmann, 1979 ; Davis et
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al., 1990 ; Cusson et al., 1994 ; Gade & Hoffman, 2005). Toute interférence dans I'noméostasie
de ces hormones avec des sources exogeénes (agonistes ou antagonistes) peuvent entrainer des
anomalies dans la croissance des ovocytes, la formation des ceufs, et 'embryogenése (Smagghe
et al., 2003). A cet effet différents travaux ont démontré la toxicité des IGRs sur le potentiel
reproducteur. Les agonistes des ecdystéroides en général peuvent affecter la fécondité et/ou la
fertilité chez des différents ordres d’insectes (Knight, 2000; Sun et al., 2000; Osorio et al., 2008;
Pineda et al., 2009; Luna et al., 2011). Notre étude révele que le traitement des larves du dernier
stade de Cs. morsitans avec le méthoxyfénozide affecte certains parametres de la reproduction.
Une réduction significative de la fécondite et de la fertilité a été observée avec l'augmentation
des concentrations. Aucune ponte n'a été enregistrée a la concentration la plus élevée
(0,072mg/L). Il semble que les concentrations nécessaires pour réduire le potentiel reproducteur
des femelles doivent étre tres élevées pour induire une stérilite importante. Ces effets peuvent
étre le résultat de l'interférence du méthoxyfénozide avec la synthese de la vitellogénine (Pineda
et al., 2007). Hammi, et al (2005), Soltani- Mazouzi, et al.,(2012) et Bouzeraa (2014) ont
également rapporté que la fécondité et la fertilité des femelles d'E. kueniella ont été affecte par
un traitement au methoxyfénozide par application topique. Ce méme effet a été observé chez
le Lépidoptere Spodoptera litura (Shahout, 2011), et egalement chez Spodoptera exigu ou une
réduction significative de la fertilité a été enregistrée (Christian-Luis & Pineda, 2010). Chez de
nombreuses familles de Lépidoptéres telles que les Crambidae, Noctuidae, Pyralidae, et
Tortricidae une reduction de la fécondité (Smagghe et al., 1996 b; Rodriguez et al.,2001) et une
réduction de la fertilité (Smagghe & Degheele 1994; knight, 2000) ont €té enregistrées avec un
autre analogue de I'hormone de mue , le tebufénozide.

Par ailleurs de nombreux travaux ont démontré chez plusieurs espéces d'Insectes que le
tébufénozide, I'nalofénozide et le méthoxyfénozide affectent négativement la fécondité et la
fertilité des Diptéres, Coléoptéres et des Lépidoptéres comme le Diptére Chironomus riparius
((Tassou & Shultz, 2013), les Coléopteres Leptinotarsa decemlineata (Farinos et al., 1999) et
Tenebrio molitor (Taibi et al.,2003)], les Lépidoptéres Ephestia kuehniella (Khebeb et al.,2008)
et Platynota idealus (Biddinger & Hull, 1999). Les travaux de Daas-Maamcha (2006) ont
rapporté également que I'application de plusieurs mimétiques de I'hormone de mue tels que le
méthoxyfénozide, le tébufénozide, et I'halofénozide sur les femelles Eupolybothrus mudicornis
(Myriapode) affectait la vitellogénése.

Récemment d’autres expérimentations ont été réalisées avec d’autres régulateurs de
croissance des insectes, analogues de 1’hormone juvénile chez le Colépotere Rhizopertha

dominica, le traitement par le méthopréne a provoqué une réduction de la fécondité des femelles
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(Athanassiou, et al., 2011). Egalement des travaux antérieurs avec d'autres IGRs tels que le
piriproxyfene et le diflubenzuron, utilisés sur des larves de moustiques du genre Ae. egypti,
révélent une réduction significative du potentiel reproducteur (Kamal & Khater, 2010).

Les effets des analogues de I'normone de mue sur la reproduction ont été largement étudiés
et se sont averé trés variables, suivant le stade de développement, le moment du traitement ou
la méthode de traitement utilisée (Dallaire et al., 2004). En effet Moulton et al., (2002) montrent
que la potentialité du méthoxyfénozide a I'égard des Lépidopteres est plus importante par
ingestion que par application topique.

Globalement les résultats de cette étude démontrent clairement les potentialités du
meéthoxyfénozide a I'égard du moustique Cs. morsitans. En effet les concentrations Iétales de
ce composé peuvent affecter le développement des larves du dernier stade engendrant des
perturbations se traduisant par des mues précoces. Les signes manifestes, sont des types
morphogénétiques induisant des individus non viables. Outre ces perturbations
morphologiques, ce mimetique de I'hormone de mue teste affecte le poids corporel, ainsi que le
contenu des principaux métabolites (protéines, lipides, glucides). Ceci suggere un effet
dépressif de ce composé sur le systeme reproducteur des survivants chez Cs. morsitans, en

interférant avec des processus physiologiques sous contréle endocrinien.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

L'usage intensif ces derniéres années des pesticides en particulier les insecticides, a
conduit a une contamination importante de I'environnement et a l'apparition d'effets néfastes
sur de nombreux organismes vivants comme I'Homme et les animaux. Malgré leur
interdiction ces produits restent trés utilisés, notamment dans le domaine agricole. Le
probléme de la contamination se pose donc encore pour de nombreuses années. Un
programme de recherche a mis au point des composés nouveaux, plus sélectifs, moins
toxiques pour les organismes non ciblés et a faible risque écotoxicologique, les régulateurs
de croissance des insectes (IGRs). Ainsi, le principal objectif de notre travail était d'étudier
les effets de l'un de ces composés le meéthoxyfénozide analogue le I'normone de mue sur des
larves de moustiques.

Les moustiques générent une nuisance importante. Les gites ou se développent leurs
larves sont souvent pollués par des xénobiotiques environnementaux (les pesticides par
exemple) qui leur permettent de les tolérer provoquant ainsi leur prolifération. Cette étude
fournit une évidence de la présence d'une biodiversité culicidienne dans le lac des Oiseaux
(EL-Tarf). Dans un premier temps nous avons prospecté ce site pour lister les gites abritant
les stades pré-imaginaux. Notre choix s'est limité a deux gites (Sud et Sud-est du lac) lesquels
sont accessibles et surtout aussi par rapport a I'abondance de cette faune.

L’analyse des relevés dans la zone d’étude, montre que la faune culicidienne est
représentée par 6 especes, appartenant a deux sous-familles : Anophelinae et Culicinae. Les
especes inventoriées appartiennent a deux sous familles Il apparait ainsi une prédominance
de la sous-famille des Culicinae. Dans la sous-famille des Anophelinae, nous distinguons
une seule espéce : Anopheles sacharovi. La sous famille des Culicinae comprend quatre
genre et 6 espéces il s’agit de Culex theileri, Culiseta morsitans Culiseta,ochroptera,
Orthopodomyia pulcripalpis et Uranotaenia unguiculata. Culiseta morsitans , modele
utilisé dans notre étude est l'espece la plus abondante.

Les essais réalisés avec le méthoxyfinozide (RH-2485) ont montré une toxicité a
I’égard des larves du dernier stade (L4) de Cs. morsitans induisant une mortalité significative
par rapport aux témoins. Ces tests toxicologiques ont permis de déterminer les
concentrations létales CLso et CLgo et révelent des effets insecticides avec une relation dose-

réponse.
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Conclusion et perspectives

Testé a la concentration létale CLso le méthoxyfénozide a révélé une activité insecticide
en perturbant la croissance pondérale, des larves avec une significativité surtout pour les
larves de deux jours. Le méthoxyfénozide a aussi affecté le contenu en protéines, glucides
et lipides des séries témoins et traités au cours des différents ages, avec un effet trés marqué,
a deux jours. Par ailleurs des perturbations du développement ont fait apparaitre des types
morphogénétiques suite & une accélération de la nymphose et de la mue imaginale. Ce
résultat suggere la persistance et I’accumulation des agonistes de I’hormone de mue dans
les tissus. En effet le traitement par le méthoxyfénozide a montré une réduction de la
fécondité et fertilité des adultes qui ont survécu au traitement des larves induisant une
stérilité trés significative aux concentrations les plus élevées. Les résultats obtenus sont
accord avec des travaux antérieurs qui confirment I'efficacité de ces agonistes de I'hormone
de mue.

La grande spécificité de ces IGRs fait de ces composés une excellente alternative aux
insecticides chimiques contre la lutte des larves de moustiques.

Il serait intéressant de compléter ce travail en évaluant I’effet du RH-2485 sur I’aspect
endocrinien par I’analyse quantitative de I’hormone de mue et d'évaluer I’effet de cette
molécule avec des concentrations sublétales, sur les différents stades larvaires et a différents

temps d'exposition.
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Résumé

Résumeé

Les connaissances sur les insectes hématophages, vecteurs de pathogénes sont I'une des
composantes majeure de la biodiversité afin d'élaborer des stratégies de contréle et de lutte.
Une étude a été réalisée au travers d'un modéle (Diptera: Culicidae) dans le lac des Oiseaux
(Wilaya d'EI-Tarf). Au cours de ce travail deux approches combinant l'aspect taxonomique
et toxicologique ont été menées.

La premiere partie releve d'une étude systématique sur les Culicidés, prélevés a l'état
larvaire et nymphal au niveau de deux gites (Sud et Sud-Est du lac). L'identification a été
réalisée sur les adultes issus de I'élevage, en laboratoire. L'espece Culiseta morsitans
d'importance vétérinaire déterminée comme l'espéce la plus abondante du lac, et servira de
modele durant notre étude.

L'étude toxicologique deuxiéme aspect de notre travail a été réalisée en vue de tester I'effet
d'un régulateur de croissance des insectes (IGRs) le methoxyfénozide, analogue de I'normone
de mue sur les larves nouvellement exuviées du quatrieme stade de Cs. morsitans. Les
résultats obtenus mettent en évidence un effet dose-réponse. Le methoxyfénozide provoque
également l'apparition des différents types morphogénétiques, formes non viables tels que des
intermédiaires larves-pupes, pupe blanche, pupe brune et adultes partiellement émergés.

La derniere partie de cette étude a été menée en vue d’évaluer l'effet du méthoxyfénozide

sur plusieurs aspects physiologiques (poids, analyse quantitative des metabolites,
développement et reproduction) chez les différents stades de Cs. morsitans.
Les résultats montrent que le méthoxyfénozide utilisé a la concentration létale CLsoa I’égard
du quatrieme stade larvaire a différents ages (0, 2, 4 et 6) jours diminue significativement le
poids, le contenu en protéines, glucides et lipides corporel des larves de Cs. morsitans, par
rapport aux témoins, avec un effet plus marqué a 2 jours. Le traitement par le
méthoxyfénozide des larves nouvellement exuviées du dernier stade (L4) affecte également
significativement la durée de développement de la nymphose et de la mue imaginale de Cs.
morsitans traduisant une accélération de la mue.

Enfin, sur les adultes qui survivent au traitement des larves, on note une réduction de la

féconditeé et fertilité qui se traduit par un taux de stérilité qui atteint 100% a la concentration
la plus élevée (0,072mg/L).

Mots clés: Lac des Oiseaux, Culicidés, Culiseta morsitans, Régulateurs de croissance des
insectes, Métoxyfénozide, Types morphogénétiques, Développement, Reproduction.
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Abstract

Abstract

Knowledge about blood-sucking insects, disease vectors is one of the major biodiversity
components to develop control strategies and control. A study was conducted through a model
(Diptera: Culicidae) in Lake of the Birds (Wilaya of El-Tarf). During this work two
approaches combining taxonomic and toxicological aspects have been conducted.

The first part, reports a systematic study of the Culicidae. Larvae and pupae specimens
originally collected from at two cottages (South and South-East) of Lake Bird, were reared
under laboratory conditions. The identification was carried out on adults. The species Culiseta
morsitans veterinary importance determined as the most abundant species of the lake, and serve
as a model for our study.

The toxicological study, the second aspect of our work was carried out to test the effect of
an insect growth regulator (IGRs) Methoxyfenozide, a non-steroidal ecdysteroid agonist
against last-instar larvae of Culiseta morsitans. The results show a dose-response effect. The
compound also induced morphogenetic abnormalities, unsustainable forms such us larvae-
pupae intermediate, white pupae, brown pupae and adults partially emerged.

The last part of this study was to evaluate the effect of méthoxyfénozide on many
physiological aspects (weight, quantitative analysis of metabolites, development and
reproduction in Cs. morsitans. The results show that methoxyfénozide used in LCsg lethal
concentration with respect to the fourth instar at different ages (0, 2, 4 and 6) days significantly
reduces the weight, the content of proteins, carbohydrates and lipids body larvae of Cs.
morsitans compared to control, with a higher effect at 2 days. The tested compound disturbed
the development by the reduction of the developmental duration of the fourth instar larvae
(L4) and the pupae instar, reflecting accelerated molting.

Finally adults of Cs. morsitans derived from early fourth instar treated with
méthoxyfénozide exhibited alterations in reproductive parameters (fecundity and fertility).
The tested compound strongly affected the reproduction of Cs. morsitans by producing a high
percentage of sterility which increased to 100% at the higher concentration (0.072mg/L).

Key words: Lake Bird, Culicidae, Culiseta morsitans, Insect Growth Regulator,

Methoxyfenozide, Morphogenetic abnormalities, Development, Reproduction.
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