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                                                  CHAPITRE I: Introduction générale 

___________________________________________________________________________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I-Les produits phytosanitaires 

I.1-Utilité des produits phytosanitaires. 

 Les produits phytosanitaires permettent de lutter contre des organismes considérés 

comme nuisibles. Ils sont actuellement utilisés dans de nombreux domaines comme l’hygiène 

vétérinaire (élimination des puces chez les chiens et les chats), la protection des denrées 

alimentaires, les usages domestiques (jardinage, produits ménagers) et l’entretien des espaces 

publics (espaces verts, routes, voies ferrées). Ces produits phytosanitaires sont également 

employés dans le domaine de la santé publique pour lutter contre les vecteurs de maladies 

humaines (le paludisme, la fièvre jaune, la dengue…). Par exemple, le paludisme est 

responsable de la mort de 655 000 personnes dans le monde en 2010 (OMS, rapport 2011), 

d’où l’importance de l’utilisation des produits phytosanitaires pour lutter contre ces maladies. 

Cependant, ces produits restent principalement utilisés dans le domaine agricole. En effet, ce 

domaine doit faire face à une demande croissante pour l’alimentation. On estime que les 

besoins alimentaires mondiaux vont s’accroître de 50% d’ici 2030 alors que la surface des 

terres cultivables reste limitée (rapport d’activité UIPP 2011/2012). Pour répondre à ces 

besoins, l’augmentation de la productivité agricole est devenue une priorité et la protection 

des cultures, essentielle. L’usage des produits phytosanitaires apparaît comme une des 

solutions possibles. En effet, en absence de ces produits, on estime que 30 à 40% des récoltes 

seraient détruites par les maladies, les insectes ravageurs etc…, à travers le monde (rapport 

d’activité UIPP 2011/2012).  

Les produits phytosanitaires regroupent plusieurs classes dont les trois principales sont: les 

fongicides, les herbicides et les insecticides. Contre les virus et les parasites responsables de 
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certaines maladies humaines (paludisme, fièvre jaune, dengue…), le moyen actuel reste de 

lutter contre les vecteurs de ces maladies soit les insectes (cicadelles, moustiques…). Les 

insecticides permettent donc de lutter contre les insectes mais aussi contre les pathogènes 

qu’ils véhiculent. 

 

 

I.2-Marché mondial des produits phytosanitaires. 

 Le marché mondial des produits phytosanitaires est d’environ 44 milliards de dollars 

en 2011 (figure 1A) ce qui correspond à une augmentation de 44% en 5 ans. Les herbicides 

représentent presque la moitié du marché mondial avec 45,2%. Les insecticides constituent 

26,1% du marché et les fongicides 25,9% en 2010 (figure 1B). Ces trois classes de produits 

phytosanitaires représentent à elles-seules presque la totalité du marché mondial (97%). La 

France est le premier consommateur de produits phytosanitaires en Europe et se place au 3ème 

rang mondial derrière les Etats-Unis et l’Inde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Marché mondial des produits phytosanitaires. (A) Evolution du marché mondial 

des produits phytosanitaires depuis 2006. (B) Répartition du marché mondial des produits 

phytosanitaires en 2010 (rapport d’activité UIPP 2011/2012). 
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I.3-Risques liés à l’utilisation des produits phytosanitaires. 

 La seconde moitié du XXème siècle a été le témoin d’une utilisation progressive et 

massive des produits phytosanitaires dans le monde. En effet, la consommation de ces 

produits a doublé tous les dix ans de 1945 à 1985. Cependant l’utilisation de ces produits 

phytosanitaires n’est pas sans conséquences sur les écosystèmes. Après application en 

champs, ces substances vont être disséminées dans les sols et dans les airs. Les éléments 

comme la pluie et le vent vont favoriser cette dispersion provoquant la contamination des 

sols, des lacs, des fleuves... parfois très loin du site d’épandage de ces produits chimiques. 

Ces substances ont par exemple été retrouvées dans les embruns océaniques ou dans la neige 

de l’Arctique (Van der Werf, 1997).  

La publication en 1962 du livre ``Silent Springs´´, printemps silencieux en français, écrit par 

la biologiste Rachel Carson, a suscité une prise de conscience des problèmes liés aux produits 

phytosanitaires sur l’environnement. Elle fut la première à dénoncer les effets nocifs de ces 

produits chimiques sur les organismes non cibles comme les oiseaux. Cet ouvrage a entraîné 

l’interdiction du DDT aux Etats-Unis en 1972. En plus d’avoir un impact sur les organismes 

non cibles, l’usage intensif des produits phytosanitaires favorise l’apparition de résistance 

chez les insectes ravageurs. Une mauvaise utilisation de ces produits peut donc entraîner leur 

propre inefficacité sur les nuisibles.  

Aujourd’hui, l’impact des produits phytosanitaires sur l’environnement et les organismes 

vivants est reconnu et devient une préoccupation sociétale. Une réglementation est donc 

apparue pour encadrer l’utilisation de ces produits. 

 

 

I.4-Réglementation des produits phytosanitaires. 

 Les autorités ont mis en place l’autorisation de mise sur le marché (AMM) pour 

l’usage des produits phytosanitaires. Une AMM est délivrée pour un produit phytosanitaire et 

pour un ou plusieurs usage(s) précis. Un usage précis correspond à une culture, un mode de 

traitement, un ravageur, une dose à employer et les conditions d’application. Les AMMs de 

ces produits sont encadrées au niveau européen et au niveau national.  

La législation européenne est régie par le règlement 1107/2009/CE, qui s’applique depuis le 

14 juin 2011. Il permet l’harmonisation des réglementations dans l’Union Européenne et la 

mise en place d’une procédure stricte sur l’évaluation des risques des produits phytosanitaires. 

Le but de ce règlement est de garantir une protection élevée vis-à-vis de la santé humaine, 
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animale et de l’environnement tout en préservant la compétitivité agricole de l’union 

européenne. Avant d’obtenir une AMM, l’entreprise doit fournir un dossier d’évaluation des 

risques toxicologiques et écotoxicologiques à l’agence européenne de sécurité alimentaire 

(EFSA). Ce dossier doit comporter une évaluation des risques pour les utilisateurs du produit 

phytosanitaire avec la dose journalière admissible (DJA) obtenue à partir de la dose nommée 

NOAEL (no observable adverse effect level) correspondant à la quantité de produits qui peut 

être consommée chaque jour sans conséquences sur la santé humaine, le niveau acceptable 

d’exposition de l’opérateur (NAEO) et la dose aiguë de référence (DARf). Si le produit 

phytosanitaire est destiné à la conservation de denrées alimentaires, une limite maximale de 

résidus du produit (LMR) est à fournir. Le dossier doit contenir la preuve de l’efficacité du 

produit phytosanitaire en conformité avec les conditions réelles d’utilisation. Le dossier doit 

également faire figurer les risques liés aux métabolites du produit phytosanitaire, la 

composition exacte du produit, l’incidence sur la santé humaine (effets indésirables) et le 

devenir du produit dans l’environnement (persistance, bioaccumulation, capacité à se 

propager dans l’environnement). Après une expertise scientifique du dossier, l’EFSA rend un 

avis favorable seulement si l’expertise conclût à: ``La substance ne présente pas d’effet nocif 

inacceptable pour la santé humaine et l’environnement´´. La commission européenne procède 

ensuite à l’examen du dossier et autorise (ou non) la mise sur le marché pour une période de 

dix ans. Le produit phytosanitaire est ensuite inscrit sur la liste des substances ayant une 

AMM (540/2011/UE). 

Au niveau national, l’AMM est délivrée par le ministère de l’Agriculture après examen du 

dossier par l’agence nationale de sécurité sanitaire (ANSES). Cependant un produit 

phytosanitaire ne peut pas recevoir une AMM en France si celui-ci n’a pas reçu au préalable 

une AMM au niveau européen. 

De plus, les normes actuelles visent à réduire la consommation de produits phytosanitaires 

pour ``parvenir à une utilisation des pesticides compatible avec le développement durable´´ en 

Europe (128/2009/CE). En France, un plan a été adopté puis mis en place en 2008 pour 

réduire l’utilisation des produits phytosanitaires, le ``plan Ecophyto 2018´´. Il envisage de 

réduire l’utilisation de ces produits de 50% si possible d’ici 2018. Ce plan s’organise selon 8 

axes visant principalement à favoriser les cultures économes en produits phytosanitaires pour 

réduire leur utilisation et évaluer les risques liés à l’usage de ces produits. 
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Mon travail de thèse s’inscrit dans ce cadre et a pour objectif d’étudier les conséquences liées 

à l’utilisation de deux insecticides, l’imidaclopride et la dieldrine chez un organisme modèle 

la drosophile (Drosophila melanogaster). Je vais donc me focaliser par la suite sur cette 

classe de produits phytosanitaires, les insecticides. 

 

 

 

II-Les insecticides 

 Les insecticides sont des substances qui permettent l’élimination des arthropodes. Ils 

peuvent être utilisés contre les larves et/ou les œufs (larvicides) ou encore contre les adultes. 

Ils doivent être nocifs vis à vis des insectes ravageurs mais aussi relativement inoffensifs pour 

les organismes non cibles. 

 

 

II.1-Historique. 

 La lutte contre ces organismes existe depuis des millénaires. L’usage du soufre est 

apparu chez les Sumériens vers 2000 ans avant Jésus-Christ et l’arsenic était recommandé par 

Pline (naturaliste romain) en tant qu’insecticide. En 1690, Jean de la Quintinie a décrit les 

propriétés insecticides du tabac (nicotine). Cependant, ce n’est qu’au XIXe siècle que 

l’utilisation des pesticides a connu un développement important. Différents éléments ont 

favorisé ce développement: l’accroissement démographique de la population humaine 

(obligation d’augmenter la productivité agricole), l’affaiblissement des terres agricoles 

(épidémies dans les cultures), l’apparition du machinisme agricole ainsi que les progrès 

considérables dans le domaine de la chimie organique de synthèse. Les traitements des 

cultures par les insecticides apparaissent alors avec l’utilisation de l’arsenic pour lutter contre 

les insectes ravageurs (ex: arséniate de plomb contre l’Eudémis de la vigne). 

Néanmoins, le véritable essor des pesticides de synthèse débute au XXe siècle. On assiste à 

un développement considérable des insecticides organiques qui sont majoritairement des 

composés organochlorés. Le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) a été synthétisé en 1874 

par Othman et Zeidler et ses propriétés insecticides furent découvertes en 1939 par Müller et 

Weissman. Il fut très efficace dans la lutte contre les insectes ravageurs comme les 

moustiques vecteurs du paludisme. D’autres organochlorés furent utilisés comme le HCH 

(hexachlorocyclohexane), l’endosulfan, l’aldrine ou la dieldrine.  
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Au cours de la seconde moitié du XXe siècle, de nombreuses découvertes ont permis 

d’enrichir la famille des pesticides dans le domaine agricole notamment par les recherches 

menées sur les gaz de combat durant la seconde guerre mondiale. Des insecticides très 

efficaces apparaissent alors. Tout d’abord, la famille des organophosphorés dont les 

propriétés ont été mises en évidence en 1936 et qui se développent à partir de 1944 avec le 

malathion, le dichlorvos ou encore le parathion. En 1957, le premier insecticide appartenant à 

une nouvelle famille, les carbamates, est décrit: le carbaryl qui sera suivi par le carbosulfan ou 

encore l’aldicarbe. Dans les années 1970-1980, une autre famille d’insecticides est 

découverte: les pyréthrinoïdes, analogues de synthèse des pyréthrines, substances présentes 

dans les fleurs de chrysanthème. Certaines molécules sont encore utilisées actuellement 

comme la perméthrine, la cyperméthrine et la deltaméthrine. Les benzoylurées apparaissent en 

1972 avec le diflubenzuron puis les phénylpyrazoles en 1993 avec le fipronil. Dans les années 

1970s puis 1980s, des recherches basées sur la structure de la nicotine ont permis le 

développement d’une nouvelle famille d’insecticides, les néonicotinoïdes (Jeschke et Nauen, 

2008). La commercialisation de l’imidaclopride débute en 1994 et il sera suivi par d’autres 

substances comme le thiaclopride, le nitenpyrame ou encore le clothianidine. Les 

néonicotinoïdes dominent actuellement le marché des insecticides.  

 

 

II.2-Les différentes familles d’insecticides et leurs modes d’action. 

 Au cours de ces dernières années de nombreuses familles d’insecticides sont apparues. 

Elles peuvent être classées par groupe selon leurs modes d’action et la cible visée (Insecticide 

mode of action classification, IRAC 2012). Ces cibles sont variées et correspondent à des 

enzymes, des protéines, des canaux, des récepteurs… Certaines familles agissent sur la 

croissance en perturbant la mue des insectes (famille des diacylhydrazines), d’autres comme 

les benzoylurées perturbent leurs développements (tableau 1). Les insecticides interviennent 

également dans la respiration cellulaire ou encore au niveau des muscles pour une toute petite 

partie d’entre eux. Certaines bactéries comme Bacillus thuringiensis peuvent être aussi 

utilisées car elles produisent des endotoxines, délétères pour l’insecte (tableau 1).  
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Tableau 1: Liste des principales classes d’insecticides utilisées à ce jour. D’après la 

classification de l’IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) (février 2012). 

 

Cependant une classe reste largement majoritaire de part son efficacité élevée, elle correspond 

aux neurotoxiques. Ils agissent au niveau du système nerveux et renferment plusieurs familles 

d’insecticides comme les organochlorés ou les néonicotinoïdes (Tableau 1). D’autres 

insecticides sont également utilisés mais la cible et le mode d’action restent incertains ou 

méconnus comme le bifénazate (Casida, 2009). Toutes ces familles d’insecticides agissent 

donc au niveau de cibles bien distinctes que je vais détailler par la suite. 

 

 

II.2.1. Les perturbateurs des processus de croissance et de développement chez l’insecte. 

Ces insecticides ayant un rôle sur la croissance et le développement de l’insecte sont souvent 

utilisés en cas d’échec d’autres familles d’insecticides. Chez le moustique en particulier, après 

l’apparition de résistance aux pyréthrinoïdes et aux organophosphates, des insecticides de ce 

type ont été utilisés (Belinato et al., 2013). Ils agissent en tant que régulateurs de croissance 
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des insectes (IGR, Insect Growth Regulators). Les IGRs ont été classés en 2 groupes, le 

premier correspond aux inhibiteurs de la synthèse de la chitine qui intervient dans la 

formation de la cuticule et le deuxième correspond à des substances qui perturbent l’action 

des hormones spécifiques des insectes (hormones juvéniles et ecdysone) (Tunaz et Uygun, 

2004).  

 

 

II.2.1.1. Les inhibiteurs de la synthèse de la chitine. 

La chitine est un biopolymère très répandu dans la nature qui est produit par les insectes en 

particulier. Elle est le composant majeur de la cuticule qui constitue l’exosquelette chez les 

insectes. La chitine est également présente dans la matrice péritrophique, couche protectrice 

de l’intestin moyen des insectes contre l’attaque de pathogènes ou de toxines (Merzendorfer 

et Zimoch, 2003). La chitine est un polymère linéaire composé de N-acétyl-glucosamines. La 

biosynthèse de ce polymère fait intervenir plusieurs enzymes pour convertir différents sucres 

(glucose, tréhalose) en UPD-N-acétyl-glucosamine (Merzendorfer, 2011). La dernière étape 

est synthétisée par une enzyme très importante, la chitine synthase (Figure 2).  

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Synthèse de la chitine à partir de l’UPD-N-acétyl-glucosamine par la chitine 

synthase. 

 

Ce mécanisme requiert le UPD-N-acétyl-glucosamine comme substrat et la présence de 

cations divalents comme le Mg2+ (Merzendorfer 2006). La chitine est transportée à travers la 

membrane plasmique dans le domaine extracellulaire par un processus méconnu. Deux 

hypothèses ont été proposées (Merzendorfer et Zimoch, 2003). Dans la première hypothèse, 

des vésicules endoplasmiques transportent la chitine synthase au niveau de la membrane 

plasmique. Suite à la fusion des vésicules avec la membrane, la chitine synthase est activée et 

produit les polymères de chitine dans le domaine extracellulaire (Figure 3A). La deuxième 

hypothèse propose que la chitine est synthétisée et accumulée à l’intérieur des vésicules 

endoplasmiques par la chitine synthase. Les vésicules fusionnent avec la membrane 
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plasmique pour libérer les polymères de chitine quand cela est nécessaire (Figure 3B). Une 

fois dans le domaine extracellulaire, les polymères s’assemblent ensuite de manière spontanée 

pour former des microfibrilles de diamètre et de longueur variables.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: Modèles pour le transport de la chitine au niveau de la membrane plasmique. (A) 

Après transport des vésicules contenant la chitine synthase à la membrane plasmique, la 

membrane des vésicules fusionne avec la membrane plasmique. La chitine synthase est 

activée par les enzymes protéolytiques contenues dans le domaine extracellulaire pour 

produire la chitine. (B) La synthèse de la chitine débute dans les vésicules durant leurs 

transports au niveau de la membrane plasmique. Après fusion des vésicules, la chitine est 

libérée dans le domaine extracellulaire. L’étoile bleue indique le site catalytique de la chitine 

synthase. (d’après Merzendorfer et Zimoch, 2003). 

 

La synthèse de la chitine est un processus crucial pour la croissance et le développement de 

l’insecte. En effet, elle est le constituant majoritaire de la cuticule que l’insecte remplace 

régulièrement à travers le phénomène de mue. L’inhibition de la synthèse de la chitine induit 

des perturbations dans la formation de la cuticule et la mue avorte. C’est pourquoi des 

inhibiteurs de la synthèse de la chitine ont été développés en tant qu’insecticides comme les 

benzoylurées (Figure 4). Cependant, le mécanisme d’action de ces insecticides reste inconnu. 

Ils n’agiraient pas sur la chitine synthase directement mais plutôt sur le transport de la chitine 

via les vésicules endoplasmiques ou le transport à travers la membrane plasmique 

(Merzendorfer, 2006). Ces insecticides ont une faible persistance dans l’environnement et ils 

sont presque sans danger pour les organismes non cibles. Ces insecticides restent utilisés dans 

le domaine de l’arboriculture, la sylviculture et la santé publique pour l’élimination des 

moustiques vecteurs de maladies humaines. Les benzoylurées représentent 3% du marché 

mondial (Sparks, 2013). 
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Figure 4: Formules chimiques de plusieurs insecticides appartenant à la famille des 

benzoylurées. 

 

 

II.2.1.2. Les perturbateurs hormonaux. 

Chez les insectes, le développement est rythmé par des processus de mues. Les mues de 

croissance permettent à la larve d’augmenter sa taille alors que les mues de métamorphose 

induisent de nombreux changements morphologiques aboutissant à l’imago. Ces différentes 

étapes sont régulées par deux hormones principales: l’ecdysone, hormone stéroïdienne de mue 

(active sous forme de 20-hydroxyecdysone, 20E) et les hormones juvéniles (JH) (Dhadialla et 

al., 1998).  

Au niveau moléculaire, la cible de la 20E est un récepteur nucléaire, un hétérodimère 

composé de EcR (ecdysteroid receptor) et de USP (ultraspiracle). Ces deux protéines font 

partie de la famille des récepteurs aux hormones stéroïdiennes et présentent un domaine de 

liaison à l’ADN. Le complexe 20E-récepteur va ensuite se lier à l’ADN au niveau de sites 

spécifiques et jouer le rôle de facteur de transcription pour des gènes cibles impliqués dans les 

processus de mues (Dubrovsky, 2005). Ce processus démarre avec l’augmentation de la 

quantité de la 20E. Chez la drosophile, cette hormone est sécrétée par les glandes 

prothoraciques au niveau du cerveau de la larve. Suite à l’augmentation de la 20E, la larve 

arrête de se nourrir. L’ancienne cuticule se détache des cellules de l’épiderme (l’apolyse) et 

crée un espace qui se remplit de liquide exuvial contenant des enzymes chitinolytiques 

inactives. Sous l’influence de la 20E, les cellules de l’épiderme s’organisent pour produire 

massivement les constituants de la nouvelle cuticule. Une fois que la quantité de 20E diminue, 

les enzymes chitinolytiques sont activées pour digérer une partie de l’ancienne cuticule. Le 

liquide exuvial est ensuite réabsorbé suivi d’une libération de l’hormone d’éclosion 
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permettant l’exuviation. Le déclenchement des mues est donc dû à une augmentation de 20E. 

Si cette hormone agit en synergie avec les hormones juvéniles, une mue larvaire sera 

déclenchée (Figure 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: Variation du titre de la 20-hydroxyecdysone  (20E) et des hormones juvéniles 

(JHs) durant le développement de Drosophila melanogaster. 20E, ligne pleine et JHs ligne 

en pointillés (d’après Dubrovsky, 2005). 

 

Durant le dernier stade larvaire, une action de la 20E en absence d’hormones juvéniles va 

permettre l’induction non plus de mues larvaires mais de mue de métamorphose. Ces 

processus de croissance et de développement sont très bien coordonnés principalement par la 

20E et les hormones juvéniles. Une perturbation dans l’homéostasie d’une de ces hormones 

peut avoir des conséquences dramatiques pour l’insecte. 

Ainsi des analogues d’hormones spécifiques des insectes ont été utilisés comme insecticides 

pour le contrôle des nuisibles en agriculture. La famille la plus importante correspond aux 

diacylhydrazines, agonistes d’ecdystéroïdes (Figure 6).  

 

 

 

 

 

 

Figure 6: Formules chimiques de plusieurs insecticides appartenant à la famille des 

diacylhydrazines et de l’ecdysone. 
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Découverts par Rohm et Haas dans les années 1980s, ces composants provoquent une mue 

prématurée chez les insectes cibles, qui conduit à la mort de la larve. Ces produits sont donc 

désignés comme accélérateurs de mues (Fahrbach et al, 2012). L’avantage de ces insecticides 

réside dans leur spécificité d’action. Par exemple, le tebufénozide est toxique pour les 

lépidoptères mais très faiblement toxique pour les autres espèces comme les coléoptères, les 

diptères, les pollinisateurs comme l’abeille ainsi que les mammifères (Dhadialla et al., 1998). 

Ils ont également une faible rémanence dans l’environnement. D’autres études ont permis le 

développement de nouveaux insecticides comme le tétrahydroquinoline pour lutter 

spécifiquement contre les moustiques (Fahrbach et al, 2012). Ces insecticides sont 

principalement utilisés dans l’arboriculture et la viticulture. Cependant ces insecticides ont 

une action plus lente que les neurotoxiques, ce qui provoque des pertes plus importantes dans 

les cultures utilisant ces insecticides. Les diacylhydrazines représentent 1% du marché 

mondial des insecticides (Sparks, 2013). 

 

 

II.2.2. Les inhibiteurs de la respiration cellulaire. 

La respiration cellulaire fournit l’énergie nécessaire à la cellule pour fonctionner et est 

apparue comme une cible possible pour lutter contre les organismes nuisibles en agriculture. 

La mitochondrie est le centre énergétique de la cellule. L’énergie produite provient d’une voie 

métabolique appelée chaîne respiratoire mitochondriale. Elle a pour but de phosphoryler 

l’ADP (adénosine diphosphate) en ATP (adénosine triphosphate) fournisseur énergétique 

universel. Les enzymes de cette voie, situées dans la membrane interne de la mitochondrie, 

sont impliquées dans 5 complexes différents (I-V). Les complexes I à IV permettent le 

passage de protons dans l’espace intermembranaire (Figure 7). Ces protons sont ensuite 

captés par l’ATPase (complexe V) pour phosphoryler l’ADP en ATP dans la matrice de la 

mitochondrie (Figure 7). D’autres enzymes auront en charge le transport de l’ATP dans 

l’espace intermembranaire (l’ATP/ADP translocase) puis dans le cytoplasme de la cellule (la 

porine). Certains insecticides ont la propriété d’inhiber les différents complexes de la chaîne 

respiratoire mitochondriale (Figure 8). Ils vont agir en perturbant soit les réactions 

d’oxydation soit le gradient de protons. Il en résulte une perturbation dans la synthèse de 

l’ATP. Ces insecticides sont principalement utilisés dans les cultures arboricoles en France. 

En général, ils présentent une faible toxicité vis-à-vis des mammifères ainsi qu’une faible 

persistance dans l’environnement. Par exemple, le pyridabène est utilisé pour lutter contre les 

mites et les insectes comme les pucerons en inhibant le complexe I de la chaîne respiratoire 
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mitochondriale. L’acequinocyl est surtout efficace contre les mites et inhibe le complexe III 

au niveau du site d’oxydation de l’ubiquinone (Dekeyser, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Schéma de la chaîne respiratoire mitochondriale. Elle est composée de 4 

complexes I, II, III, IV (en rouge) et de cofacteurs (NADH, FADH2) qui permettent le passage 

des protons dans l’espace intermembranaire. Ces protons sont captés par l’ATPase ou 

complexe V (en bleu) pour permettre la phosphorylation de l’ADP en ATP, fournisseur 

énergétique universel. (Cyt c: cytochrome c; R: roténone). 

 

Contrairement aux autres insecticides de cette famille, la roténone qui est un insecticide 

naturel, produit par des plantes tropicales comme Derris elliptica et Lonchocarpus nicou, 

présente un danger pour les mammifères. En effet, l’exposition à cet insecticide est un facteur 

de risque dans l’étiologie la maladie de Parkinson (Tanner et al., 2011). La roténone agit en 

inhibant le complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale. Cet insecticide naturel fut 

utilisé en agriculture et plus particulièrement en agriculture biologique pour lutter contre les 

insectes ravageurs comme le doryphore, les pucerons ou les chenilles. Cependant, la 

commission européene du 10 avril 2008 (2008/31/CE) a interdit l’usage de la roténone. 

Récemment, une dérogation a été mise en place autorisant l’utilisation de cet insecticide en 

agriculture biologique (arboriculture et viticulture) jusqu’au 30 avril 2011.  

 

 

 

 

 

Figure 8: Formules chimiques d’insecticides perturbant la respiration cellulaire. 
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II.2.3. Utilisation de certaines bactéries comme insecticides. 

Certaines bactéries, en particulier Bacillus thuringiensis (Bt), sont pathogènes pour certaines 

catégories d’insectes (coléoptères, diptères, lépidoptères principalement) surtout durant les 

stades larvaires (Bravo et al., 2011). Bt a la capacité de synthétiser des inclusions cristallines 

associées aux spores ayant des propriétés insecticides. Elles sont formées de protéines variées 

appelées toxines Cry (Bravo et al., 2011). Une fois ingérées (inclusions cristallines-spores) 

par les larves des insectes, les protoxines contenues dans les inclusions sont solubilisées par 

les protéases de l’intestin moyen, libérant ainsi les δ-endotoxines. Ces protéines toxiques vont 

ensuite se lier aux récepteurs cadherin-like situés à la surface des microvillosités des cellules 

épithéliales et subir une protéolyse. Cette étape va permettre l’oligomérisation des protéines 

toxiques puis la liaison avec d’autres types de récepteurs (GPI anchored receptor) et enfin 

l’insertion dans la membrane des cellules épithéliales pour former des pores (Figure 9). Cette 

étape va induire un choc osmotique au niveau de l’intestin moyen et favoriser la germination 

des spores. Bt va alors se multiplier et se répandre dans l’organisme provoquant la mort de 

l’insecte par septicémie (Nielsen-LeRoux et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Modèle probable du mode d’action des toxines Cry. Solubilisation (1) et activation 

des toxines Cry par les protéases de l’intestin moyen (2), liaison aux récepteurs cadherin like 

et clivage de l’hélice α1 des toxines (3), oligomérisation des toxines Cry(4), liaison aux 

récepteurs du type GPI anchored receptors (5) puis insertion dans la membrane pour former 

un pore (6). (d’après Bravo et Soberon, 2008). 

 

Malgré un grand nombre d’études qui mettent en évidence la formation de pores dans le 

mécanisme d’action des toxines Cry, un autre modèle a récemment été proposé qui pourrait 

également intervenir dans ce processus chez les insectes (Soberon et Bravo, 2009). 

L’interaction entre les protéines toxiques et les récepteurs cadherin-like va activer une 
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cascade de transductions impliquant une protéine G, l’adénylate cyclase et la protéine kinase 

A et conduire à la mort cellulaire.  

Grâce à ses propriétés insecticides, Bt est utilisée pour lutter contre les insectes nuisibles dans 

certaines cultures (vignes, arbres fruitiers), dans le domaine de la sylviculture, le stockage de 

graines et contre les moustiques, vecteurs de maladies humaines. Les insecticides contenant 

Bt représentent environ 2% du marché mondial actuel (Bravo et al., 2011). Ces insecticides 

sont principalement commercialisés sous forme de suspension de spores mais l’usage 

commercial est limité. En effet le traitement des cultures doit être fréquent car les                   

δ-endotoxines sont sensibles aux radiations solaires et deviennent inactives rapidement. Le 

problème a été contourné par l’utilisation de cultures transgéniques (principalement coton et 

maïs) capables d’exprimer les toxines Cry (James, 2009). Cependant, l’utilisation et l’impact 

sur l’environnement de ces cultures restent controversés (Vain, 2007; Michaud, 2005). 

 

 

II.2.4. Le système nerveux des insectes, cible majeure des insecticides. 

Les neurotoxiques restent la classe la plus importante qui correspond à plus de 75% du 

marché mondial des insecticides (Casida, 2009). Ils agissent au niveau du système nerveux 

des insectes en perturbant la transmission synaptique. Les neurotoxiques ont l’avantage d’agir 

rapidement et efficacement pour stopper les dégâts engendrés dans les cultures. Ils agissent 

également sur les insectes vecteurs de maladies humaines comme le moustique (Casida et 

Durkin, 2013). Ces neurotoxiques ont pour cibles majeures: (1) les récepteurs canaux de 

l’acide γ-aminobutyrique (GABA), cibles des phénylpyrazoles et de certains organochlorés, 

(2) les canaux sodium voltage-dépendant, cibles des pyréthrinoïdes et de certains 

organochlorés, (3) l’acétylcholinestérase, cible des organophosphorés et des carbamates et (4) 

le récepteur nicotinique à l’acétylcholine (nAChR), cible des spinosynes et des 

néonicotinoïdes. 

 

 

II.2.4.1. Le récepteur canal de l’acide γ-aminobutyrique (GABA). 

Le récepteur canal du GABA est la cible des phénylpyrazoles et de certains organochlorés 

(cyclodiènes). Le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur et il joue un rôle 

critique dans la régulation de l’activité neuronale (hyperpolarisation membranaire) chez les 

vertébrés et les invertébrés. Son récepteur, le récepteur canal GABAergique est un récepteur 

pentamérique faisant partie de la superfamille des récepteurs ``Cys-loop´´ comme les 
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récepteurs nicotiniquesà l’acétylcholine (nAChRs) ou encore les récepteurs de type 3 de la 

sérotonine (5-HT3). Chaque sous-unité du récepteur possède un domaine extracellulaire N-

terminal contenant les sites de liaison au neurotransmetteur suivi de quatre domaines 

transmembranaires (M1-M4) (Figure 10). Le domaine M2 contient les résidus responsables de 

la formation du canal qui permet le passage des ions chlorure (Buckingham et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Schéma de la structure d’une sous-unité d’un récepteur canal au GABA. Une 

sous-unité possède 4 domaines transmembranaires et 2 résidus cystéine dans le domaine 

extracellulaire N-terminal (ronds noirs) . 

 

Chez les vertébrés, il existe deux types de récepteurs GABA ionotropes en fonction de leurs 

propriétés pharmacologiques et de leurs composition en sous-unités: les récepteurs GABAA et 

les récepteurs GABAC. Les récepteurs GABAA (composés des sous-unités α1-3, β1-6, γ1-3, δ, ε, 

θ, π1-3) sont sensibles aux modulateurs allostériques comme les benzodiazépines et également 

sensibles à la bicuculline. A l’inverse, les récepteurs GABAC (composés des sous-unités ρ1-3) 

sont insensibles à la bicuculline et à la plupart des modulateurs allostériques des récepteurs 

GABAA (Buckingham et al., 2005).  

Les récepteurs GABA des insectes ne peuvent pas être classés dans l’un des deux groupes vus 

précédemment car ils présentent une sensibilité vis-à-vis des modulateurs allostériques des 

récepteurs GABAA mais ils présentent aussi une insensibilité à la bicuculline (Hosie et al., 

1997). La composition en sous-unités des récepteurs des insectes reste méconnue. 

Actuellement trois sous-unités ont été clonées chez Drosophila melanogaster qui se nomment 

RDL (resistance to dieldrin), GRD (GABA and glycine-like receptor of Drosophila) et 

LCCH3 (ligand-gated chloride channel homologue 3) (Raymond-Delpech et al., 2005). 

RDL est la sous-unité qui a été la plus étudiée après sa découverte par ffrench-Constant 

comme responsable de la résistance aux cyclodiènes chez Drosophila melanogaster (ffrench-
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Constant et al., 1991). Cette sous-unité du récepteur a pu être exprimée de manière 

hétérologue dans des ovocytes de xénope (Xenopus laevis) pour former un récepteur homo-

oligomérique fonctionnel (Hosie et al., 1997). L’étude pharmacologique de ces récepteurs a 

montré une insensibilité à la bicuculline comparable à la majorité des récepteurs 

GABAergiques natifs des insectes (Buckingham et al., 2005). Les homomères de RDL 

mimant l’action des récepteurs natifs, ils ont été utilisés comme modèle pour l’étude de 

l’action des insecticides sur les récepteurs GABA des insectes (Grolleau et Sattelle, 2000).  

Il a été montré qu’une mutation, induisant le remplacement d’une alanine par une sérine en 

position 302 dans le domaine M2 (Figure 11), confère la résistance aux cyclodiènes et au 

fipronil chez la drosophile (ffrench-Constant et al., 2004). Le remplacement de l’alanine en 

position 302 est retrouvé dans d’autres espèces comme le moustique ou le puceron du pêcher, 

suggérant un rôle crucial de cet acide aminé dans le site de liaison aux insecticides. D’autres 

études basées sur le déplacement de radio-ligands montrent que les insecticides agissent de 

manière similaire à la picrotoxinine, antagoniste connu des récepteurs GABA (Casida et 

Durkin, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Schéma de la structure du domaine transmembranaire M2 de la sous-unité 

RDL (resistance to dieldrin) du récepteur GABA. L’alanine en position 302 est noté en 

rouge. 

 

Actuellement les organochlorés (Figure 12) qui ciblent les récepteurs GABA des insectes sont 

interdits car ils présentent une forte persistance dans l’environnement, une bioaccumulation 

dans la chaîne alimentaire ainsi qu’une faible sélectivité insectes/mammifères. Mais d’autres 

insecticides sont apparus sur le marché mondial comme le fipronil, appartenant à la classe des 

phénylpyrazoles (Figure 12). Il présente une meilleure sélectivité vis-à-vis des insectes et une 
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rémanence dans l’environnement plus faible que les organochlorés. Les phénylpyrazoles 

représentent 5% du marché mondial des insecticides (Sparks, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Formules chimiques de plusieurs insecticides agissant sur le récepteur GABA. 

(A) insecticides appartenant à la famille des phénylpyrazoles. (B) insecticides appartenant à 

la famille des organochlorés. 

 

Le fipronil reste actuellement utilisé dans le domaine vétérinaire comme traitement anti-

puces, ou comme traitement des semences pour certaines cultures (maïs, tournesol). 

Cependant, le fipronil a été interdit en raison de l’impact de cet insecticide sur les abeilles. Le 

traitement des semences (maïs et tournesol) est suspendu pour une période de deux ans à 

compter du 31 décembre 2013 dans l’union européenne.  

 

 

II.2.4.2. Le récepteur canal sodium voltage-dépendant. 

Le canal sodium voltage-dépendant est la cible des pyréthrinoïdes et de certains 

organochlorés en particulier le DDT. Ce canal joue un rôle important dans la propagation des 

potentiels d’action dans les cellules neuronales chez les vertébrés comme les invertébrés. 

Chez les mammifères, ce canal est formé par une seule sous-unité α (Figure 13). Il correspond 

à un polypeptide composé de quatre domaines homologues (I-IV) comprenant chacun six 

hélices transmembranaires (S1-S6). Les hélices S5 et S6 permettent la formation du canal 

alors que les hélices S1 à S4 sont responsables de la sensibilité au potentiel de membrane 

(Figure 13). Après une dépolarisation de la membrane, les hélices S4 (des domaines I et II) 

chargées positivement se déplacent, induisant un changement conformationnel du récepteur ce 

qui permet le passage sélectif des ions Na+ (Catterall, 2000). Par la suite, la perméabilité aux 

ions Na+ diminue et le récepteur devient inactif (état intermédiaire) ne permettant plus le 
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passage des ions. La repolarisation de la membrane induit une désactivation du récepteur 

(Davies et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Schéma de la structure du canal sodium voltage-dépendant. La sous-unité α est 

formée par un polypeptide unique avec 4 domaines homologues (I-IV) composés eux-mêmes 

de 6 hélices transmembranaires (S1-S6). Les 4 domaines homologues s’assemblent au niveau 

des hélices S5, S6 et des boucles S5-S6 (P-loops) pour former un pore (PD) permettant le 

passage d’ions Na+. Les autres hélices (S1 à S4) sont responsables de la sensibilité au 

potentiel de membrane du récepteur en formant 4 domaines senseurs (VSD). (d’après Davies 

et al., 2007). 

 

Chez les insectes, la sous-unité α est codée par le gène para et présente une forte homologie 

structurelle et fonctionnelle avec la sous-unité α des mammifères (Bourdin et al., 2013). Il a 

été cloné chez la drosophile d’où son nom (situé au niveau du locus paralysis sur le 

chromosome X) (Davies et al., 2007). 

Chez les insectes, le DDT et les pyréthrinoïdes provoquent des mouvements convulsifs, la 

paralysie puis la mort. Au niveau moléculaire, ces insecticides se fixent préférentiellement sur 

le canal sodium ouvert. Cette liaison ralentit la fermeture du canal conservant ainsi le passage 

d’ions Na+ à travers la membrane. (Davies et al., 2007). Cette étape engendre la mise en place 

d’un état stable hyperexcité de la cellule qui produit un effet paralysant chez l’insecte appelé 

``knock down´´. Les pyréthrinoïdes sont classées en deux groupes (type I et II) en fonction de 

leurs effets chez l’insecte et de la présence (type II) ou non (type I) d’un groupe cyano en 

position α de la partie alcool benzyle. Les pyréthrinoïdes de type I entraînent la paralysie de 

l’insecte alors que les pyréthrinoïdes de type II, qui sont plus efficaces, entraînent des 

mouvements convulsifs. Cette différence s’explique par le fait que les pyréthrinoïdes de type 
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II prolongent l’ouverture du canal sodium plus longtemps que les pyréthrinoïdes de type I. 

Les courants sodiques sont perturbés pendant dix à cent millisecondes pour les pyréthrinoïdes 

de type I alors que cette perturbation est de quelques secondes pour les pyréthrinoïdes de type 

II (Davies et al., 2007). 

Les études expérimentales sur la résistance aux pyréthrinoïdes et au DDT ont mis en évidence 

l’implication de régions particulières. Dans la plupart des cas, la boucle entre les hélices S4 et 

S5, l’hélice S5 et l’hélice S6 du domaine II sont impliquées . Par exemple, la mutation kdr qui 

correspond au remplacement d’une leucine par une phénylalanine en position 1014 (hélice S6 

du domaine II) est retrouvée dans de nombreuses espèces comme la mouche domestique, le 

moustique commun, le doryphore ou encore le puceron du pêcher (Davies et al., 2007). En se 

basant sur ces données expérimentales, O’Reilly et ses collaborateurs ont pu suggérer un 

modèle d’interaction des insecticides avec le canal sodium (Figure 14). L’étude a été menée 

sur un modèle homologue du canal sodium de la mouche domestique, le canal potassium 

Kv1.2 chez le rat. Le modèle permet d’inclure dans la cavité hydrophobe, la plupart des 

résidus associés à la résistance aux pyréthrinoïdes et au DDT chez les insectes (O’Reilly et 

al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Prédictions des sites de liaisons d’un pyréthrinoïde, le fenvalérate (A) et du 

DDT (B) au niveau du canal sodium voltage dépendant. Le modèle prévoit une cavité 

hydrophobe entre la boucle S4-S5 (en jaune), l’hélice S5(en bleu clair) et l’hélice S6 (en bleu 

foncé) du domaine II du récepteur. Les résidus (en vert) impliqués dans la résistance aux 

pyréthrinoïdes et au DDT sont positionnés à la surface de la cavité hydrophobe suggérant 

une interaction possible avec les insecticides. 
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Le DDT est actuellement interdit en agriculture à cause de sa persistance dans 

l’environnement et de sa bioaccumulation à travers la chaîne alimentaire. Il reste cependant 

utilisé contre les moustiques vecteurs du paludisme dans de nombreux pays car aucune 

alternative efficace n’a été trouvée à ce jour. Les pyréthrinoïdes quant à eux restent utilisés en 

agriculture car ils présentent une forte sélectivité insectes/mammifères, une forte toxicité 

contre les nuisibles et une persistance dans l’environnement plus faible que les composés 

organochlorés comme le DDT (Figure 15). Les pyréthrinoïdes représentent actuellement 17% 

du marché mondial des insecticides (Sparks, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15: Formules chimiques de plusieurs insecticides agissant sur le canal sodium 

voltage-dépendant. (haut) insecticides appartenant à la famille des pyréthrinoïdes. (bas) 

insecticides appartenant à la famille des organochlorés. 

 

 

II.2.4.3. L’acétylcholinestérase 

L’acétylcholinestérase est la cible des organophosphorés et des carbamates. Cette enzyme 

hydrolyse l’acétylcholine pour stopper la transmission synaptique et réguler la concentration 

de ce neurotransmetteur dans la synapse cholinergique.  

L’acétylcholine réagit avec les sites actifs de l’acétylcholinestérase (site anionique et la triade 

catalytique: Ser-His-Glu) et subit une hydrolyse. La choline est ainsi libérée et un 

intermédiaire ``acétyl-enzyme´´ est formé (Soreq et Seidman, 2001). Une deuxième étape 

d’hydrolyse permet la libération d’acétate et régénère l’acétylcholinestérase (Figure 16). 

 

 



 

 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Réaction enzymatique de l’acétylcholinestérase. Réaction de l’acétylcholine avec 

les sites actifs (site anionique et site estérasique) de l’acétylcholinestérase. L’hydrolyse de 

l’acétylcholine permet ensuite la libération de la choline et la formation de l’acétyl-enzyme. 

Une deuxième hydrolyse permet la libération de l’acétate et régénère l’acétylcholinestérase. 

 

Ce mécanisme est perturbé par les organophosphorés et les carbamates. Certains 

organophosphorés comme le parathion ou le chlorpyrifos contiennent un atome de soufre 

attaché à un atome de phosphore par une double liaison (Figure 17). Pour que ces composés 

deviennent actifs, une étape de bioactivation métabolique est nécessaire, réalisée par des 

monooxygénases via une désulfuration oxydative (Figure 17) (Costa, 2006). 

 

 

 

 

Figure 17: Réaction de désulfuration oxydative par une cytochrome P450 monooxygénase 

(CYP). La CYP agit au niveau de l’atome de soufre attaché à l’atome de phosphore par une 

double liaison (cercle rouge). La réaction permet de métaboliser le parathion en paraoxon. 

 

Une fois actif, les composés vont interagir avec le résidu sérine du site actif estérasique de 

l’acétylcholinestérase et une forme phosphorylée inactive de l’enzyme apparaît (Figure 18). 

Cependant la liaison entre l’atome de phosphore et le site estérasique de l’enzyme étant très 

stable, elle empêche l’hydrolyse spontanée qui régénère l’enzyme (Figure 16). Cette 

inhibition est souvent irréversible et entraîne une accumulation de l’acétylcholine dans la 

synapse cholinergique conduisant à une hyperexcitation des neurones. Ces insecticides 

provoquent une paralysie qui conduit à la mort de l’insecte. 
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Figure 18: Schéma de l’action d’un organophosphoré ou d’un carbamate sur le site actif 

de l’acétylcholinestérase (AchE). (R et R’) groupements basiques, (X) groupement acide. La 

liaison entre l’insecticide et l’acétylcholinestérase conduit à une forme inactive de l’enzyme 

très stable. 

 

Le mode d’action des carbamates sur le site actif de l’acétylcholinestérase est similaire. Dans 

ce cas, la réaction sur le résidu sérine est une carbamoylation qui libère une forme carbaryl-

enzyme inactive (Figure 18). Il empêche l’hydrolyse de l’acétylcholinestérase mais cette étape 

est réversible. L’inhibition de l’acétylcholinestérase est donc plus faible dans le cas des 

carbamates. La structure de l’acétylcholinestérase chez la drosophile a été résolue par Harel et 

ses collaborateurs en 2000. Cette étude met en évidence une structure tridimensionnelle 

proche de la structure de l’acétylcholinestérase de la torpille (Torpedo californica) en 

particulier au niveau des sites actifs de l’enzyme. 

Les carbamates et les organophosphorés sont toujours utilisés à ce jour contre les moustiques 

vecteurs de maladies humaines, en agriculture et horticulture (Figure 19). Des études sont en 

cours pour améliorer la sélectivité insectes/mammifères. Actuellement, les organophosphorés 

représentent 13% et les carbamates 6% du marché mondial (Sparks, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19: Formules chimiques de plusieurs insecticides agissant sur 

l’acétylcholinestérase. (haut) insecticides appartenant à la famille des organophosphorés. 

(bas) insecticides appartenant à la famille des carbamates. 
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II.2.4.4. Le récepteur nicotinique à l’acétylcholine 

Le récepteur nicotinique à l’acétylcholine (nAChR) est la cible des néonicotinoïdes et des 

spynosynes. L’acétylcholine est le principal neurotransmetteur excitateur du système nerveux 

central des insectes permettant une neurotransmission rapide. Les récepteurs nicotiniques à 

l’acétylcholine font partie de la superfamille des récepteurs ``Cys loop´´ comme les récepteurs 

GABA que nous avons détaillés précédemment. Comme eux, les nAChRs sont des récepteurs 

pentamériques. Les sous-unités du récepteurs sont formées d’un domaine N-terminal 

extracellulaire qui contient six régions distinctes (boucles A à F impliquées dans le site de 

liaison à l’acétylcholine) puis de quatre domaines transmembranaires et d’un domaine C-

terminal extracellulaire (Figure 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20: Structure du récepteur nicotinique à l’acétylcholine. (A) récepteur pentamérique 

formant un pore sélectif aux ions Na+, Ca2+, K+ à travers la membrane plasmique. (B) chaque 

sous-unité est composée de 4 domaines transmembranaires (TM1-TM4). La boucle 

intracellulaire entre le domaine TM3 et TM4 présente un site potentiel de phosphorylation. 

(d’après Thany et al., 2007). 

 

Une fois libérée dans la fente synaptique, l’acétylcholine va se fixer sur le nAChR au niveau 

du site de liaison. Cette fixation va induire un changement conformationnel du récepteur 

permettant l’ouverture du canal et le passage sélectif d’ions (un courant entrant d’ions Na+ et 

Ca2+ et un courant sortant K+). Ces courants vont perturber l’équilibre du potentiel de 

membrane et induire une dépolarisation membranaire permettant la neurotransmission. 
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Chez les vertébrés, il existe différents types de sous-unités α (α1-10), β (β1-4), γ, δ qui 

permettent la formation de multiples récepteurs. Au niveau de la région neuromusculaire, on 

trouve principalement le sous type 2(α1)β1γδ. Au niveau du système nerveux, les nAChRs 

sont composés par les sous-unités α (α2-10) et β (β2-4). Ces sous types de récepteurs sont 

classés en deux groupes en fonction de leur sensibilité à l’ α-bungarotoxine (toxine qui 

provient d’un serpent, Bungarus multicinctus). Les sous-unités α7 à α10 forment des 

récepteurs sensibles à l’α-bungarotoxine alors que les sous-unités α2 à α6 et β2 à β4 

s’assemblent pour former des récepteurs insensibles à l’α-bungarotoxine. Les sous types 

majeurs du système nerveux des vertébrés sont l’homopentamère α7 (sensible à l’α-

bungarotoxine) et l’hétéropentamère (α4)2(β2)3 (insensible à l’α-bungarotoxine) (Vo et al., 

2010). Ces différents sous types de récepteurs montrent également une sensibilité différente à 

l’acétylcholine. La composition en sous-unités a donc une influence sur les propriétés 

pharmacologiques du récepteur (Figure 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21: Assemblage des différentes sous-unités pour former les nAChRs chez les 

mammifères et les insectes. 

 

Chez les insectes, la composition des nAChRs en sous-unités reste mal connue. Cependant, 

des études de comportement chez l’abeille permettent de supposer la présence de plusieurs 

sous types de récepteurs, deux en particulier, en fonction de la sensibilité à l’α-bungarotoxine 

(Thany et al., 2007). Chez les insectes, il existe deux types de sous-unités du nAChR: α et β. 

La famille des gènes qui codent les sous-unités du nAChR a été décrite: chez la drosophile 

(Drosophila melanogaster), avec dix sous-unités dont sept α (α1-7) et trois β (β1-3), chez le 

moustique vecteur du paludisme (Anopheles gambiae) avec dix sous-unités dont neuf α (α1-9) 

et une sous-unité β1 et chez l’abeille (Apis mellifera) avec onze sous-unités dont neuf α (α1-9) 

et deux β (β1-2) (Jones et al., 2007). Ce nombre relativement faible de sous-unités chez les 
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insectes comparé aux mammifères est compensé par des phénomènes d’édition et d’épissage 

alternatif permettant la formation de plusieurs isoformes pour chaque sous-unité (Sattelle et 

al., 2005). 

L’expression hétérologue des nAChRs d’insectes ne permet pas d’obtenir des récepteurs 

fonctionnels. Des études utilisant l’expression de récepteurs hydrides contenant des sous-

unités d’insectes et de mammifères, ou des récepteurs chimériques contenant le domaine N-

terminal de la sous-unité d’intérêt couplé avec les domaines transmembranaires et C-terminal 

du récepteur à la sérotonine (5-HT3) ont été réalisées (Millar, 2009). Ces études permettent 

d’apporter des informations sur les sites de liaison d’agonistes du nAChR comme les 

insecticides (néonicotinoïdes et spinosynes).  

La fixation des néonicotinoïdes sur le nAChR entraîne l’ouverture du canal qui permet 

l’entrée d’ions Na+ et Ca2+ et la sortie d’ions K+. Ces courants ioniques perturbent le potentiel 

de membrane qui conduit au phénomène de dépolarisation. Ces insecticides ne peuvent être 

dégradés par l’acétylcholinestérase dans la fente synaptique, leurs actions se prolongent donc 

au niveau du nAChR et conduit à une dépolarisation permanente de la membrane, ce qui 

provoque chez l’insecte la paralysie puis la mort. L’expression de récepteurs hybrides 

drosophile-poulet Dα2-Ggβ2 et Dα1-Ggβ2 dans les ovocytes de xénope met en évidence 

l’activation du récepteur Dα2-Ggβ2 par des analogues de néonicotinoïdes alors que ces 

analogues sont inefficaces sur le récepteur Dα1-Ggβ2 (Thany et al., 2007). Ces résultats 

montrent que les sous-unités α, chez l’insecte, contribuent à la sélectivité du récepteur aux 

néonicotinoïdes. De plus, les récepteurs hybrides drosophile-rat Dα3-β2 et Dα3-β4 montrent 

une différence d’affinité pour l’imidaclopride qui est supérieure dans le cas du récepteur 

hybride Dα3-β2 (Vo et al., 2010) ce qui implique également les sous-unités β dans la 

sensibilité aux néonicotinoïdes.  

Pour les spinosynes, des études ont également été réalisées pour déterminer le site de liaison 

du spinosad sur le nAChR. Plusieurs études ont identifié la sous-unité α6 comme la cible du 

spinosad chez Drosophila melanogaster et Plutella xylostella (Watson et al., 2010; Rinkevich 

et al., 2010). De plus, une mutation nulle de la sous-unité α6 confère la résistance au spinosad 

chez Drosophila melanogaster (Perry et al., 2007).Ces études suggèrent que le site de liaison 

des néonicotinoïdes et du spinosad sur le nAChR implique des sous-unités différentes. 

Ces deux classes d’insecticides (Figure 22) présentent une forte sélectivité vis-à-vis des 

insectes comparés aux mammifères (Tomizawa et Casida, 2003, 2005). Les spinosynes sont 

utilisées en agriculture car ils sont particulièrement efficaces contre les lépidoptères et ont 
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l’avantage d’être rapidement dégradés dans l’environnement. Ces insecticides sont également 

utilisés dans le domaine vétérinaire et représentent 3% du marché mondial. Les 

néonicotinoïdes sont utilisés comme agents systémiques contre de nombreux ravageurs 

(pucerons, cicadelles…..) dans la majorité des cultures. Ils représentent 26% du marché 

mondial ce qui correspond à la classe la plus importante des insecticides (Jeschke et al., 

2011). Cependant, certains néonicotinoïdes sont mis en cause dans la forte mortalité des 

abeilles ces dernières années. En 2013, la commission européenne a interdit l’usage de trois 

néonicotinoïdes (clothianidine, imidaclopride, thiamétoxame) pour les traitements de 

semences, au sol et foliaires et concerne plus de 75 cultures. Cette interdiction prend effet au 

1er décembre 2013 pour une période de deux ans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22: Formules chimiques de plusieurs insecticides agissant sur le nAChR. (haut) 

insecticides appartenant à la famille des néonicotinoïde. (bas) insecticides appartenant à la 

famille des spinosynes. 
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III-Utilisation des insecticides: conséquences sur l’environnement.  

 L’utilisation massive d’insecticides a des conséquences néfastes sur les écosystèmes, 

en particulier l’apparition de la résistance chez les insectes ravageurs et des effets indésirables 

chez les espèces non cibles comme les insectes dits bénéfiques et l’homme. 

 

 

III.1-La résistance chez les insectes. 

 Ce phénomène compromet le contrôle à long terme des insectes ravageurs d’autant 

plus que le nombre d’espèces résistantes est en constante augmentation (Figure 23). De plus, 

ces phénomènes de résistance apparaissent très tôt après l’application des insecticides comme 

chez la mouche domestique (Lindquist et al., 1948). Il est donc nécessaire de comprendre les 

bases moléculaires de la résistance pour améliorer la lutte contre les insectes nuisibles dans le 

futur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23: Augmentation du nombre d’espèces résistantes aux insecticides au cours du 

temps. La ligne bleue correspond au nombre d’espèces résistantes, les bandes jaunes 

signifient depuis quand la classe d’insecticides est utilisée et la date entre parenthèse l’année 

où la résistance a été documentée pour la première fois (Denholm et al., 2002). 
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III.2-Les mécanismes de résistances aux insecticides. 

 Il existe plusieurs types de mécanismes impliqués dans la résistance aux insecticides. 

Ces mécanismes peuvent être comportementaux (comportement différent de l’insecte en 

présence de l’insecticide), physiologiques (modifications au niveau de la cuticule ou 

modifications du métabolisme) ou encore par modifications au niveau des cibles de 

l’insecticide. 

 

 

III.2.1. La résistance comportementale. 

La résistance comportementale correspond à un changement de comportement suite à une 

exposition aux insecticides. Ce mécanisme permet de réduire ou d’éviter le contact avec ces 

produits toxiques et donc d’améliorer la survie de l’insecte. Une étude menée sur la blatte 

(Blattella germanica) montre que certains individus présentent une répulsion vis-à-vis du gel 

contenu dans les appâts pour insectes. Ces insectes ne mangent très peu voire pas ce gel et 

sont beaucoup plus tolérants à l’insecticide utilisé le fipronil (37,5% de mortalité pour la 

souche résistante contre 100% pour la souche sensible après 7 jours) (Wang et al., 2004). Le 

capucin des grains montre une réduction importante de son activité locomotrice suite à 

l’exposition à la phosphine par fumigation (organophosphorés). Cette diminution de l’activité 

locomotrice est perçu comme un comportement protecteur car il permet une diminution de la 

respiration et donc une diminution de la prise d’insecticides (Pimentel et al., 2012). 

Cependant, ces mécanismes ont été peu étudiés car un changement de comportement est 

difficilement quantifiable (Haubruge et Amichot, 1998). 

 

 

III.2.2. La résistance cuticulaire. 

Ce mécanisme correspond à un ralentissement de la pénétration d’un insecticide à travers la 

cuticule de l’insecte grâce à une modification biochimique de celle-ci. Cette cuticule qui joue 

le rôle de protection de l’organisme vis-à-vis du milieu extérieur est riche en lipides. Les 

insecticides lipophiles comme les pyréthrinoïdes ou les organophosphorés vont pouvoir passer 

cette barrière biologique par diffusion puis être transportés via l’hémolymphe jusqu’aux 

organes cibles. Dans une étude menée chez le moustique (Anopheles funestus), des mesures 

de l’épaisseur de la cuticule ont été réalisées. Une souche résistante à la perméthrine présente 

une cuticule plus épaisse de 9,5 à 10% qui permet un taux d’absorption plus faible de 
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l’insecticide (Wood et al., 2010). D’autres études ont mis en évidence ce mode de résistance 

chez la mouche domestique (Musca domestica), la teigne (Plutella xylostella) ou encore la 

noctuelle de la tomate (Helicoverpa armigera). Une mesure de la quantité de deltaméthrine 

radiomarquée à l’extérieur de l’insecte après une heure d’exposition montre une pénétration 

significativement plus faible chez les souches résistantes que chez la souche sensible de la 

noctuelle (Ahmad et al., 2006). Ces mécanismes permettraient de ralentir la pénétration de 

l’insecticide dans l’organisme et pourraient renforcer l’effet d’autres mécanismes de 

résistance. 

 

 

III.2.3. La résistance via une évolution des cibles de l’insecticide. 

Un changement conformationnel de la protéine cible de l’insecticide peut provoquer une 

diminution de la capacité de liaison de l’insecticide et donc une diminution de son effet. Dans 

la plupart des cas, ce type de résistance s’explique par la présence d’une mutation qui entraîne 

une substitution d’un ou plusieurs acides aminés dans la séquence protéique de la cible de 

l’insecticide (ffrench-Constant et al., 2004). Actuellement le marché des insecticides est 

largement dominé par les neurotoxiques (Sparks, 2013). Nous avons vu précédemment que 

les cibles majeures de ces neurotoxiques étaient le récepteur GABA, le canal sodium voltage-

dépendant, l’acétylcholinestérase et le nAChR. Nous allons donc nous focaliser sur ces quatre 

cibles pour décrire la résistance due aux modifications des cibles de l’insecticide. 

 

 

III.2.3.1. Modifications du récepteur canal de l’acide γ-aminobutyrique (GABA). 

Ces récepteurs sont la cible de certains organochlorés comme la dieldrine et des 

phénylpyrazoles comme le fipronil. Ces insecticides se fixent sur le récepteur et bloquent le 

passage d’ions chlorure. Une mutation dans le segment M2 de la sous-unité du récepteur RDL 

a été mise en évidence pour la première fois chez une souche de drosophile résistance à la 

dieldrine (ffrench-Constant et al., 1991). Cette mutation entraîne la substitution d’une alanine 

par une sérine ou une glycine en position 302 (A302S/G) (Figure 24) (ffrench-Constant et al., 

1994, 2000). Cette mutation a été retrouvée dans différentes espèces comme la mouche 

domestique (Musca domestica), la blatte (Blattella germanica), le vers de farine (Tribolium 

castaneum) ou encore chez différentes espèces de moustiques (ffrench-Constant et al., 2004; 

Asih et al., 2012). Cette mutation provoquerait une altération du site de liaison des 

insecticides sur le récepteur et stabiliserait également l’état ouvert du récepteur (Zhang et al., 
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1994). De plus, une autre étude réalisée sur une souche de Drosophila simulans montre une 

possible implication d’une substitution d’une thréonine par une méthionine en position 350 

(T350M) dans la résistance aux phénylpyrazoles (Figure 24) (Le Goff et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Schéma topologique d’une sous-unité du récepteur canal au GABA. 

Localisation des mutations impliquées dans la résistance aux insecticides. 

 

 

III.2.3.2. Modifications du récepteur canal sodium voltage-dépendant. 

Les pyréthrinoïdes et le DDT se fixent sur le récepteur canal sodium voltage-dépendant et 

retardent sa fermeture ce qui perturbe la transmission synaptique. Le plus souvent la 

résistance à ces insecticides est due à une mutation dans le gène nommé kdr. La résistance a 

été mise en évidence pour la première fois chez la mouche domestique exposée au DDT 

(Busvine , 1951). Elle correspond à une substitution d’une leucine par une phénylalanine en 

position 1014 (L1014F) dans le segment 6 du domaine II (Figure 25) (Burton et al., 2011). 

Cette mutation est retrouvée chez le moustique (Culex pipiens) et le doryphore (Leptinotarsa 

decemlineata). D’autres substitutions ont été découvertes au même locus: L1014H chez le 

puceron du pêcher (Myzus persicae) et L1014S chez le moustique (Anopheles gambiae) par 

exemple (Davies et al., 2007). Il existe également une substitution d’une méthionine par une 

thréonine en position 918 (M918T) dans la boucle entre les segments 4 et 5 du domaine II 

(Figure 25). Elle confère une résistance plus importante aux pyréthrinoïdes d’où son nom 

super-kdr. D’autres mutations ont également été identifiées chez différentes espèces 

d’insectes comme T929V chez l’aleurode du tabac (Bemisia tabaci) ou F1538I chez la tique 

du bovin (Boophilus microplus) (Davies et al., 2007).  

 

 

 



 

 32 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25: Schéma topologique du récepteur canal sodium voltage-dépendant. Localisation 

des mutations impliquées dans la résistance aux insecticides. 

 

Ces mutations peuvent induire un changement conformationnel qui induit une diminution de 

l’affinité des insecticides pour le canal sodium voltage-dépendant. D’après le modèle tri-

dimensionnel du canal sodium voltage-dépendant réalisé par O’Reilly et ses collaborateurs en 

2006, les résidus M918 et T929 seraient impliqués dans l’interaction avec les insecticides. La 

mutation de ces résidus (M918T, T929V) perturberait l’interaction entre ces résidus et les 

insecticides et donc induirait la résistance (Davies et al., 2008). Pour les résidus L932 et 

F1538 qui n’interagissent pas directement avec les insecticides, une mutation provoquerait un 

changement conformationnel au niveau du site de liaison des insecticides et donc une 

perturbation de l’interaction des insecticides avec le récepteur (Davies et al., 2008). Ces 

mutations peuvent également altérer la cinétique d’ouverture et fermeture du canal sodium 

voltage-dépendant. La substitution d’une leucine par une phénylalanine ou par une histidine 

en position 1014 (mutation kdr) conduit à l’apparition de canaux moins sensibles à la 

dépolarisation de la membrane et l’ouverture de ces canaux est moins fréquente. Sachant que 

les insecticides se fixent préférentiellement sur les canaux ouverts, l’effet de ces composés 

chimiques est donc moins important (Burton et al., 2011). Basés sur le modèle du canal 

sodium voltage-dépendant de la mouche domestique, O’Reilly et ses collaborateurs ont 

suggéré le mécanisme possible impliqué dans ce phénomène (O’Reilly et al., 2006). Suite à la 

dépolarisation de la membrane, la boucle entre le IIS4 et le IIS5 se déplace permettant la 

pliure du IIS6 et l’ouverture du canal. Un résidu glycine en position 1012 permettrait cette 

pliure. La substitution L1014F ou L1014H imposerait une contrainte au niveau du résidu 

G1012 et empêcherait la pliure du IIS6 et donc l’ouverture du canal.  
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III.2.3.3. Modifications de l’acétylcholinestérase. 

Les carbamates et les organophosphorés se fixent sur l’acétylcholinestérase et l’empêchent de 

dégrader l’acétylcholine au niveau des synapses cholinergiques conduisant à un état 

hyperexcité. De nombreuses mutations ont été identifiées provoquant la résistance aux 

organophosphorés et aux carbamates qui sont répertoriées par Fournier (2005). Par exemple, 

plusieurs substitutions ont été découvertes chez différentes souches de drosophiles: F115S, 

I199V/T, G303A et F368Y (Mutero et al., 1994). Certaines de ces substitutions sont 

également retrouvées chez la mouche domestique (Kozaki et al., 2001). Une autre substitution 

d’une glycine en sérine en position 119 (G119S) est retrouvée chez plusieurs populations de 

moustiques d’Afrique et d’Europe. Ce résidu muté est situé au niveau du site actif de 

l’enzyme et confère une forte résistance vis-à-vis des organophosphorés et des carbamates 

(Weill et al., 2003). Un autre résidu, F290, présent dans le site actif de l’enzyme est muté chez 

différentes espèces comme la drosophile (F290Y), la mouche domestique (F290Y) ou encore 

chez le moustique (F290V) (Fournier, 2005; Alout et al., 2007). 

 

 

III.2.3.4. Modifications du récepteur nicotinique à l’acétylcholine. 

Les spinosynes et les néonicotinoïdes sont des agonistes du nAChR et provoquent une 

activation continuelle de ce récepteur. Une étude menée chez la cicadelle (Nilaparvata 

lugens) a mis en évidence une mutation qui conduit à la substitution d’une tyrosine par une 

sérine en position 151 (Y151S) dans deux sous-unités différentes Nlα1 et Nlα3 chez une 

souche résistance à l’imidaclopride (Figure 26) (Liu et al., 2005). L’expression hétérologue de 

ces sous-unités dans des cellules S2 de drosophile, a confirmé l’implication de cette 

substitution Y151S dans la résistance aux néonicotinoïdes. Une seconde étude réalisée chez le 

puceron du pêcher (Myzus persicae) a comparé la séquence nucléotidique de six sous-unités 

du nAChR entre une souche sensible et une souche résistante aux néonicotinoïdes. Cette étude 

a permis de mettre en évidence une substitution d’une arginine par une thréonine en position 

81 (R81T) au niveau de la boucle D de la sous-unité β1 du nAChR (Figure 26) (Bass et al., 

2011b). La boucle D pourrait jouer un rôle important dans l’interaction entre le nAChR et 

l’imidaclopride (Liu et al., 2010). Chez la drosophile, quatre souches résistantes au 

nitenrypam (néonicotinoïdes) on été générées par mutagenèse (EMS comme agent mutagène). 

L’analyse a mis en évidence l’implication des sous-unités Dα1 et Dβ2 dans la résistance aux 

néonicotinoïdes (Perry et al., 2008).  
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Figure 26: Schéma topologique d’une sous-unité du récepteur nAChR. Localisation des 

mutations impliquées dans la résistance aux insecticides. 

 

Pour la résistance aux spinosynes, l’implication de la sous-unité α6 a été montrée chez la 

drosophile (Perry et al., 2007; Watson et al., 2010) puis chez une souche de Plutella xylostella 

collectée à Hawaii en 2001 (Baxter et al., 2010). Pour cette souche de Plutella xylostella 

résistante au spinosad, une mutation est retrouvée au niveau d’un site d’épissage (G en A) 

dans l’intron 9. Cette mutation entraîne la perte du site d’épissage après l’exon 9 et l’ajout de 

40pb dans la séquence de l’ARNm. Ce phénomène conduit à l’apparition d’un codon stop, et 

à la production d’une protéine tronquée au niveau de la boucle intracellulaire entre le domaine 

M3 et M4. La sous-unité α6 serait non fonctionnelle et entraînerait à elle seule la résistance au 

spinosad. Ces études supposent que les sites de liaison sur le nAChR pour les spinosynes et 

les néonicotinoïdes sont différents.  

 

 

III.2.4. La résistance métabolique. 

Les insecticides doivent atteindre leurs cibles pour exercer leurs effets toxiques. Avant de les 

atteindre, ils sont transportés à travers l’organisme où ils subissent un processus de 

biotransformation comme de nombreux composés étrangers à l’organisme (xénobiotiques). 

Ce processus biochimique implique des enzymes à large spectre de substrats appelées 

enzymes de détoxication. Elles permettent de transformer des composés lipophiles comme les 

insecticides en composés hydrophiles non toxiques facilement excrétables par l’insecte. Ces 

enzymes de détoxication, qui sont retrouvées chez les vertébrés comme chez les invertébrés, 

peuvent intervenir au cours de la phase I ou de la phase II du métabolisme. 
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La phase I ou phase de fonctionnalisation a pour but d’inactiver les xénobiotiques présents 

dans l’organisme comme les insecticides. Les réactions enzymatiques de cette phase sont des 

réactions d’oxydation, d’hydrolyse ou encore de réduction qui permettent de greffer un 

groupement fonctionnel sur le xénobiotique pour faciliter l’action des enzymes de la phase II 

(Figure 27). La majorité des enzymes de la phase I appartient à la famille des 

monooxygénases à cytochromes P450 qui catalysent une réaction d’oxydation (Chung et al., 

2009). Cependant il existe d’autres classes d’enzymes qui interviennent durant cette phase 

comme les déshydrogénases ou les estérases qui sont capables d’hydrolyser certains 

insecticides comme les organophosphorés (Jackson et al., 2013). 

La phase II permet de conjuguer des substrats très hydrophiles endogènes avec les métabolites 

issus de la phase I ou les xénobiotiques pour favoriser leur élimination par excrétion. Cette 

phase de conjugaison fait intervenir différentes classes d’enzymes ayant chacun un cofacteur 

spécifique. Par exemple les UDP-glucuronyl transférases ont pour substrat l’acide 

glucuronique, les N-acyltransférases les acides aminés tandis que les glutathion S-tranférases 

conjugue les xénobiotiques ou les métabolites avec le glutathion. Certaines de ces glutathion 

S-transférases ont la capacité de métaboliser certains insecticides comme le DDT (Low et al., 

2010). 

Cependant un xénobiotique n’est pas obligatoirement métabolisé par les enzymes des deux 

phases. Il peut être directement éliminé ou pris en charge par une seule des deux phases avant 

d’être éliminé par l’organisme (Figure 27). De plus, un xénobiotique peut être métabolisé par 

des enzymes de la phase II et ensuite par des enzymes de la phase I. Ces réactions 

enzymatiques peuvent également générer des intermédiaires très réactifs avec une toxicité 

plus importante que le xénobiotique de départ. Ces mécanismes peuvent entraîner la 

formation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). Les intermédiaires peuvent également se 

lier à des macromolécules comme l’ADN, les protéines et/ou les lipides et ainsi conduire à 

une toxicité. 

Les enzymes de détoxication peuvent également jouer un rôle dans la résistance aux 

insecticides. En effet, une augmentation de la métabolisation de ces composés entraîne une 

diminution de la quantité d’insecticides dans l’organisme et donc une diminution de la 

quantité qui atteindra la cible. L’insecte devient tolérant à l’insecticide. Cette résistance 

métabolique résulte de différents mécanismes provoquant soit une production plus importante 

d’enzymes de détoxication soit une meilleure efficacité de l’enzyme pour son substrat (Perry 

et al., 2011). Chez les insectes, les enzymes qui sont impliquées dans la résistance 
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métabolique appartiennent à trois grandes classes d’enzymes, les carboxylestérases (COEs), 

les monooxygénases à cytochromes P450 (CYPs) et les glutathion S-transférases (GSTs).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27: Les différentes étapes possibles du métabolisme des xénobiotiques. Les 

xénobiotiques (�) peuvent être métabolisés ou non par les enzymes de la phase I (vert clair) 

et de la phase II (vet foncé). Ce métabolisme permet la formation de métabolites 

hydrosolubles mais également des métabolites réactifs (�, �) ayant une toxicité importante. 

 

 

III.2.4.1. Les carboxylestérases (COEs). 

Les carboxylestérases sont impliquées dans la détoxification de phase I. Ces enzymes 

hydrolysent les liaisons esters permettant la libération d’un alcool et d’un acide carboxylique 

(Figure 28). Elles sont capables de métaboliser plusieurs molécules car elles présentent une 

faible spécificité de substrat. Les carboxylestérases sont des enzymes ubiquitaires impliquées 

dans le métabolisme de nombreux composés endogènes et exogènes (Montella et al., 2012).  
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Figure 28: Réaction d’hydrolyse d’un substrat par les carboxylestérases. (d’après Montella 

et al., 2012). 

 

Chez Drosophila melanogaster, 35 COEs ont été identifiées, 51 COEs chez le moustique 

(Anopleles gambiae) et 24 COEs chez l’abeille (Apis mellifera) (Ranson et al., 2002; 

Claudianos et al., 2006). 

 

 

III.2.4.1.1. Carboxylestérases et résistances aux insecticides. 

De nombreux insecticides comme les organophosphorés ou les carbamates contiennent des 

liaisons esters susceptibles d’être hydrolysées par les carboxylestérases. En effet, ces enzymes 

ont été identifiées chez plusieurs insectes comme responsables de la résistance aux 

insecticides (Li et al., 2007). Cette résistance peut résulter de trois mécanismes distincts: 

l’amplification de gènes, la surexpression de gènes et des mutations dans la séquence codante 

des gènes. 

L’amplification de gènes permet d’augmenter le nombre de copies d’un ou plusieurs gènes. 

Ce phénomène a été décrit chez différentes espèces d’insectes comme le puceron, la cicadelle 

ou le moustique (Li et al., 2007). Chez Myzus persicae, deux gènes sont issus d’une 

duplication récente et présentent une forte homologie de séquence: E4 et FE4. Chez les 

souches résistantes aux organophosphorés, une duplication est observée mais d’un gène 

seulement (E4 ou FE4). De plus, une corrélation à été observée entre le niveau de résistance 

et le nombre de duplication du gène (Field et al., 1999). La résistance aux organophosphorés 

chez Culex pipiens peut également provenir d’une amplification génique. Chez le moustique, 

il s’agit principalement de coamplification comme estα2-estβ2 ou estα4-estβ4 (Bass et Field, 

2011a). 

La surexpression est également impliquée dans la résistance aux organophosphorés chez ces 

insectes. Les cytosines des îlots CpG contenu dans le gène E4 peuvent être méthylées 

(expression du gène) ou déméthylées (absence de l’expression du gène) chez Myzus persicae. 

Ces mécanismes semblent être réversibles, une déméthylation spontanée du gène E4 serait 
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associée à une absence d’insecticides (Field et al., 1999, 2000). Une surexpression de certains 

gènes comme estα1 induirait une résistance chez Culex pipiens (Li et al., 2007).  

Enfin, une mutation dans la séquence codante d’un gène conduisant à une modification de la 

séquence protéique de l’enzyme peut provoquer une résistance aux insecticides. Plusieurs 

études ont permis de mettre en évidence qu’une diminution de l’activité carboxylestérase est 

associée à une augmentation de l’activité hydrolase et induit une résistance aux 

organophosphorés. Chez la mouche verte (Lucilia cuprina), la résistance au diazinon 

(insecticide organophosphoré) est associée à une baisse d’activité carboxylestérase d’une 

enzyme spécifique E3. Cette perte d’activité est due à la substitution d’une glycine par une 

asparagine en position 137 (G137D) au niveau du site actif de l’enzyme. Cependant cette 

baisse d’activité carboxylestérase est associée à l’apparition d’une activité hydrolase qui 

permet de métaboliser les organophosphorés (Newcomb et al., 1997). Cette substitution 

induirait un changement de l’orientation du résidu sérine du site actif de l’enzyme E3 qui 

faciliterait l’hydrolyse du diazinon (Newcomb et al., 1997). Cette même substitution est 

également retrouvée chez la mouche domestique suggérant un mécanisme similaire pour la 

résistance aux organophosphorés (Claudianos et al., 1999). Une autre substitution a également 

été découverte chez Lucilia cuprina. Le remplacement d’un tryptophane par une leucine en 

position 251 (W251L) est responsable de la résistance au malathion (Campbell et al., 1998).  

 

 

III.2.4.2. Les monooxygénases à cytochromes P450 (CYPs). 

Les monooxygénases à cytochromes P450 appartiennent aux classes d’enzymes intervenant 

pendant la phase I de métabolisation. Ces enzymes sont présentes chez les vertébrés 

(mammifères, oiseaux…) mais également chez les insectes et les plantes (Scott, 1999). Les 

CYPs sont très importants pour l’organisme car ils sont impliqués dans le métabolisme de 

composés endogènes (hormones, acides gras, stéroïdes) mais également dans le métabolisme 

des xénobiotiques (médicaments, pesticides….).  

 

 

III.2.4.2.1. Mode d’action des CYPs. 

Les CYPs ont été découverts en 1958 dans les microsomes de foie de rat et identifiés comme 

pigments qui avaient la propriété d’absorber fortement à 450nm une fois réduits et complexés 

avec le monoxyde de carbone (Klingenberg, 1958). Ces ``pigments´´ seront ensuite reconnus 

comme hémoprotéines et appelés cytochrome P450s (Omura et Sato, 1962). Les CYPs sont 
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présents dans le réticulum endoplasmique et dans la mitochondrie chez les eucaryotes. Par 

exemple, chez les vertébrés les CYPs de la mitochondrie sont uniquement impliqués dans le 

métabolisme des stéroïdes et de la vitamine D (Feyereisen, 2006).  

Ces hémoprotéines catalysent des réactions d’oxydation. Un atome d’oxygène va être 

incorporé au substrat à partir d’oxygène moléculaire. Pour catalyser cette réaction, les CYPs 

ont besoin de cofacteurs, le NADPH/H+, le FAD (flavine adénine dinucléotide), le FMN 

(flavine mononucléotide) et de partenaires, la NADPH cytochrome P450 réductase. Cette 

enzyme va permettre le transfert d’électrons au niveau du CYP qui pourra oxyder le substrat 

et libérer une molécule d’eau (Figure 29). 

 

 

 

 

 

 

Figure 29: Schéma simplifié de la réaction d’oxydation d’un xénobiotique (RH) par les 

CYPs. FMN (flavoprotéine réduite) et FAD (flavoprotéine oxydée). 

 

Ces enzymes sont capables de catalyser des réactions diversifiées et donc de métaboliser de 

nombreux substrats. Certains CYPs vont catalyser un grand nombre de substrats comme 

CYP1A1 chez l’homme (20 substrats) alors que d’autres n’ont qu’un substrat connu comme 

CYP7A1 (Scott, 1999). De plus, certains xénobiotiques peuvent être catalysés par différents 

CYPs et différents CYPs produisent le même métabolite. A ces caractéristiques s’ajoute le fait 

qu’un changement d’un seul acide aminé dans la séquence d’un CYP peut modifier la 

spécificité du substrat. Tous ces mécanismes compliquent l’étude du rôle de chaque CYP dans 

le métabolisme des xénobiotique (Scott, 1999).  

 

 

III.2.4.2.2. Nomenclature des CYPs. 

Depuis leur découverte en 1958, le nombre de CYPs caractérisés n’a cessé d’augmenter. 

Actuellement, 18500 molécules correspondant aux CYPs chez une centaine d’espèces sont 

connues (Nelson, 2013). Une nomenclature proposée en 1996 par Nelson et ses collaborateurs 

permet donc de classer les différents CYPs en fonction de la similitude entre les séquences 

protéiques (Figure 30). Le préfixe cyp définit les gènes qui codent pour les CYPs. Il est suivi 
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d’un chiffre correspondant à la famille puis d’une lettre correspondant à la sous-famille et 

enfin d’un chiffre pour le gène (Feyereisen, 2006). Avec cette nomenclature, les séquences en 

acides aminés des CYPs faisant partie d’une même famille présentent une identité de plus de 

40% d’identité et plus de 55% d’identité au sein d’une même sous-famille (Bergé et al., 

1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30: Arbre phylogénétique permettant de classer les différentes familles de CYPs 

d’insectes et les relations avec les familles de CYPs des vertébrés. Les familles de CYPs 

d’insectes sont soulignées en jaune et chaque famille de CYPs porte un numéro. (d’après 

Feyereisen, 2006). 

 

 

III.2.4.2.3. Les CYPs chez les insectes. 

Le nombre de gènes codant des CYPs varie en fonction des espèces d’insectes. Par exemple, 

chez la drosophile 89 gènes ont été identifiés, 111 chez le moustique (Anopheles gambiae) et 

seulement 46 gènes ont été identifiés chez l’abeille (Apis mellifera) (Ranson et al., 2002; 

Claudianos et al., 2006). Chez les insectes, les fonctions physiologiques des CYPs restent 

moins bien définies que chez les vertébrés. Cependant, ils sont impliqués dans divers 

processus biologiques notamment le développement. Plusieurs CYPs jouent un rôle dans la 

voie de biosynthèse des hormones stéroïdiennes spécifiques des insectes. Chez la drosophile, 

il existe quatre gènes qui codent des CYPs appartenant à la famille des gènes Halloween 
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(Cyp302a1, Cyp306a1, Cyp315a1 et Cyp307a2) qui interviennent dans la biosynthèse de 

l’hormone de mue permettant la conversion du cholestérol en ecdysone (Gilbert, 2004; Ono et 

al., 2006). Le gène Cyp306a1 est également retrouvé chez le ver à soie (Bombyx mori) 

(Warren et al., 2004). Ces CYPs sont exprimés dans les glandes prothoraciques durant les 

derniers stades embryonnaires et les stades larvaires. Le gène Cyp314a1 est plutôt exprimé 

dans l’intestin, les corps gras et les tubes de Malpighis permettant de catalyser la dernière 

étape de la voie de biosynthèse de l’ecdysone, libérant la forme active de l’hormone la 20E 

(Gilbert, 2004). Chez la blatte (Diploptera punctata), une étude a montré l’implication du 

CYP15A1 dans la biosynthèse des hormones juvéniles III au niveau des corps allates (Helvig 

et al., 2004). Ces études soulignent l’importance des CYPs dans le développement via la voie 

de biosynthèse des hormones stéroïdiennes chez les insectes. 

Les CYPs sont également impliqués dans d’autres processus biologiques comme le 

développement des organes sensoriels externes, avec l’expression du gène Cyp303a1 dans les 

soies chez Drosophila melanogaster (Willingham et Keil, 2004). Certains CYPs sont aussi 

associés au comportement comme CYP6A20 dans le comportement agressif et CYP4D21 

dans le comportement sexuel chez le mâle de la drosophile (Chung et al., 2009). 

Les CYPs jouent un rôle important dans le métabolisme de nombreux composés pour protéger 

l’insecte contre les xénobiotiques présents dans son environnement. Plusieurs CYPs sont 

également impliqués dans la résistance aux insecticides chez de nombreuses espèces (Li et al., 

2007). 

 

 

III.2.4.2.4. CYPs et résistance aux insecticides. 

Les CYPs ont été impliqués dans la résistance métabolique pour plusieurs classes 

d’insecticides dont les pyréthrinoïdes, les organophosphorés, les néonicotinoïdes chez 

différents insectes ravageurs. Cette résistance peut être induite par trois mécanismes 

différents: l’amplification, la surexpression ou la présence de mutations dans la séquence des 

gènes qui codent les CYPs. 

La résistance aux insecticides peut être due à l’amplification de gènes qui codent les CYPs. 

Ce phénomène a été décrit chez quelques espèces. Chez Drosophila melanogaster, une 

duplication du gène Cyp6g1 a été mise en évidence chez une souche résistante au DDT. Les 

deux copies nommées Cyp6g1a et Cyp6g1b contiendraient un élément transposable Accord 

mais un deuxième élément transposable serait également présent HMS-beagle en amont de 

Cyp6g1a (Schmidt et al., 2010). Chez le moustique, la duplication d’un gène qui code 
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Cyp9m10 est en partie responsable de la résistance aux pyréthrinoïdes (Bass et Field, 2011a). 

Un autre exemple d’amplification de gènes a été découvert chez une souche de puceron 

(Myzus persicae) provenant de Grèce. Un test de synergie avec un inhibiteur des CYPs a mis 

en évidence le rôle des CYPs dans la résistance à différents néonicotinoïdes. Des analyses 

complémentaires (puces et PCR quantitative) ont mis en évidence une surexpression d’un seul 

Cyp, Cyp6cy3 et la surexpression était due en partie à une amplification du gène de 2 à 18 

copies chez la souche résistante (Bass et Field, 2011a). 

La surexpression est également un mécanisme impliqué dans la résistance aux insecticides. 

Celle-ci est la cause principale de la résistance via les CYPs. Les gènes qui subissent ce 

phénomène sont retrouvés dans quatre familles (Cyp4, Cyp6, Cyp9 et Cyp12) suggérant un 

rôle important de ces familles dans le métabolisme de composés exogènes. Chez Drosophila 

melanogaster, le taux d’expression de deux gènes Cyp6a2 et Cyp6a8 situés sur le 

chromosome II a été mesuré pour différentes souches. La quantité d’ARNm est très faible 

chez les souches sensibles au malathion et au DDT suggérant une faible expression de 

Cyp6a2 et Cyp6a8. Cependant pour la souche résistante 91-R, une surexpression de ces gènes 

a été détectée (Maitra et al., 2000). Des analyses supplémentaires ont permis de mettre en 

évidence l’implication d’éléments régulateurs présents sur le chromosome III. En temps 

normal, ces éléments réprimeraient l’expression de Cyp6a2 et Cyp6a8. Une mutation dans 

l’élément régulateur serait à l’origine de la surexpression de ces deux gènes chez la souche 

91-R (Maitra et al., 2000). De manière similaire, la résistance aux pyréthrinoïdes est induite 

par une surexpression de Cyp6a1 et Cyp6d1 chez Musca domestica. Ce phénomène serait dû à 

une mutation perte de fonction sur le chromosome II où se situent les éléments qui régulent 

négativement ces deux gènes (Li et al., 2007). La surexpression de certains CYPs a également 

été montrée dans la résistance aux néonicotinoïdes chez plusieurs espèces. Chez Bemisia 

tabaci, la résistance à l’imidaclopride est due à la surexpression de Cyp6cm1 (Karunker et al., 

2008). La résistance aux néonicotinoïdes est due à la surexpression de Cyp6a1, Cyp6d1 et 

Cyp6d3 chez une souche de Musca domestica récoltée au Danemark (Markussen et 

Kristensen, 2010b). La résistance au DDT chez la drosophile a été localisée dans une région 

particulière sur le chromosome II nommé Rst(2)DDT qui comporte six gènes codant pour les 

CYPs: Cyp6g1, Cyp6g2, Cyp6t3, Cyp12d1, Cyp301a1, Cyp9h1 (Brandt et al., 2002). La 

surexpression du Cyp6g1 est corrélée à la résistance au DDT chez des souches ``des champs´´ 

de drosophile comme la souche Hikone R (Daborn et al., 2002). Un élément transposable 

Accord est inséré dans la région 5’ du gène ce qui entraîne sa surexpression et probablement 

la résistance (Daborn et al., 2001, 2002). Cependant d’autres études montrent que la 
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corrélation entre la résistance au DDT et la surexpression du Cyp6g1 n’est pas si évidente 

(Kuruganti et al., 2007). La souche Hikone R qui montre une surexpression très importante du 

Cyp6g1 est plus sensible au DDT que les souches 91-R et Wisconsin qui présentent une 

surexpression plus faible du Cyp6g1 (Festucci-Buselli et al., 2005). Après exposition au DDT, 

l’expression du Cyp12d1 est induite chez ces trois souches de drosophiles (Hikone R, 91-R et 

Wisconsin), impliquant au moins le Cyp6g1 et le Cyp12d1 dans la résistance au DDT 

(Festucci-Buselli et al., 2005). De plus, les gènes Cyp12d1 et Cyp6a8 sont surexprimés dans 

différentes souches de drosophiles résistantes au DDT, Wisconsin et WIS1lab (Le Goff et al., 

2003). Une étude récente a mis en évidence que la surexpression du Cyp6g1 était corrélée à 

100% avec la présence de l’élément Accord mais pas avec la résistance au DDT. En effet, la 

souche de drosophile CM2 contient l’élément Accord et présente une surexpression du 

Cyp6g1 mais est sensible vis-à-vis du DDT (Li et al., 2012). Cependant, cette étude montre 

une forte relation entre la résistance à la nicotine et la surexpression du Cyp6g1. Des analyses 

de liaisons entre génotypes et résistance à la nicotine permettraient de mettre en évidence une 

forte corrélation entre la surexpression de Cyp6g1 et la résistance à la nicotine (Li et al., 

2012). Hors certaines souches qui présentent l’élément Accord sont résistantes aux 

néonicotinoïdes (insecticides dérivés de la nicotine) et CYP6G1 est capable de métabolisé 

l’imidaclopride (Daborn et al., 2002; Joussen et al., 2008). Ce résultat suggère que la fixation 

de l’allèle contenant l’insertion de l’élément Accord dans les populations de drosophiles des 

champs a pu être sélectionnée par la nicotine. Ce composé naturel aux propriétés insecticides 

est en effet présent chez de nombreuses plantes. Ces études mettent en évidence la complexité 

du phénomène de résistance et l’implication possible de différents cytochromes pour la 

résistance à un composé chimique comme le DDT (Pedra et al., 2004). 

Enfin, une mutation dans la séquence codante d’un gène conduisant à une modification de la 

séquence protéique du CYP peut entraîner à une résistance aux insecticides. Certaines 

mutations présentent dans la séquence de Cyp6a2 sont associées à la résistance au DDT chez 

la drosophile. Ces substitutions (R335S, L336V et V476L) sont très proches du site actif et 

provoquent une augmentation du métabolisme du DDT (Amichot et al., 2004). 

 

 

III.2.4.3. Les glutathion S-transférases (GSTs). 

Les glutathion S-transférarses représentent une superfamille d’enzymes multifonctionnelles 

activent durant la phase II du métabolisme des xénobiotiques. Ces protéines sont retrouvées 

chez les vertébrés comme les invertébrés et sont principalement localisées au niveau du 
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cytosol. Elles sont impliquées dans le transport intracellulaire, la biosynthèse d’hormones et 

jouent un rôle protecteur contre le stress oxydatif (Enayati et al., 2005) 

 

 

III.2.4.3.1. Mode d’action des GSTs. 

Les GSTs catalysent principalement une réaction de conjugaison qui permet d’associer le 

substrat au groupement thiol de la molécule de glutathion réduit (GSH) (Figure 31). Cette 

conjugaison neutralise les sites électrophiles des substrats pour protéger les différents 

composés de la cellule (Enayati et al., 2005). Elle rend également le substrat hydrosoluble 

facilitant ainsi son excrétion.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31: Schéma de conjugaison d’un substrat avec le glutathion réalisée par une GST. 

 

La faible spécificité de substrat des GSTs leur permet de métaboliser un grand nombre de 

xénobiotiques comme les insecticides mais aussi des composés endogènes comme les 

époxides, les hydroperoxydes organiques, les produits de péroxidation des lipides et les 

carbonyles insaturés (Li et al., 2007). Certaines GSTs ont la capacité de catalyser une réaction 

de déhydrochlorination en utilisant cette fois le GSH comme un cofacteur.  

 

 

III.2.4.3.2. Nomenclature des GSTs. 

Les GSTs sont classées en deux groupes en fonction de leur localisation dans la cellule, les 

GSTs cytosoliques et les GSTs microsomales. Un troisième groupe, la classe Kappa, présent 

dans la mitochondrie n’est retrouvé que chez les mammifères. Il existe une seule GST 

microsomale chez Drosophila melanogaster (Enayati et al., 2005). La majorité des GSTs sont 

donc cytosoliques. Elles étaient regroupées au départ en trois classes I, II et III. Avec 

l’annotation des génomes d’insectes, de nombreuses GSTs ont été identifiées et la 

classification a due évoluer. La nomenclature des GSTs de mammifères a ensuite été utilisée. 
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Chez les mammifères, il existe neuf classes: Alpha, Mu, Pi, Theta, Omega, Sigma, Zeta, 

Kappa et une classe pour les GSTs microsomales. Les GSTs qui présentent plus de 40% 

d’identité entre les séquences en acides aminés appartiennent généralement à la même classe 

(Chelvanayagam et al., 2001). La comparaison phylogénétique des GSTs d’insectes et de 

mammifères ont mis en évidence une orthologie entre les GSTs du groupe II des insectes et la 

classe Sigma des mammifères. Plusieurs classes ont été trouvées comme spécifiques des 

insectes, le groupe I initial renommé en classe Delta et le groupe III renommé en classe 

Epsilon. L’évolution indépendante de ces deux classes de GSTs chez Drosophila 

melanogaster et Anopheles gambiae suggère un rôle important de ces enzymes dans 

l’adaptation de l’organisme à l’environnement (Ranson et al., 2002). Les autres GSTs 

appartiennent aux classes Zeta, Theta et Omega (Figure 32).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32: Arbre phylogénétique permettant de classer les différentes GSTs d’insectes (en 

jaune). Alignement des séquences protéiques des GSTs de Drosophila melanogaster et de 

Anopheles gambiae avec les GSTs de mammifères, de plantes et de nématodes. Dm 

(Drosophila melanogaster), Ag (Anopheles gambiae), Hs (Homo sapiens), At (Arabidopsis 

thaliana) et Ce (Caenorhabditis elegans). (d’après Enayati et al., 2005). 
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Les noms des gènes qui codent les différentes GSTs d’insectes correspondent donc à la 

nouvelle nomenclature. Le nom de chaque gène commence par les initiales de l’espèce dans 

laquelle il a été isolé, ensuite de l’acronyme GST, puis de la lettre qui désigne la classe et 

enfin d’un chiffre correspondant au gène. Par exemple, DmGSTE1 correspond au gène qui 

code la GST 1 de la classe Epsilon chez Drosophila melanogaster. Chez cet insecte, 31 GSTs 

ont été identifiées, 39 chez le moustique (Anopheles gambiae) et seulement 10 chez l’abeille 

(Apis mellifera) (Ranson et al., 2002; Claudianos et al., 2006). 

 

 

III.2.4.3.3. GSTs et résistance aux insecticides. 

Les GSTs ont été impliquées dans la résistance à différents insecticides appartenant aux 

organochlorés, aux organophosphorés et aux pyréthrinoïdes (Li et al., 2007).  

L’amplification de gènes codant des GSTs a été démontrée pour deux gènes différents chez 

deux espèces différentes. Chez Musca domestica, une souche Cornell-R résistante aux 

organophosphorés contient dans son génome 12 copies du gène qui code MdGSTD3 au lieu 

de 3 copies chez la souche sensible (Syvanen et al., 1996). Chez une souche résistante aux 

pyréthrinoïdes de Nilaparvata lugens, un gène codant pour NlGSTD1 est surexprimé par 

rapport à une souche sensible. Une analyse par Southern a permis de mettre en évidence la 

présence d’un nombre plus important de copies du gène qui code NlGSTD1 indiquant une 

amplification de ce gène, provoquant la résistance aux pyréthrinoïdes (Vontas et al., 2002). 

Cependant, les GSTs ne seraient pas capables de métaboliser directement les pyréthrinoïdes 

mais elles seraient plutôt impliquées dans la séquestration de ces insecticides et la 

métabolisation des produits de péroxidation des lipides induits par ces mêmes insecticides 

(Vontas et al., 2001; Kostaropoulos et al., 2001). 

Certaines GSTs sont capables de catalyser une réaction de déhydrochlorination en particulier 

la déhydrochlorination du DDT en un métabolite secondaire, le DDE en utilisant le GSH en 

cofacteur (Figure 33).  

 

 

 

 

 

Figure 33: Modèle de la réaction de déhydrochlorination du DDT par une GST. (d’après 

Enayati et al., 2005). 
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Cette propriété de certaines GSTs a été associée à la résistance au DDT chez plusieurs espèces 

comme le moustique ou la drosophile. Chez le moustique Anopheles gambiae, une GST 

AgGSTE2 est surexprimée chez une souche résistante au DDT. Après expression de cette GST 

chez E. coli, des mesures de son activité de déhydrochlorination du DDT ont montré une forte 

activité de cette enzyme (Ranson et al., 2001). L’orthologue de AgGSTE2 chez une espèce de 

moustique (Anopheles aegypti) nommé AaGSTE2 est surexprimé chez une souche PMD-R 

résistante au DDT et aux pyréthrinoïdes (Lumjuan et al., 2005). L’expression hétérologue de 

cette AaGSTE2 a permis de mettre en évidence une activité de déhydrochlorination du DDT 

mais également une activité glutathion péroxidase (Lumjuan et al., 2005). Chez une troisième 

espèce de moustique Culex pipiens, deux GSTs CpGSTD1 et CpGSTD2 sont surexprimées et 

conduisent à la résistance aux pyréthrinoïdes. En particulier, CpGSTD1 qui présente une 

activité pérodixase et une activité déhydrochlorinase (Samra et al., 2012). Des résultats 

similaires ont été démontrés chez la drosophile avec la surexpression de DmGSTD1, 

impliquée dans la résistance au DDT (Low et al., 2010), chez Nilaparvata lugens et chez 

Plutella xylostella (Vontas et al., 2001; Sonoda et Tsumuki, 2005). 

 

 

III.3-L’impact des insecticides sur les organismes non cibles. 

 L’utilisation intensive des insecticides dans les cultures depuis plus de 50 ans a amené 

à une contamination progressive de l’environnement. Actuellement, des résidus de ces 

pesticides sont retrouvés dans les sols, dans l’eau des lacs, des rivières, dans les eaux de pluie 

mais aussi dans l’air. De plus, la nourriture permet également d’apporter à l’organisme une 

dose importante de ces résidus (fruits, légumes). Les organismes vivants sont donc 

continuellement en présence de très faibles doses de ces pesticides. Ces dernières, appelées 

doses sublétales, ne provoquent pas la mort de l’organisme mais peuvent cependant 

déclencher des effets indésirables ou effets secondaires. Pendant longtemps ces effets ont été 

négligés surtout au niveau des insectes dits bénéfiques et chez l’homme en particulier pour les 

populations à risque comme les agriculteurs, les personnes travaillant dans l’industrie des 

insecticides et les personnes qui désinsectisent les bâtiments (Desneux et al., 2007; Damalas 

et Eleftherohorinos., 2011). 
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III.3.1. Les insectes non cibles. 

Les insectes dits bénéfiques peuvent être classés en deux groupes, les insectes pollinisateurs 

comme les abeilles ou les bourdons et les prédateurs des insectes nuisibles comme la 

coccinelle ou la chrysope verte. Du fait de leur importance économique en particulier pour les 

pollinisateurs, plusieurs études se sont intéressées aux effets à des doses sublétales 

d’insecticides (doses qui n’induisent pas la mort) au niveau du comportement et de la 

physiologie chez ces insectes. 

 

 

III.3.1.1. Effets sur le comportement des insectes. 

L’exposition aux insecticides à des doses sublétales peut conduire à des défauts dans le 

comportement des insectes. Différents comportements peuvent être altérés comme la mobilité, 

la recherche de nourriture ou d’hôtes mais aussi le comportement alimentaire. 

L’exposition aux insecticides peut provoquer une diminution de la mobilité chez différents 

insectes. Par exemple, chez Melipona quadrifasciata (abeille originaire du Mexique), 

l’exposition des larves à des doses sublétales d’imidaclopride (0,0056 à 0,112µg/abeille) 

provoque une diminution de l’activité locomotrice des adultes âgés de quatre jours ou plus 

(Tomé et al., 2012). La guêpe Trissolcus basalis (parasite de la punaise verte Nezara viridula) 

présente une réduction importante de l’activité locomotrice chez des femelles deux heures 

après une exposition à la deltaméthrine (pyréthrinoïde). Cependant, cette diminution de 

l’activité locomotrice n’est pas permanente et les femelles retrouvent leurs capacités 24 

heures après l’exposition à l’insecticide (Salerno et al., 2002). Cette réduction de la mobilité 

peut avoir un impact sur les capacités des insectes, comme une efficacité plus faible du 

parasitisme, un risque plus important vis-à-vis de la prédation ou encore une diminution de 

l’accès à la nourriture.  

Dans la nature, les insectes consacrent une grande partie de leur vie à la recherche de 

nourriture, de proies ou d’hôtes. Ce processus implique différents mécanismes comme la 

reconnaissance de multiples signaux chimiques ou sensoriels, la mémoire, l’apprentissage. 

Pour les espèces qui vivent en groupe, la communication est également un mécanisme 

important (Desneux et al., 2007). Chez le prédateur Acanthaspis pedestris, l’exposition à la 

cyperméthrine (pyréthrinoïde) à des doses semblables à celles retrouvées dans la nature, 

induit une forte diminution de la prédation (Claver et al., 2003). La libération de kairomones 

par l’hôte provoque chez la guêpe Trissolcus basalis un changement de comportement en 

particulier une augmentation du temps passé dans la zone contaminée (présence de 
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kairomones). L’exposition à la deltaméthrine des femelles Trissolcus basalis engendre une 

diminution du temps dans la zone contaminée comparé aux femelles non exposées suggérant 

une capacité de parasitisme plus faible pour les guêpes exposées à la deltaméthrine (Salerno et 

al., 2002). Les pollinisateurs sont également affectés. Des abeilles ont été exposées à des 

doses sublétales d’imidaclopride pendant leur développement (0,04ng/larve). Cette exposition 

n’affecte pas le développement des larves mais les adultes présentent des défauts dans le 

comportement associé à l’olfaction. Ce défaut de comportement suggère une diminution de la 

mémorisation et de l’apprentissage des adultes qui ne seraient plus capables de localiser la 

nourriture et la direction de la ruche entraînant une réduction importante du nombre 

d’individus de la colonie (Yang et al., 2012). Une autre étude menée chez le bourdon 

(Bombus terrestris) a permis de mieux appréhender ce processus. Les colonies de bourdons 

sont placées en laboratoire, mais un système relie les colonies à l’environnement extérieur 

permettant aux butineuses de rechercher la nourriture dans le milieu naturel pendant que les 

travailleuses entretiennent la colonie. Ce processus est vital pour la survie de la colonie car les 

travailleuses nourrissent les larves qui donneront les futurs adultes (Gill et al., 2012). 

L’exposition à différents insecticides (doses semblables à celles retrouvées dans la nature) a 

été testée pendant quatre semaines. L’imidaclopride (néonicotinoïde) provoque une 

diminution de l’efficacité du butinage. En effet, les butineuses sont absentes de la ruche 

pendant une période plus longue et rapportent une quantité moindre de pollen par rapport aux 

butineuses non exposées (Gill et al., 2012). La quantité de nourriture n’est plus suffisante 

pour la colonie et plusieurs travailleuses sont amenées à sortir de la ruche pour rechercher de 

la nourriture. Il y a donc moins de travailleuses présentes dans la ruche pour l’entretenir et 

pour nourrir les larves ce qui affecterait le développement et entraînerait une diminution du 

nombre de naissance. Pour les colonies exposées à la λ-cyalothrine (pyréthrinoïde), une forte 

mortalité des travailleuses est observée, 36% pour les colonies exposées contre seulement 9% 

pour les colonies non exposées mais cet insecticide n’a pas d’effets sur les butineuses. Une 

exposition aux deux insecticides (imidaclopride et λ-cyalothrine) a été testée. Des effets 

cumulatifs, plus importants sont observés conduisant à la perte de deux colonies (Gill et al., 

2012). D’autres insecticides comme les carbamates et les organophosphorés provoquent une 

incapacité des abeilles à communiquer le lieu de la nourriture par une danse très spécifique 

(Thompson, 2003). 

Les insecticides peuvent également avoir un effet répulsif sur les insectes dit bénéfiques. Chez 

la coccinelle (Coccinella septempunctata), les adultes et les larves consomment une quantité 

plus faible de pucerons s’ils ont été traités au préalable au diméthoate, un organophosphoré 
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(Singh et al., 2004). Les larves de coccinelles évitent également les zones traitées de la plante 

provoquant une restriction du prédateur (la coccinelle) au niveau de zones non traitées. Le 

spinosad (spynosyne) présente un effet répulsif pour trois prédateurs du thrips des petits fruits 

(Frankliniella occidentalis). Cet effet répulsif est présent durant les deux premiers jours de la 

vie des prédateurs qui évitent les zones traitées au spinosad (Rahman et al., 2011). Ces 

dernières seront donc dépourvues de plusieurs prédateurs de Frankliniella occidentalis. 

 

 

III.3.1.2. Effets physiologiques. 

Le développement chez les insectes peut être perturbé par différents insecticides, se traduisant 

généralement par un rallongement de la durée de développement, l’apparition de 

malformations morphologiques ou par une augmentation de la mortalité larvaire ou pupale. 

Le développement de la coccinelle asiatique Harmonia axyridis (prédateur naturel des 

ravageurs des cultures de maïs) est retardé en présence de doses sublétales de certains 

neurotoxiques comme le spinosad et l’indoxacarbe (Galvan et al., 2005). Le fénoxycarbe, un 

analogue d’hormone juvénile, allonge également la durée de développement au cours des 

stades larvaires chez le prédateur Chrysoperla rufilabris (Liu et Chen, 2001). Un 

neurotoxique, la λ-cyalothrine provoque un allongement de la durée de développement aux 

stades larvaire (10,14±0,06 comparé au contrôle 9,76±0,06) et prépupal (10,04±0,05 comparé 

au contrôle 9,38±0,06) chez le parasite Trichogramma pretiosum (Consoli et al., 1998). Chez 

l’abeille (Apis mellifera), les œufs et les larves sont exposés à différents pesticides via la 

nourriture et la composition du nid induisant un ralentissement du développement à partir du 

quatrième jour (Wu et al., 2011). 

Les insecticides peuvent également induire des perturbations au cours du développement 

conduisant à des malformations à la naissance. Des doses sublétales d’organophosphorés sont 

à l’origine de plusieurs malformations au niveau des testicules, des ovaires et de l’intestin 

chez le prédateur Rhynocoris kumari (Desneux et al., 2007). L’exposition à une dose sublétale 

de spinosad (0,046µg/larve) chez la larve de la guêpe parasite (Hyposoter didymator) 

provoque une forte mortalité durant le stade pupal (72,0%). Ce neurotoxique induirait des 

mouvements involontaires ce qui entraînerait l’incapacité chez la larve à former le cocon 

(Schneider et al., 2004). Chez les prédateurs des insectes nuisibles, ces malformations 

entraînent une diminution de l’efficacité du parasitisme ou de la prédation. Le fénoxycarbe 

provoque des malformations de la larve et de la pupe chez l’abeille (Apis mellifera) 

conduisant à la mort directement dans la ruche (Desneux et al., 2007). Chez les abeilles, le 
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volume des corps pédonculés augmente avec l’âge. Cependant, l’exposition à des doses 

sublétales d’imidaclopride des larves de Melipona quadrifasciata durant le développement, 

perturbe l’augmentation du volume des corps pédonculés (structures spécifiques du cerveau) 

chez l’adulte (Tomé et al., 2012). Une réduction de 36% du volume est observée pour une 

dose de 0,11µg/larve chez des abeilles âgées de 8 jours. Cette réduction est probablement à 

l’origine des défauts dans le comportement chez ces insectes (Tomé et al., 2012). 

L’effet des doses sublétales sur la réduction de la longévité des insectes a été rapporté pour 

différentes espèces. Cependant, l’effet sur une population reste difficile a évaluer car la durée 

de vie dépend de nombreux paramètres comme l’accessibilité à la nourriture, la reproduction, 

la communication et le contact entre les différents insectes de la même colonie (Desneux et 

al., 2007). Une étude a été menée chez la chrysope verte (Chrysoperla carnea) pour 

déterminer l’impact de différents types de cultures en Espagne. La longévité est la plus 

importante pour les individus dont les parents sont issus des cultures sans insecticide comparé 

aux cultures qui reçoivent trois traitements insecticides par an (Corrales et Campos, 2004). 

Chez le parasitoïde Eretmocerus warrae, l’exposition des œufs ou des larves à l’azadirachtine 

conduit à une réduction de la longévité chez les adultes. L’exposition au spinosad ou à 

l’abamectine des œufs, des larves ou des pupes entraîne une forte réduction de la durée de vie 

de ce parasitoïde (Kumar et al., 2008). Le spinosad engendre également une diminution de la 

longévité chez la guêpe Hyposoter didymator (Schneider et al., 2004). Ce phénomène est 

aussi retrouvé chez les pollinisateurs. L’exposition à divers pesticides durant le 

développement entraîne une réduction de la durée de vie de quatre jours chez les abeilles (Wu 

et al., 2011). 

Certains insecticides peuvent avoir un effet sur la fécondité ou la fertilité chez les femelles 

exposées, provoquant une diminution du nombre de descendants pour la génération suivante. 

Tuta absoluta est un insecte ravageur originaire d’Amérique du Sud qui peut engendrer de 

nombreux dégâts dans les cultures de tomates. Deux prédateurs de cet insecte (Macrolophus 

pygmaeus et Nesidiocoris tenuis) pourraient être utilisés dans les cultures de tomates en 

complément d’insecticides. Il est donc important de déterminer l’impact de ces insecticides 

sur ces deux espèces de prédateurs (Arno et Gabarra, 2011). L’exposition des femelles au 

spinosad ou à l’azadirachtine induit une réduction du nombre de descendants par femelle. 

Cependant, les deux insecticides n’ont pas le même effet sur les prédateurs, le spinosad réduit 

fortement le nombre de descendant chez Macrolophus pygmaeus alors que l’azadirachtine à 

un effet plus important chez Nesidiocoris tenuis (Arno et Gabarra, 2011).  
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L’effet de trois insecticides (régulateurs de croissance: chlorfluazuron, flufenoxuron, 

teflubenzuron) sur le parasitisme de la guêpe (Cotesia plutellae) a été testé. Des femelles 

âgées d’une journée sont exposées (insecticides contenus dans la nourriture) pendant une 

période de deux jours puis transférées une par une dans des cages permettant le parasitisme 

(présence d’hôtes). L’efficacité du parasitisme est significativement réduite pour les guêpes 

exposées aux trois insecticides comparées aux guêpes non exposées. Cette réduction pourrait 

être due à une baisse de la fécondité chez les femelles après exposition aux régulateurs de 

croissance (Haseeb et Amano, 2002). Chez le bourdon (Bombus terrestris), une étude a été 

menée sur 75 colonies exposées ou non à l’imidaclopride (doses semblables à celles 

retrouvées dans la nature) pendant deux semaines en laboratoire puis les colonies ont été 

placées pendant 6 semaines en plein champ. Le nombre de reines produites est réduit de 85% 

pour les colonies exposées à l’imidaclopride (2 reines) comparées aux colonies non exposées 

(13,72 reines). Ces résultats suggèrent que l’imidaclopride pourrait avoir un impact très 

important sur les colonies de bourdons car durant l’hiver seules les nouvelles reines survivent 

et reforment de nouvelles colonies au printemps suivant (Whitehorn et al., 2012).  

Même à des doses très faibles, les insecticides peuvent avoir des effets négatifs sur le 

comportement ou la physiologie des insectes dits bénéfiques qui participent à l’élimination 

des ravageurs et à la pollinisation de nombreux végétaux.  

 

 

III.3.2. Autres organismes. 

L’usage des insecticides par l’homme et leur dissémination via les éléments comme le vent ou 

la pluie a conduit à une contamination importante de l’environnement. De ce fait, de 

nombreux organismes non cibles sont exposés à ces composés chimiques comme les 

poissons, les amphibiens, les reptiles, les oiseaux ou encore les mammifères. L’exposition 

même à des doses faibles d’insecticides peut provoquer chez les espèces touchées des 

changements comportementaux et physiologiques pouvant conduire à une baisse de la survie 

et de la reproduction (Kegley et al., 1999). 

Chez les poissons par exemple, l’exposition aux produits phytosanitaires peut engendrer des 

malformations, une diminution de la fertilité, une réduction de la capacité de nage, ou encore 

perturber le système immunitaire. Les poissons sont donc plus vulnérables vis-à-vis des 

prédateurs et des maladies (Kegley et al., 1999). Chez le saumon de l’Atlantique (Salmo 

salar), pour se reproduire, les femelles libèrent une phéromone (PGF2α) dans leur urine qui est 

reconnue par des récepteurs olfactifs de l’épithélium chez les mâles et provoquent chez ces 
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individus une augmentation de la concentration en hormones sexuelles dans le plasma et dans 

la laitance. Chez des mâles exposés à des doses sublétales de carbofuran (carbamate), on 

observe une diminution de la détection de la phéromone femelle et une diminution des 

hormones sexuelles dans le plasma des mâles. Les premières étapes dans le processus de la 

reproduction sont donc perturbées par une exposition au carbofuran (Waring et Moore, 1997). 

Ce processus est également perturbé chez ce poisson par une exposition à des doses sublétales 

de cyperméthrine, un pyréthrinoïde (Moore et Waring, 2001). Chez le poisson arc-en-ciel 

australien (Melanotenia fluviatilis), l’exposition à l’esfenvalérate (pyréthrinoïde) à des doses 

sublétales induit une diminution du nombre d’œufs pondus par femelle ainsi qu’une réduction 

du taux d’éclosion (Barry et al., 1995).  

Les amphibiens sont plus sensibles aux variations de l’environnement car ils doivent faire 

face aux perturbations du milieu aquatique et du milieu terrestre. De plus, la peau des 

amphibiens est très perméable et joue un rôle physiologique important dans les échanges (gaz, 

eau, électrolytes) avec le milieu extérieur. C’est pourquoi ces organismes présentent une forte 

sensibilité vis-à-vis des produits phytosanitaires (Brühl et al., 2011). Par exemple, chez la 

grenouille oxyrhine (Rana arvalis), l’exposition à la cyperméthrine (pyréthrinoïde) à des 

doses retrouvées dans la nature (0,1 et 1µg/l) provoque des effets néfastes comme une 

augmentation de la mortalité des têtards, des malformations physiques, des perturbations du 

comportement, un allongement de la durée de la métamorphose et une réduction de la masse 

chez l’adulte (Greulich et Pflugmacher, 2003).  

L’impact des insecticides chez les oiseaux est reconnu depuis la publication de ``Silent 

spring´´ dans les années 1960s, dénonçant l’utilisation intensive du DDT aux Etats-Unis et qui 

avait conduit à une forte mortalité des oiseaux d’où le nom de printemps silencieux (absence 

de chants d’oiseaux). En Europe entre 1980 et 2006, la population d’oiseaux a diminué de 

10% dans les zones forestières et de 48% dans les zones agricoles. On estime que la cause 

principale du déclin des populations d’oiseaux est l’utilisation de composés chimiques en 

agriculture (Mitra et al., 2011). Les rapaces comme l’aigle, le faucon pèlerin ou encore le 

hibou grand-duc se trouvent en haut de la chaîne alimentaire et ils sont très vulnérables vis-à-

vis de certains insecticides. En effet, les organochlorés sont stockés dans les tissus et vont 

s’accumuler le long de la chaîne alimentaire. Les animaux appartenant au niveau le plus haut 

de cette chaîne sont donc exposés à de fortes doses pour ces composés chimiques. Les 

organochlorés en particulier le DDT ont joué un rôle majeur dans le déclin des populations 

d’oiseaux. Un des métabolites du DDT, le p,p´DDE est à l’origine de la réduction de 

l’épaisseur de la coquille des œufs des oiseaux. Par exemple, les œufs du faucon pèlerin 
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collectés dans l’arctique canadien avaient une coquille plus fine de 15% par rapport aux œufs 

collectés avant la mise sur le marché du DDT (Lundholm, 1997). Ce phénomène représente 

l’un des principaux effets indésirables due à l’exposition des insecticides chez les oiseaux et il 

a été retrouvé chez de nombreuses espèces (Lundholm, 1997). Les œufs présentent une 

coquille plus fine et beaucoup plus fragile qui peut se briser plus facilement. Cette fragilité 

conduit à une réduction du nombre d’œufs qui éclosent et donc une diminution du nombre 

d’individus pour l’espèce considérée. Les insecticides peuvent également provoquer des 

malformations chez les poussins, une diminution du taux d’éclosion ou une réduction du 

nombre d’œufs pondus (Mitra et al., 2011). L’exposition aux insecticides peut également 

perturber la reproduction chez les oiseaux. L’exposition au parathion (organophosphoré) des 

perruches à collier (Psittacula krameri) induit une perturbation des fonctions testiculaires 

(diminution du poids des testicules, diminution du diamètre des tubes séminifères…) chez les 

mâles (Maitra et Mitra, 2008). Le comportement d’accouplement est perturbé chez la 

tourterelle rieuse (Streptopelia risoria) après une exposition à des doses sublétales de 

p,p´DDE (Walker, 2003). Des goélands argentés (Larus argentatus) exposées à de nombreux 

polluants dans la région du lac Ontario partent rapidement du nid en laissant leur progéniture 

sans surveillance conduisant à une diminution du nombre d’individus (Peakall, 1996). Chez le 

bruant à gorge blanche (Zonotrichia albicollis), certains métabolites du DDT entraînent une 

perturbation de son activité nocturne (Walker, 2003). De plus, l’usage d’insecticides induit 

une forte diminution du nombre d’insectes soit une diminution de la quantité de nourriture 

pour certaines espèces. Chez les oiseaux les organochlorés et les organophosphorés sont les 

insecticides les plus néfastes. L’interdiction de nombreux organochlorés aux Etats-Unis et en 

Europe a permis de limiter le déclin des populations d’oiseaux mais de nombreuses espèces 

restent menacées.  

Chez les reptiles, la détermination du sexe est dépendante de la température à travers 

l’activité d’hormones stéroïdiennes. En effet, l’exposition à certaines de ces hormones peut 

conduire à une inversion de la détermination du sexe (De Solla et al., 1998). Certains 

insecticides sont des perturbateurs endocriniens et pourraient perturber ce processus. Par 

exemple, une forte baisse d’une population d’alligators d’Amérique (Alligator 

mississippiensis) a été mise en évidence au niveau du lac Apopka en Floride, lac fortement 

contaminé par le DDT et le dicofol (insecticides organochlorés). Les jeunes alligators de cette 

population présentaient des concentrations anormales d’hormones sexuelles (estradiol et 

testostérone) ainsi que des défauts morphologiques au niveau des ovaires et des testicules 

pouvant perturber la reproduction chez ces individus (Guillette et al., 1994). On observe une 
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féminisation des mâles chez des populations de tortues serpentines (Chelydra serpentina 

serpentina) présentes au niveau de sites contaminés par de nombreux produits chimiques en 

particulier des insecticides comme le DDT ou la dieldrine (De Solla et al., 1998). 

 

 

III.3.3. L’homme. 

L’homme est également exposé aux insecticides de par son environnement, son alimentation 

et ses activités professionnelles ou privées. L’homme est donc en contact avec de nombreux 

composés chimiques au cours de sa vie. Il est donc important d’évaluer les risques liés à cette 

exposition et l’impact sur la santé humaine. Le développement de certaines maladies a pu être 

associé à une exposition aux insecticides, comme le développement de certains cancers, 

l’apparition d’allergies, de troubles neurologiques ou encore la perturbation de la reproduction 

sont les effets les plus courants (Mnif et al., 2011).  

 

 

III.3.3.1. Effets sur le système endocrinien et la reproduction. 

Certains insecticides (DDT, métoxychlore, cyperméthrine, dieldrine, endosulfan) sont des 

perturbateurs endocriniens et peuvent être à l’origine d’effets délétères chez l’homme en 

particulier sur la reproduction. De nombreux perturbateurs endocriniens agissent via les 

récepteurs aux oestrogènes et les récepteurs aux androgènes provoquant une perturbation de 

l’homéostasie oestrogènes/androgènes importante pour le fonctionnement normal des 

processus impliqués dans la reproduction (Marques-Pinto et Carvalho, 2013). Des études 

épidémiologiques ont mis en évidence une corrélation entre l’exposition aux pesticides et une 

incidence plus importante de certaines anomalies du système reproducteur masculin comme 

une réduction de la qualité du sperme (spermatogenèse affectée), une cryptochidie (incapacité 

d’un testicule d’atteindre le scrotum), une hypospadia (ouverture de l’urètre au niveau de la 

face inférieure du pénis) et du cancer des testicules (Nordkap et al., 2012). Une étude menée 

en Inde sur 117 adolescents âgés de 10 à 19 ans suggère que l’exposition à l’endosulfan 

(organochloré) induit un retard de la maturité sexuelle et une perturbation de la synthèse des 

hormones sexuelles (Saiyed et al., 2003). L’incidence des malformations du système 

reproducteur masculin (hypospadia et cryptochidie) à la naissance est plus importante dans 

des zones d’agriculture intensive (Carbone et al., 2006). Le fœtus, le nourrisson et l’enfant 

sont particulièrement sensibles aux perturbateurs endocriniens (Mnif et al., 2011). 

L’exposition de la mère à ces composés durant la grossesse et l’allaitement peut induire chez 
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l’enfant des effets sur les fonctions de reproduction et du système nerveux et des 

malformations congénitales (Ribas-Fito et al., 2006; Mnif et al 2011). Par exemple, 

l’exposition prénatale au DDT et à ses métabolites est associée à un retard dans le 

développement neuronal chez le nourrisson (Eskenazi et al., 2006). 

 

 

III.3.3.2. Effets cancérigènes. 

L’exposition aux pesticides peut jouer un rôle dans l’apparition des cancers chez l’homme en 

particulier chez des populations exposées de manière importante comme les agriculteurs 

(Bassil et al., 2007; Alavanja et al., 2013). Plusieurs études épidémiologiques ont mis en 

évidence une association positive entre l’exposition aux pesticides et certains cancers comme 

les cancers du sein, de la prostate, des reins, des poumons, du cerveau mais également des 

leucémies, des myélomes et des lymphomes non hodgkiniens (Bassil et al., 2007; Cohn et al., 

2007; Band et al., 2011; Alavanja et al., 2013, Freeman et al., 2005; McDuffie et al., 2001). 

Certaines études montrent une corrélation possible entre l’exposition aux pesticides et 

l’augmentation du risque de développer un cancer de la prostate (Mullins et Loeb, 2012). Une 

étude épidémiologique a été menée sur des individus atteints d’un cancer de la prostate ou des 

individus atteints d’un autre type de cancer. Ils ont mis en évidence une association entre le 

risque de développer un cancer de la prostate et une exposition à certains insecticides comme 

le DDT, le lindane (organochlorés) mais aussi le malathion, le diazinon (organophosphorés) et 

le carbaryl (carbamate) (Band et al., 2011).Une autre étude épidémiologique a montré une 

incidence plus élevée du cancer de la prostate chez les agriculteurs comparé à la population 

générale. De plus, une exposition aux pesticides conduit à une augmentation importante du 

risque de développer un cancer de la prostate chez des individus ayant des antécédents 

familiaux pour ce cancer. Ces données ont amené les auteurs à suggérer un lien probable entre 

susceptibilité génétique, exposition aux pesticides et risque de développement du cancer de la 

prostate (Alavanja et al., 2013). Des études ont été menées pour déterminer si l’exposition aux 

pesticides en particulier aux insecticides organochlorés pouvait avoir un rôle dans l’étiologie 

du cancer du sein (Alavanja et al., 2013). L’exposition au DDT augmente le risque de 

développer un cancer du sein si les femmes ont été exposées avant l’âge de 14 ans suggérant 

un effet sur le long terme de cet insecticide (Cohn et al., 2007). Une étude menée en Iowa et 

en Californie, a mis en évidence une association entre l’exposition au diazinon et le cancer 

des poumons ainsi que les leucémies chez des professionnels utilisant des pesticides (Freeman 

et al., 2005). L’exposition aux insecticides pendant l’enfance peut également augmenter le 
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risque de développer des leucémies chez l’enfant (Turner et al., 2011). L’exposition aux 

organophosphorés et aux carbamates augmente le risque de développer des lymphomes non 

hodgkiniens. Une étude menée au Canada chez des hommes exposés aux pesticides a mis en 

évidence une association entre l’exposition à certains insecticides (aldrine, malathion, 

carbaryl) et une augmentation du risque de développer un lymphome non hodgkinien 

(McDuffie et al., 2001).  

 

 

III.3.3.3. Effets sur le système immunitaire. 

Les pesticides sont aussi capables de perturber le système immunitaire. Cependant, les études 

épidémiologiques concernent l’exposition aux pesticides surtout chez les enfants (exposition 

durant, la grossesse, l’allaitement et l’enfance) (Gascon et al., 2013). Une étude menée sur 

584 femmes enceintes en Espagne a mis en évidence une association entre l’exposition 

prénatale au DDE (métabolite du DDT) et le développement d’infections respiratoires chez le 

nourrisson durant la première année de sa vie (Sunyer et al., 2010). Glynn et ses 

collaborateurs ont suggéré qu’une exposition postnatale au DDE pouvait également 

augmenter le risque d’infections respiratoires chez le nourrisson (Glynn et al., 2008). Chez 

l’adulte, l’exposition chronique aux pesticides peut être impliquée dans le développement de 

maladies respiratoires comme la bronchite chronique et l’asthme en particulier dans le cas 

d’une exposition professionnelle aux pesticides (Salameh et al., 2006a, 2006b). Une autre 

étude épidémiologique réalisée chez les Inuits montre une corrélation entre l’exposition aux 

insecticides organochlorés et l’augmentation d’otites chez le nourrisson (Dewailly et al., 

2000). D’autre part, des études ont permis de mettre en évidence une réponse humorale après 

l’exposition aux pesticides. L’augmentation des IgE dans le cordon ombilical est associé à 

une augmentation de la quantité de pesticides en particulier les organochlorés dans le placenta 

de nouveaux-nés, ce qui suggère une sensibilisation allergique chez les individus exposés aux 

pesticides (Reichrtovà et al., 1999). Chez des enfants âgés de 7 à 10 ans, une augmentation 

des IgE dans les basophiles, des IgA et IgG est également associée aux pesticides en 

particulier le DDE (Karmaus et al., 2005).  
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III.3.3.4. Effets neurologiques et comportementaux. 

Actuellement, la majorité des insecticides présents sur le marché sont des neurotoxiques et 

une exposition chronique à certains de ces composés peut conduire à l’apparition de troubles 

neurologiques (Burns et al., 2013). Le développement du système nerveux est sensible aux 

toxines présentes dans l’environnement. L’exposition durant les stades précoces (in utero, 

chez le nourrisson et l’enfant) peut conduire à l’apparition de certaines pathologies comme 

l’autisme, la dyslexie, un retard mental, une perte de la concentration, une hyperactivité 

(Hass, 2006). L’exposition prénatale aux organophosphorés induirait un retard de 

développement neuronal chez le nourrisson. De plus, une enzyme (paraoxonase 1) impliquée 

dans le métabolisme de ces pesticides serait un facteur de risque important dans l’apparition 

de ces troubles neurologiques (Engel et al., 2011). Une autre étude épidémiologique suggère 

un lien possible entre l’exposition (in utero) aux organophosphorés en particulier le malathion 

et une réduction de la durée de la gestation (Eskenazi et al., 2004). Raulh et ses collaborateurs 

suggèrent que l’exposition au chlorpyrifos (insecticide organophosphoré) durant la période 

prénatale pourrait induire un déficit intellectuel et une perturbation de la mémoire de travail 

chez des enfants âgés de 7 ans (Rauh et al., 2011). L’exposition prénatal au DDT peut 

également perturber les fonctions cognitives en particulier chez les filles âgées de 4 ans 

(Ribas-Fito et al., 2006). Chez l’adulte l’exposition chronique aux pesticides peut également 

conduire à des désordres neurologiques en particulier des troubles neurodégénératifs comme 

la maladie de Parkinson ou la maladie d’Alzheimer (Parron et al., 2011; Thany et al., 2013). 

Une étude menée en France (Bordeaux) met en évidence des effets neuropsychologiques chez 

des ouvriers viticoles exposés de manière chronique à des faibles doses de pesticides (Baldi et 

al., 2001). Plusieurs études épidémiologiques ont mis en évidence une association probable 

entre la maladie de Parkinson et l’exposition aux pesticides en particulier avec la roténone, la 

dieldrine et le paraquat (Tanner et al., 2011; Freire et Koifman, 2012; Weisskopf et al., 2010). 

Par exemple, une étude menée sur une population de l’est du Texas a mis en évidence une 

association entre l’exposition aux pesticides organiques comme la roténone et le risque de 

développer la maladie de Parkinson (OR=10,9) (Dhillon et al., 2008). Une autre étude 

épidémiologique réalisée en Espagne entre 1999 et 2005 a mis en évidence une augmentation 

significative du risque de la maladie de Parkinson, de la maladie d’Alzheimer, de la sclérose 

en plaques et du suicide chez des populations vivant dans des zones où l’utilisation de 

pesticides est importante. De plus, le risque est plus important chez les hommes pour certains 

troubles neurologiques comme les neuropathies périphériques, la dépression ou le suicide 

(Parron et al., 2011). En effet, un taux important de suicides est également retrouvé chez les 
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agriculteurs comparés à la population générale. Des études épidémiologiques ont mis en 

évidence une corrélation avec une exposition aux organophosphorés soit par empoisonnement 

ou par exposition chronique avec des désordres affectifs (dépression, anxiété) pouvant 

conduire au suicide (London et al., 2012). Une autre étude a mis en évidence une association 

entre l’exposition aux pesticides et le développement de la dépression chez des agriculteurs et 

leurs épouses dans le Colorado (Stallones et Beseler, 2002). Par conséquent, ces études 

suggèrent une perturbation du système nerveux central en particulier après une exposition aux 

organophosphorés pouvant conduire au suicide chez ces individus.  

 

L’exposition aux pesticides peut donc conduire à des effets néfastes sur la santé humaine. 

Cependant, il reste difficile de déterminer l’impact de chaque pesticide car l’homme est en 

contact avec de nombreux composés qui peuvent interagir entre eux et l’effet de synergie peut 

être à l’origine de l’effet indésirable. De plus, il est difficile de quantifier une exposition aux 

pesticides chez l’homme (produits utilisés, temps d’exposition, chronique ou aiguë) et les 

études épidémiologiques sont réalisées dans différents types d’environnement.  
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IV-Objectifs de la thèse.  

 L’utilisation intensive des insecticides durant ces 50 dernières années a provoqué une 

contamination importante de l’environnement. Malgré une prise de conscience des effets 

néfastes de ces produits phytosanitaires, ils restent actuellement très utilisés en particulier 

dans le domaine agricole. Par conséquent, ces insecticides continuent à être disséminés dans 

la nature et à polluer l’environnement. De ce fait, plusieurs problèmes se posent face à cette 

utilisation constante: (i) l’apparition de résistance aux insecticides chez les insectes ravageurs, 

(ii) l’impact d’une exposition aux insecticides en particulier une exposition chronique à des 

doses faibles sur les organismes comme l’homme. Apporter des réponses face à ces 

problèmes reste essentiel pour mieux appréhender les effets des insecticides et se tourner vers 

une ``utilisation intelligente´´ de ces produits dans le futur. Le travail de thèse que je présente 

ici s’inscrit dans ce cadre et se découpe en deux parties distinctes: 

 

La première partie concerne l’effet d’un néonicotinoïde, l’imidaclopride sur un insecte non 

cible, la drosophile. Deux modes d’exposition ont été utilisés: en intoxication chronique à des 

doses faibles et en intoxication aiguë à des doses élevées. Ces deux modes d’exposition 

permettaient de modéliser les différentes situations rencontrées dans la nature. Lorsque j’ai 

débuté ma thèse, cette étude avait déjà été initiée par Gaël Charpentier (étudiant master 2). 

Dans un premier temps, mon travail a consisté à compléter les résultats obtenus. Au cours de 

cette étude, nous avons observé qu’une souche (Orléans) capturée dans la nature dans les 

années 2000 présentait une résistance accrue à l’imidaclopride par rapport à une souche de 

laboratoire (Oregon-R). Pour comprendre les mécanismes potentiellement impliqués dans la 

résistance chez la souche Orléans, des analyses biochimiques et transcriptionnelles ont été 

réalisées. Ces expériences ont mis en évidence deux mécanismes différents pouvant jouer un 

rôle dans la résistance à l’imidaclopride de la souche Orléans. 

 

Dans la seconde partie de ma thèse, les résultats contribuent à montrer l’intérêt d’utiliser la 

drosophile pour modéliser l’impact d’insecticides impliqués dans l’étiologie de maladies 

neurodégénératives chez l’homme. Pour cela, nous avons choisi d’étudier l’effet d’un 

organochloré, la dieldrine, chez la drosophile à des doses semblables à celles retrouvées dans 

la nature. Au cours de cette étude, de nouvelles méthodes originales ont été utilisées 

permettant de visualiser la morphologie du cerveau de la drosophile (IRM, Imagerie par 

Résonance Magnétique) et d’étudier le métabolisme (HRMAS, High Resolution Magic Angle 
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Spinning) sur des drosophiles vivantes. Des études complémentaires ont également été 

réalisées sur le comportement des drosophiles et sur l’épigénome. Les résultats obtenus 

montrent tout l’intérêt de la drosophile pour ce genre d’étude et ouvrent de nombreuses pistes 

pour mieux comprendre l’effet d’une exposition à un organochloré comme la dieldrine. 
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                                                                                            CHAPITRE II: Etude de 

        l’effet d’un néonicotinoïde, l’imidaclopride chez la drosophile 

___________________________________________________________________________ 

 

 

 

 

 

 

I-Introduction  

 

I.1-L’imidaclopride, un néonicotinoïde. 

 L’imidaclopride est un insecticide neurotoxique qui fait partie de la famille des 

néonicotinoïdes (Figure 34). Il fut le premier néonicotinoïde commercialisé dans le monde en 

1991 par le groupe Bayer CropScience. Le succès de cette classe d’insecticides est dû à une 

faible persistance de ces insecticides dans l’environnement qui s’accompagne d’une bonne 

efficacité à des dosages faibles en particulier dans le domaine des enrobages de semences. De 

plus, ces insecticides présentent une forte sélectivité vis-à-vis des insectes comparés aux 

mammifères (Tomizawa et Casida, 2003). Les néonicotinoïdes dominent actuellement le 

marché des insecticides dans le monde (Sparks, 2013). L’imidaclopride est le néonicotinoïde 

le plus commercialisé (41,5% du marché des néonicotinoïdes) ce qui fait de lui l’insecticide le 

plus utilisé dans le monde (Jeschke et al., 2011).  

 

 

 

 

 

Figure 34: Formule chimique de l’imidaclopride, insecticide appartenant à la famille des 

néonicotinoïdes. 

 

L’imidaclopride est actuellement utilisé dans le domaine vétérinaire comme traitement anti-

puces (Advantage®) et contre les tiques, dans le domaine du jardinage ou en usage 
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domestique pour l’élimination des termites (Merit®) ou des cafards. Il est également utilisé 

dans le domaine agricole (plus de 140 cultures) contre les cochenilles, les thrips, les insectes 

suceurs en arboriculture (Confidor®) et dans les cultures de céréales (Gaucho®). Les 

insecticides peuvent être utilisés selon trois modes d’application différents: traitement des 

parties aériennes, traitement du sol ou enrobage de semences (agent systémique). Le succès de 

l’imidaclopride réside aussi dans le fait qu’il soit commercialisé selon les trois modes 

d’application connus. 

 

 

I.2-La cible de l’imidaclopride: le récepteur nicotinique à l’acétylcholine. 

 L’imidaclopride est un neurotoxique qui agit spécifiquement sur les récepteurs 

nicotiniques à l’acétylcholine (nAChRs) situés dans le système nerveux des insectes. Ces 

récepteurs sont composés de cinq sous-unités qui forment un canal permettant le passage 

sélectif d’ions Na+, Ca2+ et K+. Chaque sous-unité est composée d’un domaine C-terminal 

extracellulaire, de quatre domaines transmembranaires (TM1-TM4) et d’un domaine            

N-terminal extracellulaire qui contient 6 régions distinctes (boucle A-F) importantes dans le 

site de liaison à l’acétylcholine. Chez la drosophile, il existe 10 sous-unités différentes (Dα1-

Dα7, Dβ1-Dβ3). Les gènes qui codent les sous-unités Dα3 et Dα7 sont localisés sur le 

chromosome I, les gènes qui codent les sous-unités Dα5, Dα6 et Dβ3 sur le chromosome II et 

les gènes qui codent les sous-unités Dα1, Dα2, Dα4, Dβ1 et Dβ2 sont localisés sur le 

chromosome III. La composition en sous-unités des récepteurs est en revanche mal connue 

car l’expression de ces nAChRs dans des systèmes hétérologues conduit à la formation de 

récepteurs non fonctionnels. Une cause possible de cette incapacité à former des récepteurs 

fonctionnels serait la nécessité de protéines chaperonnes pour l’assemblage des récepteurs 

(Thany et al., 2007). Le site de liaison de l’imidaclopride sur le récepteur nAChR a donc été 

étudié en utilisant l’expression de récepteurs hybrides avec des sous-unités de mammifères. 

L’expression dans les ovocytes de xénope de récepteurs hybrides drosophile-poulet Dα1-

Ggβ2 ou Dα2-Ggβ2 permet de mettre en évidence l’activation du récepteur Dα2-Ggβ2 et 

l’inactivation du récepteur Dα1-Ggβ2 par des analogues de l’imidaclopride (Ihara et al. 2003). 

Cette expérience montre la contribution de certaines sous-unités α dans la sélectivité du 

nAChR à l’imidaclopride. De plus, une expérience menée sur ce même récepteur hybride 

Dα2-Ggβ2, montre l’implication de deux régions (la boucle C et la région entre les boucles B 

et C) dans la sensibilité du récepteur à l’imidaclopride. Une substitution d’une proline par 
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l’acide glutamique en position 242 (P242E) dans la boucle C induit une forte diminution de 

l’activation du récepteur. Le remplacement de la région entre la boucle B et C de la sous-unité 

Dα2 par la région équivalente de Ggα4 induit également une diminution de l’activation du 

récepteur (Shimomura et al., 2004). D’autres études ont mis en évidence l’implication de la 

boucle D des sous-unités β dans la sélectivité des nAChRs à l’imidaclopride (Shimomura et 

al., 2006;Yao et al., 2008). Ces résultats mettent en évidence l’implication possible de la 

région contenant la boucle B et C des sous-unités α et de la boucle D des sous-unités β dans la 

sélectivité des nAChRs à l’imidaclopride.  

Aucun nAChR d’insecte n’a été cristallisé permettant d’identifier de manière plus précise les 

sites possibles de liaison de l’imidaclopride au nAChR. Cependant, un homologue du nAChR, 

l’acetylcholine binding protein (AChBP) a été cristallisée en complexe avec l’imidaclopride 

chez les mollusques Aplysia californica (Talley et al., 2008) et Lymnea stagnalis (Ihara et al., 

2008). Aplysia AChBP a une affinité plus importante pour les néonicotinoïdes que les 

nicotinoïdes alors que c’est l’inverse pour Lymnea AChBP. Ces données définissent 

préférentiellement Aplysia AChBP comme modèle pour les nAChRs d’insectes et Lymnea 

AChBP pour les nAChRs de vertébrés (Tomizawa et Casida, 2009). Celles-ci permettent 

également de définir les résidus probablement impliqués dans le site de liaison de 

l’imidaclopride aux nAChRs d’insectes (Figure 35). 

 

 

 

 

 

 

Figure 35: Site de liaison de l’imidaclopride sur l’AchBP (acetylcholine binding protein). 

Interaction entre l’imidaclopride, le résidu de la boucle B (W147) et les résidus de la boucle 

C (Y188, S189, C190, C191). (d’après Tomizawa et Casida 2009). 

 

 

I.3-L’effet de l’imidaclopride chez la drosophile. 

 L’utilisation des insecticides comme des produits phytosanitaires en général est de 

plus en plus surveillée. En effet, l’utilisation grandissante de ces produits a provoqué une 

contamination des sols, des lacs, des rivières... L’impact de ces produits sur l’environnement 
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n’est pas négligeable et la compréhension et la caractérisation de cet impact reste une question 

très importante. L’imidaclopride est un insecticide dont l’utilisation est très répandue à 

l’heure actuelle. Il est donc important de caractériser les effets létaux et sublétaux induits par 

cet insecticide. Cependant, la relation entre les effets induits par une exposition à 

l’imidaclopride et les mécanismes impliqués reste difficile à définir. La drosophile a donc été 

utilisée comme modèle car elle offre de nombreux avantages. Plusieurs outils génétiques sont 

disponibles, son cycle de vie est relativement court et son génome a été séquencé (Adams et 

al., 2000). Ces outils nous ont donc permis d’étudier l’impact de l’imidaclopride chez un 

insecte modèle, la drosophile. 

 

 

 

II-Caractérisation des effets létaux et sublétaux après exposition à 

l’imidaclopride chez la drosophile 

 

II.1-Introduction à l’article I. 

 Dans la nature, les insectes comme les drosophiles sont confrontés à une exposition 

aux insecticides. Ces insecticides peuvent avoir des effets indésirables plus ou moins 

importants en fonction de leur concentration dans l’environnement et du mode de 

dissémination. Au cours de cette étude, nous avons pu déterminer les effets d’une exposition à 

l’imidaclopride chez une souche de drosophile nommée Orléans capturée dans la nature en 

2000. Deux modes d’intoxication ont été utilisés: en intoxication chronique à des doses 

faibles (situation souvent rencontrée dans la nature) et une intoxication aiguë à des doses 

fortes (ce qui peut modéliser une exposition en plein champ juste après l’épandage d’un 

insecticide). L’exposition à l’imidaclopride à des doses sublétales en intoxication chronique 

induit des effets sur l’accouplement et la fécondité des drosophiles. Même à doses très faibles, 

l’imidaclopride peut donc avoir un effet néfaste sur les organismes, qui dans la nature n’est 

sans doute pas restreint à la drosophile. En effet, l’impact d’insecticides à des doses sublétales 

a également été mis en évidence chez d’autres espèces comme le bourdon (Whitehorn et al., 

2012), ou chez deux prédateurs d’un ravageur des cultures de tomates qui présentent 

également une baisse de la fécondité (Arno et Gabarra, 2011). Ces résultats sont présentés 

dans l’article I qui sera publié dans le journal «Environmental Science & Technology». 
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II.2-Résultat complémentaire: Effet «knock-down» de l’imidaclopride sur la 

drosophile. 

 Lors de l’intoxication aiguë des drosophiles à l’imidaclopride, nous avons constaté un 

effet «knock-down» comme il avait déjà été décrit pour d’autres insectes. Quelques minutes 

après une simple prise d’imidaclopride à la dose de 3129µM, les drosophiles sont prises de 

tremblements et très rapidement tombent tétanisées. Beaucoup montrent aussi des ailes 

redressées. Certaines seront capables de récupérer leur mobilité progressivement en quelques 

jours. Cependant le phénotype ailes redressées persiste même après 8 jours de récupération 

sur un milieu normal sans imidaclopride. Ce phénotype ailes redressées correspond à une 

hypercontraction au niveau des muscles du thorax. La persistance de ce phénotype peut 

signifier que l’hypercontraction a engendré une dégénérescence au niveau des muscles du 

thorax. Nous avons donc essayé de visualiser les muscles du thorax des drosophiles exposées 

à l’imidaclopride par la technique d’imagerie par résonance magnétique (IRM).  

Cette technique est particulièrement adaptée pour visualiser les tissus mous, elle est basée sur 

le phénomène physique de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN). Il s’agit d’observer la 

résonance magnétique de certains noyaux atomiques (numéro atomique impair comme les 

noyaux d’hydrogènes) contenus dans un organisme, c’est à dire la réponse de ces noyaux 

atomiques soumis à un champ magnétique extérieur intense B0 et à une excitation 

électromagnétique. Les noyaux se comportent alors comme de petits aimants et vont s’aligner 

dans la direction du champ B0. Pour obtenir un signal, il faut exciter ces noyaux. Ceci permet 

au système d’être en résonance et un transfert d’énergie entre l’onde radiofréquence et les 

noyaux est possible: c’est le phénomène d’excitation. Dès l’arrêt de l’onde radiofréquence, les 

noyaux reviennent à l’équilibre: c’est le phénomène de relaxation qui produit un signal RMN 

(FID: free induction decay). A partir de ce signal, une transformée de Fourier à 2 dimensions 

est utilisée pour l’obtention d’images. En IRM, on utilise surtout les protons de l’eau pour 

faire de l’imagerie car l’organisme en est composé à 80%. La séquence d’impulsions choisie 

pour notre étude permet d’utiliser les protons de l’eau pour réaliser l’imagerie sur la 

drosophile. Cependant, la drosophile est un animal de très petite taille et une séquence 

d’impulsions adaptée à cet organisme a dû être mise au point au laboratoire (Même et al., 

2013).  
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II.2.1. Matériel et méthode:  

-III.2.1.1. L’imagerie par résonance magnétique (IRM). 

Les drosophiles sont placées dans des capillaires (diamètre interne 1.6mm, diamètre externe 

2mm) remplis d’huile fluorocarbonée (C2ClF3)n (huile 10S voltatef, VWR) pour diminuer les 

artéfacts de susceptibilité magnétique (Null et al., 2008). Les expériences sont réalisées à 

l’aide d’un spectromètre 9,4T (Bruker Biospec). Une séquence de type écho de gradient 

(FLASH: Fast Low Angle Shot) a été utilisée (TE/TR: 10/230 ms). La résolution des images 

2D est de 10.10.80µm (taille de matrice= 512×512, champ de vue= 0.53×0.53cm, α=60°, 

épaisseur de coupe 80µm) pour une durée d’acquisition de 2 heures. Les images sont ensuite 

reconstruites avec le Maximum Intensity Projection (MIP). 

 

-III.2.1.2. Protocole d’exposition à l’imidaclopride. 

Des drosophiles femelles ou mâles âgées de 3 à 5 jours sont placées dans un tube vide 

pendant 6 heures à 22°C. Les drosophiles sont ensuite transférées dans un tube contenant un 

papier absorbant humecté avec une solution sucrée (5%) contenant l’imidaclopride à 3129µM. 

Dès la première prise d’imidaclopride, les drosophiles sont tétanisées et présentent un 

phénotype ailes redressées en quelques minutes. Elles sont alors placées dans un tube 

contenant un milieu standard. Au bout de 8 jours, les drosophiles qui ont récupérées leur 

mobilité sont imagées. 
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II.2.2. Résultat: étude de l’effet «knock-down» par IRM. 

Les drosophiles qui montraient des ailes redressées après une exposition à l’imidaclopride et 

qui avaient récupéré leur activité locomotrice ont été imagées. Les images obtenues avec une 

résolution de 10.10.80µm sont présentées sur la figure 36. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36: Images IRM des muscles du thorax de drosophiles avec le phénotype ailes 

redressées après exposition à l’imidaclopride. (A) Schéma des muscles chez l’adulte. (B) 

Image des muscles du thorax d’une drosophile normale, non exposée à l’imidaclopride. (C,D) 

Images des muscles du thorax des drosophiles ayant des ailes redressées suite à l’exposition à 

l’imidaclopride. T: tête, Th: thorax, A: abdomen. 

 

On distingue bien sur l’image obtenue pour une drosophile normale, non exposée, les 

différents muscles longitudinaux (Figure 36B). Au contraire les images obtenues à partir des 

drosophiles exposées à l’imidaclopride (3129µM) montrent des altérations importantes des 

muscles longitudinaux caractéristiques d’une hypercontraction dégénérative. En effet, ces 

images IRM (Figure 36C et D) sont très semblables à celles obtenues dans l’équipe pour un 

mutant up101 (gène upheld codant pour la troponine T) connu pour développer de 

l’hypercontraction dégénérative des muscles du thorax (Même et al., 2013). Ces résultats 

montrent bien l’effet de l’imidaclopride sur l’intégrité des muscles, et qu’une simple prise 

d’imidaclopride à forte dose suffit à engendrer une dégénérescence musculaire qui finira par 

tuer l’insecte. 
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III-Caractérisation de la résistance de la souche Orléans. 

 Les résultats décrits dans l’article précédent tendent à montrer que la souche Orléans 

utilisée dans cette étude présente un comportement particulier vis-à-vis de l’imidaclopride. En 

effet elle montre une résistance à l’imidaclopride supérieure aux souches de laboratoire 

utilisées par Frantzios et ses collaborateurs (2008). Nous avons donc voulu déterminer les 

mécanismes pouvant jouer un rôle dans la résistance à l’imidaclopride chez la souche Orléans. 

 

 

III.1-La souche Orléans est plus résistante que la souche Oregon R. 

 Nous avons comparé la sensibilité des souches Orléans et Oregon-R en mode 

d’intoxication aiguë. La souche Oregon-R est une souche de laboratoire établie depuis les 

années 1930. Le protocole expérimental utilisé est le même que celui décrit dans l’article 

précédent. Les résultats sont présentés sur la figure 37. On peut constater que plus de 75% 

(76,7%) des femelles Oregon-R meurent pour la dose de 3129µM d’imidaclopride, alors que 

seulement 30% des femelles Orléans sont mortes pour la même dose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37: Survie des femelles Orléans et Oregon-R après une intoxication aiguë à 

l’imidaclopride. Les drosophiles sont assoiffées pendant 6 heures. Elles sont ensuite 

introduites dans des tubes contenant un papier absorbant imbibé d’une solution 

d’imidaclopride à différentes concentrations pendant 24 heures. Les drosophiles sont ensuite 

placées sur un milieu standard pendant 8 jours (22°C) et le nombre de survivantes est noté. 

Les barres d’erreurs correspondent à l’erreur standard à la moyenne.  
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Nous avons ensuite voulu savoir si le phénotype de résistance de la souche Orléans était ou 

non dominant. Pour cela nous avons étudié la sensibilité à l’imidaclopride de femelles F1 

issues des croisements ♀ Oregon-R × ♂ Orléans ou ♀ Orléans × ♂ Oregon-R. Dans les deux 

cas nous avons constaté que les femelles F1 avaient un phénotype vis-à-vis de l’imidaclopride 

comparable à celui des femelles Orléans (résultats non présentés). En conclusion, la souche 

Orléans est donc bien plus résistante que la souche de laboratoire Oregon-R, et la résistance 

est un caractère dominant. 

 

 

III.2-Introduction à l’article II. 

 L’objectif de l’étude était donc de déterminer le mécanisme impliqué dans le 

phénomène de résistance chez les femelles de la souche Orléans. Pour cela, nous nous 

sommes tout d’abord intéressés à la résistance métabolique. Ce type de résistance fait 

intervenir des enzymes de détoxication. Plusieurs études ont montré l’implication des 

cytochromes P450 dans la résistance à l’imidaclopride. Par exemple, chez la drosophile, la 

résistance à l’imidaclopride peut être corrélée à la présence d’un élément transposable Accord 

dans la région 5’ du gène codant Cyp6g1 conduisant à une surexpression de ce gène (Daborn 

et al., 2001, 2002). Cet élément est absent chez la souche Orléans. En utilisant des inhibiteurs 

des CYPs ou des GSTs, nous avons mis en évidence l’implication des GSTs dans la résistance 

à l’imidaclopride chez les femelles de la souche Orléans. Ensuite, l’étude des nAChRs, cibles 

de l’imidaclopride a mis en évidence l’implication de la sous-unité Dβ1. Cette sous-unité est 

sous exprimée chez les femelles de la souche Orléans. La résistance à l’imidaclopride chez la 

souche Orléans est donc un mécanisme faisant intervenir différents acteurs. Ces résultats sont 

présentés dans l’article II qui sera soumis à publication en 2014 soit dans le journal 

«Ecotoxicology» soit dans le journal «Insect Biochemistry and Molecular Biology». 
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Abstract 

Neonicotinoïds are the most used insecticides, and among them imidacloprid is the most 

representative. They were extensively used because they were toxic against pests that were 

resistant to other classes of insecticides. However, resistance to neonicotinoïds appeared in 

various field populations of insects. Resistance is a complex phenomenon, involving 

metabolic processes and/or modifications of the targets of the insecticide. Understanding the 

mechanisms involved in resistance is of crucial importance in particular for agriculture.  

We have used a new Drosophila melanogaster strain, collected in field near Orléans in France 

in the 2000s. Previous studies have revealed that this strain was more resistant to imidacloprid 

than the laboratory strain Oregon-R. We have studied the effect of inhibitors of two 

detoxification classes of enzymes: CYP450s and GSTs and the sequence and expression level 

of genes encoding α and β nAchRs subunits which are the targets of imidacloprid. 

Comparison of the expression level of genes encoding Dα1, Dα2, Dβ1 and Dβ2 nAchRs 

subunits in the Orléans and Oregon-R strains has revealed a lower expression level in the 

resistant strain for the Dβ1 subunit. However, no mutations have been detected in genes 

encoding these subunits in the resistant strain. These results suggest that imidacloprid 

resistance in the Orléans strain may involve reduced expression of its nAchRs targets 

containing Dβ1. In addition studies on synergist effects of PBO (inhibitor of CYP450s) and 

DEM (inhibitor of GSTs) suggest that GSTs may have an important role in imidacloprid 

detoxification.  
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1.Introduction  

 

 Neonicotinoids, synthetic analogues of nicotine, are the most used insecticides. They 

act on post synaptic nAchRs, which are present in the nervous system of insects (Matsuda et 

al. 2001). They induce opening of the channel, leading to continuous depolarization of post 

synaptic neurons which results in paralysis and death. Neonicotinoids target selectively insect 

nAChRs because of their low-binding affinity and activity on vertebrate nAChRs (Tomizawa 

et al., 2003). The nAChRs are pentameric transmembrane complexes made up of α-subunits 

and non-α-subunits (β) in insects. The variety of the functional nAChRs emerges from a 

combination of α subunits or a combination of α and β subunits. The number of subunits is 

relatively fewer in insects than in mammals, for example 12 genes in Bombyx mori (Bmα1-

Bmα9, Bmβ1-Bmβ3 (Shao et al., 2007), 11 genes in Apis mellifera (Amα1-Amα9, Amβ1-

Amβ2 (Jones et al., 2006), and 10 genes in Drosophila melanogaster (Dmα1-Dmα7, Dmβ1-

Dmβ3 (Sattelle et al., 2005). Moreover, the small number of nAChRs is offset by post-

transcriptional modifications such as alternative splicing and RNA editing (Sattelle et al., 

2005).  

The neonicotinoid family includes thiamethoxam, clothianidin, thiacloprid, acetamiprid, 

dinotefuran, imidaclothiz, and imidacloprid (IMI) (Wood A., 1995-2010) which is the most 

representative chemical of this family. IMI was used for the first time in the early 1990s and 

was extensively used because of its high efficiency and long-lasting effect. In addition, 

neonicotinoids are toxic against pests that have developed resistance to other classes of 

insecticides (Casida et al., 1998). However resistance to neonicotinoids become to appear in 

2005, in particular in field populations of insects, and in some species the resistance was 

present prior to commercial introduction. Thus, understanding the development of insecticide 

resistance is a challenge to control agricultural production. 
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Several studies have related resistance to neonicotinoids, with cytochromes P450, known to 

metabolize a broad range of compounds. In whitefly (Bemisia tabaci), over-expression of a 

single P450 gene CYP6CM1 was strongly associated with imidacloprid resistance in B and Q 

biotypes (Karunker et al., 2008). Moreover, resistance to neonicotinoids is also associated 

with P450s activity in two Danish resistant strains of the house fly (Musca domestica). 

Indeed, feeding bioassays with piperonyl butoxide, a P450s inhibitor, suppress significantly 

imidacloprid resistance in these strains. Markussen and Kristensen (2010a) have also shown 

that resistance is associated with over-expression of three P450s genes. For example, in D. 

melanogaster, the presence of a retrotransposon Accord inserted in the 5’ end of Cyp6g1 

which induces its over-expression has been linked to DDT and imidacloprid resistance 

(Daborn et al., 2001; Daborn et al. 2002). Mutations in α-subunits of nAChRs have also been 

related to IMI resistance. For example, a Y151S mutation on two nAChRs subunits (Nlα1 and 

Nlα3) is highly correlated with insensitivity against imidacloprid in a laboratory selected field 

strain of the brown plant hopper, Nilaparvata lugens (Liu et al., 2005; Zhang et al., 2009). 

Moreover, a single point mutation leading to R81T substitution in the nAChR β1 subunit 

confers resistance to neonicotinoids in Myzus persicae (Bass et al., 2011). The same 

mechanism is found in Drosophila melanogaster, where mutations in Dα1 or Dβ2 confer 

resistance to neonicotinoids probably by interfering with subunit assembly (Perry et al., 

2008). In addition, resistance to IMI was also correlated with an alteration in gene profiling 

expression. For example, in Musca domestica, the expression of the nicotinic acetylcholine 

receptor Mdα2 of two resistant strains is significantly lower than in the susceptible strain 

(Markussen and Kristensen, 2010b).  

A recent study, performed in the author’s laboratory, on a new Drosophila melanogaster 

strain collected in field in 2000 near Orléans in France, indicated that this new strain was less 

susceptible to IMI than the old laboratory strain Oregon-R. In order to understand the 
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mechanisms involved in the IMI resistance in the Orléans strain, involvement of 

detoxification enzymes and of nAChRs subunits was undertaken. Effect of diethyl maleate 

(DEM) or piperonyl butoxide (PBO), inhibitors of GSTs or P450s respectively, was studied 

after acute exposition to IMI. The sequence and the expression level of genes encoding α and 

β nAChRs subunits were also determined. Our results suggest a correlation between the 

expression level of the nAChR subunits and the sensitivity to IMI. In addition, it appears that 

GSTs, if not directly involved in IMI resistance, may have an important role in detoxification.  

 

 

2.Materials and methods 

 

D. melanogaster strains and medium. 

Oregon-R was obtained from the Bloomington Stock Center (Indiana University 

Bloomington, IN). Orléans strain derived from a capture made in fields near Orléans (France) 

in 2000 and maintained in the laboratory by inbreeding. The fly stocks were maintained in our 

laboratory by mass culture at 22°C on a standard medium (for 4 liters: 362g of cornmeal,  

200g of dry yeast, 60g of agar and 150mL of a 10% solution of methyl-4-hydroxybenzoate in 

alcohol).  

 

Chemicals. 

All solvents (dimethyl sulfoxide, ethanol) were purchased from VWR and are at least HPLC 

grade (ACS grade for DMSO). Imidacloprid or IMI (MW: 255.66g/mol, Purity 99.5%) was 

obtained from CIL Cluzeau (France). Diethyl maleate (DEM) (purity 97%) and 

piperonylbutoxide (PBO) (purity 97,5%) were obtained from Sigma (St Louis, MO). The 
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starting solution (391mM) of IMI was set in DMSO while DEM and PBO were dissolved in 

ethanol. 

 

Acute toxicity and synergist tests. 

Females of three to four days old, by groups of 20, were transferred to vials without food for 6 

hours at 22°C, and then to vials containing a blotting paper moistened with a 5% sugar 

solution with the desired concentration of IMI. The control groups were fed with 5% sugar 

solution containing DMSO (2,5%) and ethanol (1,1%). For inhibitor of P450s, the test group 

was fed with 5% sugar solution with IMI only at 3129µM, PBO only at 1mM or a 

combination of imidacloprid (3129µM) and PBO (1mM). For inhibitor of GSTs, the tests 

groups were fed with 5% sugar solution with IMI only at the desired concentration or a 

combination of IMI at the desired concentration and DEM at 10mM. After exposure during 

24 hours, the flies were transferred into vials containing a standard medium. After 8 days at 

22°C, the flies still alive were counted. For the controls (DMSO and ethanol), we used n=59 

flies for Orléans strain and n=80 for Oregon-R strain. For tests groups with imidacloprid 

(3129µM) only, we used n=115 flies for Orléans strain and n=154 for Oregon-R strain. For 

tests groups with PBO (1mM) only, we used n=36 flies for Orléans strain and n=60 for 

Oregon-R strain. For tests groups with imidacloprid (3129µM) and PBO (1mM), we used 

n=80 flies for Orléans strain and n=100 for Oregon-R strain. Then, for synergist tests with 

GST inhibitors, groups with imidacloprid only were done for Orléans strain at 117µM with 

n=330 flies; 234µM with n=333; 391µM with n=312; 782µM with n=113; 3129µM with 

n=115 and for Oregon R strain at 117µM with n=177 flies; 234µM with n=198; 508µM with 

n=159; 977µM with n=156; 3129µM with n=154. Synergist tests with DEM 10mM and 

imidacloprid were done for Orléans strain at 117µM with n=99 flies; 234µM with n=100; 

391µM with n=120; 782µM with n=100; 3129µM with n=100 and for Oregon-R strain at 
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117µM with n=100 flies; 234µM with n=100; 391µM with n=89, 782µM with n=100; 

3129µM with n=100. 

 

Glutathione S-transferases assays 

These assays were performed on flies non exposed or flies exposed to IMI (782µM) after 24h 

of acute toxicity. Fifty adult females were frozen in liquid nitrogen and homogenized in 

500µL of assay buffer (component C of the Sensolyte® GST Activity Assay Kit 

*Fluorimetric*, Anaspec, Inc). Homogenates were incubated for 10 min at 4°C and then 

centrifuged for 15 min at 10000 g at 4°C. The supernatants were used for enzyme analysis. 

Protein concentrations were determined using the Bradford method. BSA was used as a 

standard. GST activity was measured by using the Sensolyte® GST Activity Assay Kit 

*Fluorimetric* (Anaspec, Inc). To determine glutathione-S-transferase activity, the reaction 

was performed in microtiter plates, in 100µL total volume with 0,2mg of proteins, 25µL of 

reduced glutathione and 25µL of GST substrate. The measurement was performed at a 

wavelength of 495nm. A fluorescent plate reader (victor3V, Perkin Elmer) was used to 

monitor the activity at 25°C during 30 min with measurements taken every 1min. Inhibitor of 

GSTs was DEM. DEM was added to enzyme homogenate (final concentration 1mM) and 

allowed to incubate at 37°C during 10 min before the addition of GST substrate solution. Two 

independent experiments were performed. 

 

DNA extraction and PCR experiment. 

Genomic DNA was isolated from adult flies of each strain using a modification of the single 

fly DNA extraction protocol (Jowett, 1986). Instead of one fly, 10 flies were used for each 

DNA extraction and the volumes of buffers used were modified accordingly. To analyze the 

presence of Accord element upstream of the Cyp6g1 gene, DNA was amplified via PCR using 
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primers described in Kuruganti et al. (2007). PCR was performed by using Master Mix. 

Thirty PCR cycles were run using the following cycling parameter: 94°C for 30s, 50°C for 

45s, 72°C for 1 min. The amplified DNA was electrophoresed on 1,5% agarose gel for size 

determination. 

 

Total RNA extraction and cDNA synthetis. 

Thirty females were crushed in liquid nitrogen with a mortar and pestle (RNase free). Total 

RNA was extracted using the SV total RNA isolation kit (Promega). Two total RNA extract 

were performed. Crushed drosophilae were homogenized in 1,5mL RNase-free Eppendorf 

tubes containing 175µL of RNA lysis buffer. Samples were mixed by reversal and 350 µL of 

RNA dilution buffer was added. Then, samples were incubated for 3 min at 70°C and 

centrifuged for 10 min at 12,000 ×g at room temperature. The supernatant was transferred to a 

fresh tube and 200µL of 95% ethanol was added. After having mixed by pipetting, the 

mixture was transferred to a Spin column Assembly and purification of RNA was performed 

according to the manufacturer’s protocol. Samples were then stored at -80°C before further 

processing. Gel electrophoresis and spectrophotometry (OD absorption at 260nm with 

NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer) were performed to assess the integrity and the 

concentration of each RNA sample. First-Strand cDNA was synthesized by using the 

SuperScriptTM III First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR kit (Invitrogen) in 20µL 

total volume using 1µg of total RNA, following the manufacturer’s protocol. cDNA was 

stored at -20°C until used. 

 

Primers design 

The specific forward and reverse primers (table 1) for target genes and for reference gene 

were designed using QuantPrime software (S. Arvidsson et al., 2008). 
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Quantitative real-time PCR. 

qPCR assays were set up using epMotion® 5070 automated pipetting system (Eppendorf). 

Amplification reaction was performed in 12µL total volume with 2µL of first-strand cDNA, 

obtained from 2µg of total RNA (diluted 1:2 for target genes and 1:8 for reference gene), 

200nM of each primer and 6µL of Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG kit 

(Invitrogen). Each sample was performed in technical triplicate using a Mastercycler® 

Realplex (Eppendorf) in 96-well optical plates (twin.tec real-time PCR plates semi-skirted, 

Eppendorf). The cycling conditions were: 50°C for 2 min, 95°C for 2 min followed by 40 

cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 30 s. A final dissociation step was always performed to 

generate a melting curve which corresponds to temperature increasing level of 0.1°C from 

60°C to 95°C during 20 min. This step was added to verification of amplification product 

specificity. Two independent experiments were performed. 

 

Data analysis 

Unpaired 2-tailed Student’s t tests were used to compare difference between experimental 

groups for synergist tests and glutathion-S transferases assays with Prism (version 5, 

GraphPad). For RT-qPCR data, fold change relative to the expression of the sample genes and 

reference gene was calculated using the Rieu method (Rieu et Powers, 2009). These data are 

presented as the mean of fold change relative expression ± standard error of two biological 

replicates. Unpaired 2-tailed Student’s t test was used to test the statistical significance of 

normalized gene expression in different comparisons with Prism (version 5, GraphPad).  
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3.Results 

The Orléans strain has been used in a previous study on sublethal effects of IMI (Charpentier 

et al., submitted). During this work, it appears that Orléans strain was more resistant to IMI 

than Oregon-R after acute intoxication, and was in fact more similar to Hikone-R, a known 

resistant strain to DDT and IMI (Daborn et al., 2001) (data not shown). We were interested to 

determine the biological functions involved in the IMI resistance of Orléans strain.  

 

3.1 Orléans strain does not contain the Accord transposable element at the Cyp6g1 locus. 

It has been suggested that, in drosophila, resistance to DDT or IMI was the result of the 

insertion of the transposable element Accord upstream of Cyp6g1 which encodes a P450 

(Daborn et al., 2002). In order to test the presence of this transposable element upstream of 

Cyp6g1 in Orléans strain, we have performed a PCR experiment using primers located on 

both sides of the insertion site of Accord as described in Daborn et al. (2002); the PCR 

product will be longer if the Accord element is present at this locus. As a negative control, we 

used Oregon-R and as a positive control Hikone-R. The result showed the Accord element is 

absent in Orléans strain, as the PCR product has the same size than that of Oregon-R (Fig. 1).  

 

3.2 Synergism of P450s inhibitor 

In order to evaluate the contribution of P450s in the IMI resistance of Orléans flies, we used 

an inhibitor of P450s, the piperonyl butoxide (PBO). When given alone at 1mM, PBO does 

not show any effect, all flies (Orléans or Oregon-R) were still alive 8 days after exposition. 

When flies were exposed to IMI alone at 3129µmol/L, 68.7±6.2% Orléans flies survived, but 

only 23.3±9.8% Oregon-R flies survived (Fig. 2). When flies were treated with both IMI and 

PBO, the Orléans and the Oregon-R strains showed the same survival rate than with IMI 

alone (Fig. 2). Intoxication with IMI and PBO led to 70±11.7% of survival for the Orléans 
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strain, versus 68.7±6.2% with IMI alone, indicating that P450s are not involved in Orléans 

resistance (P>0.05). IMI with PBO decreased the survival rate of Oregon-R from 23.3±9.1% 

to 12±5.1%, but this decrease was not significant (P>0.05). 

 

3.3 Synergism of GSTs inhibitor. 

Another class of detoxification enzymes could be involved in resistance to IMI: the GSTs. To 

inhibit GST activity we used diethyl maleate (DEM) at a concentration of 10mM. At this 

concentration, no fly died after acute exposition with DEM alone. When Orléans flies were 

simultaneously treated with DEM (10mM) and IMI, a strong decrease of the survival rate was 

observed for greatest concentrations (Fig. 3). Addition of both IMI at 3129µmol/L and DEM 

at 10mM led to 17±6.0% of survival for the resistant strain, versus 68.7±6.2% with IMI alone. 

This treatment decreased significantly the survival by more than 3-fold (P<0.001), leading to 

a survival rate similar to that of Oregon-R. The survival rate of Oregon-R was also affected 

by treatment with both DEM and IMI (P>0.05), but to a lesser extend. This result suggests 

that GSTs have a role in resistance of Orléans strain. 

 

3.3 Comparison of GST activity between Orléans and Oregon-R strains. 

If GSTs are involved in resistance in Orléans strain, the GST activity might be higher in 

Orléans strain than in Oregon-R strain. Glutathione S-transferases activities were examined in 

vitro using non-fluorescent component which upon conjugation with reduced glutathione 

(GSH) bring fluorescence as the GST substrate. Protein extracts were also treated with the 

GST inhibitor DEM, to examine the suppression of GST activity. We have first compared 

GST activity between Orléans and Oregon-R strains without treatment with IMI. The two 

strains demonstrate the same rate of GST activity (Fig. 4). The baseline of GST activity in the 

Oregon-R strain was 657±22.64. Orléans strain had 587.2±30.47 baseline activity, which was 
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not significantly different compared with Oregon-R strain (P>0.05). Inhibitor treatment also 

significantly suppressed activities in both strains, 42% for Orléans strain (P<0.001) and 44% 

for Oregon-R strain (P<0.001). 

Then, the same experiment was performed after exposition to IMI (3129µmol/L). GST 

activity was not different between Orléans and Oregon-R flies (399.5±14.61 for Oregon-R, 

versus 380.8±9.95 for Orléans) (Fig. 4). In addition GST activity was not induced after 

exposition to IMI of the two strains. The baseline of GST activity in Orléans strain was 

614±27.91 after IMI exposition, versus 587.2±30.47 without IMI (P>0.05). 

 

3.4. Dα1, Dα2, Dβ1 and Dβ2 nAChR subunits sequence analysis and comparisons. 

It has already been reported that neonicotinoïd resistance could implicate multiple nAChR 

subunits. We focused our attention on four nAChR subunits Dα1, Dα2, Dβ1 and Dβ2 which 

corresponded potentially to the subunits the most involved in imidacloprid resistance. We 

have performed sequencing of each exon of the genes encoding these subunits from Orléans 

and Oregon-R DNA. When comparing the two sequences no SNP correlating with IMI 

resistance in Orléans strain were revealed. The polymorphisms detected did not result in 

amino acid substitutions. Some SNPs were detected in introns of Orléans strain, but they do 

not create new splicing sites. 

 

3.5. Dα1, Dα2, Dβ1 and Dβ2 nAChR subunits expression  

In order to investigate if the resistance of Orléans flies was correlated with a difference in the 

rate of expression of a nAChR subunit, whole-body expression of Dα1, Dα2, Dβ1 and Dβ2 

was established in pool of adult females from Orléans and Oregon-R strains. The Dα1, Dα2 

and Dβ2 expression levels did not vary between Orléans and Oregon-R strains (Fig. 5). In 

contrast Dβ1 expression level was lower in Orléans females compared with Oregon-R 
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females. (P<0.05). Orleans females showed 260-fold lower expression of Dβ1 nAChR subunit 

than Oregon-R females. 

 

 

4.Discussion 

We were interested by understanding the mechanism involved in resistance to IMI in the 

drosophila strain Orléans. This strain was captured in the early 2000s and maintained in 

laboratory by inbreeding. Previous experiments on sublethal effects of IMI on drosophila 

revealed that this strain, and more particularly females, was more resistant to IMI than the 

common used Oregon-R strain. We have shown that gene expression of the nAChR Dβ1 

subunit was lower, by a factor of 260, in Orléans females than in Oregon-R females. Orléans 

males, which are less resistant to IMI than females, showed a higher nAChR Dβ1 subunit 

expression than the Orléans females, and are more similar to Oregon-R males (data not 

shown). Therefore, this reduced expression of nAChR Dβ1 subunit appeared specific to 

females. Reduced expression of this subunit can lead to a reduced expression of IMI target 

sites and then to a lower sensibility to IMI. If IMI targets are lower, the effect of IMI binding 

will be lower, that is excitatory post synaptic potential. However, we have not shown that the 

decrease of the nAChR Dβ1 mRNA have an impact on the protein level. Thus, further 

experiments are needed to mRNA level and protein level. Nevertheless, our results strongly 

suggest that a lower expression of Dβ1 is involved in IMI resistance in Orléans strain. This is 

consistent with findings of Markussen and Kristensen (2010b), which have found that a 

decrease in Mdα2 expression was involved in the resistance of two resistant strains in Musca 

domestica.  

Changes affecting neonicotinoïd target proteins such as nAChR have already been involved in 

insensitivity. (ffrench-Constant et al., 2004). A Y151S mutation on two nAChRs subunits 
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(Nlα1 and Nlα3) is highly correlated with target-site insensitivity against imidacloprid in a 

laboratory selected field strain of the brown plant hopper, Nilaparvata lugens (Liu et al., 

2005, Zhang et al., 2009). In Myzus persicae, a single point mutation leading to R81T 

substitution in the nAChR β1 subunit confers resistance to neonicotinoids (Bass et al., 2011). 

In Drosophila melanogaster mutations in three nAChR subunits Dα1, Dα2 or Dβ2 have been 

correlated with resistance to neonicotinoids probably by interfering with subunits assembly 

(Shimomura et al., 2005; Perry et al., 2008). However, no mutations have been detected in 

Dα1, Dα2, Dβ1 and Dβ2 genes in Orleans strain as compared to OregonR. 

 

Many cases of insecticides resistance have been shown to be correlated with higher 

expression of detoxification enzymes such as esterases, glutathione S-transferases (GSTs) and 

cytochromes P450 monooxygenases (P450s) (Li et al., 2007). However, P450s appears to be 

the primary mechanism of neonicotinoïd resistance. In whitefly (Bemisia tabaci), over-

expression of a single P450 gene, CYP6CM1, was strongly associated with imidacloprid 

resistance in B and Q biotypes (Karunker et al., 2008). Moreover, resistance to neonicotinoids 

is also associated with P450s activity in two Danish resistant strains of the house fly (Musca 

domestica). Indeed, feeding bioassays with piperonyl butoxide, a P450s inhibitor, suppress 

significantly imidacloprid resistance in these strains. Markussen and Kristensen (2010a) have 

also shown that resistance is associated with over-expression of three P450s genes. In D. 

melanogaster, DDT and imidacloprid resistance has also been associated with overexpression 

of P450s, in particular overexpression of Cyp6g1 gene (Daborn et al., 2001, Daborn et al. 

2002). Recently, involvement of GSTs in neonicotinoïd resistance has been suggested for the 

first time by Yang et al. (2013) in Bermisia tabaci.  

Insecticide resistance is in fact a complex mechanism which can be the result of both 

detoxification and target site alteration. Thus we have investigated the effect of PBO and 
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DEM, two inhibitors of P450s and GSTs respectively. No synergism has been detected 

between IMI and PBO, suggesting that P450s are not involved in IMI resistance in Orléans 

strain. In contrast, we have observed a strong effect of DEM. Treatment with IMI and DEM 

significantly increased susceptibility to imidacloprid. In particular Orléans strain demonstrates 

the same IMI sensitivity than Oregon-R in presence of DEM, suggesting that GSTs could be 

involved in IMI resistance in Orléans strain. However, when measuring GST activity in vitro 

before and after intoxication with imidacloprid, no difference was observed between the two 

strains. At first sight, these two results appeared contradictory. Nevertheless, we can 

hypothesize that GSTs are involved in detoxification of IMI in our exposure conditions (short 

time, high dose), and that when GSTs activity is lowered, IMI metabolites accumulate and 

induce mortality in the same manner in Oregon-R and Orléans strains. Metabolism of IMI has 

been studied in various animals (mammals, some insect species such as honeybees) as well as 

in plants and soil. In mammals, the main metabolites, obtained by oxidative cleavage, are 6-

chloronicotinic acid and its glycine conjugate. Dechlorination of 6-chloronicotinic can be 

done through a glutathione conjugate and lead to 6-hydroxy nicotinic acid and to a 

methylmercapto nicotinic acid derivative. In insects, IMI metabolism is less known. In Apis 

mellifera, Suchail et al. (2004) have proposed a metabolic pathway involving only phase I 

enzymes. They found five metabolites: 4/5-hydroxy-imidacloprid, 4,5-dihydroxy-

imidacloprid, 6-chloronicotinic acid, and olefin and urea derivatives. Among these, some are 

also neurotoxic, in particular 4,5-dihydroxy-imidacloprid, and olefin. In addition, it was 

proposed that IMI and IMI metabolites bind to different nAChRs with different affinities 

(Guez et al., 2001 ; 2003). If GSTs are inhibited, the level of some metabolites, 6-

chloronicotinic or upstream metabolites, may increase and then activate specific nAChRs 

(without β1 subunit) which do not bind IMI, and finally kill the insect. 
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To conclude, we have shown that a lower expression of the nAChR Dβ1 subunit is correlated 

with tolerance to imidacloprid in Orléans strain, and that GSTs are probably involved in IMI 

metabolism in Drosophila melanogaster. Analysis of the different metabolites produced by 

this insect will provide useful informations to understand the function of GSTs in IMI 

detoxification. It also will be of interest to evaluate the sensitivity of Orléans strain to other 

neonicotinoïds. 
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Table 1. Sequence of primers used in the qPCR analysis.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Gene      Primer sequence F/R 

RP49 5'-ATCGTGAAGAAGCGCACCAAGC-3' 

 5'-TTGCGCCATTTGTGCGACAG-3' 

nAcRalpha-1 5'-ACCTACGATGGTTACATGGTGGAC-3' 

 5'-ATGTCCCACTCCACGGAGATGTAG-3' 

nAcRalpha-2 5'-CAGGACGAGTTCAATGCGGAAG-3' 

 5'-CACAAATGTGCCCACCAAGGATG-3' 

nAcRbeta-1 5'-CCTGCAAATCCTGGCTGTTGTG-3' 

 5'-TCTTCATCTTCGGATGCACTGACC-3' 

nAcRbeta-2 5'-GCGTGCGGTCAGATTTATTGCG-3' 

  5'-ACTTCCAGTCCTCCACAATCTCG-3' 
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Figure legends. 

 

Fig. 1. The Orléans strain does not carry the Accord transposable element at the 5’ end of the 

Cyp6g1 locus. Survey of fly strains with a PCR-based diagnostic to detect the presence or 

absence of the Accord element in the 5’ end of the Cyp6g1. Hikon-R contains the Accord 

element at the 5’end of Cyp6g1 (band of higher molecular weight), but not Orléans (O) and 

Oregon-R (OR) (band of lower molecular weight). 

 

Fig. 2. Synergism of P450s inhibitor. (A) Survival of Orléans females exposed to 

imidacloprid only (3129µM), to piperonyl butoxide 1mM (PBO) only or to the combination 

of imidacloprid 3129µM and PBO 1mM. (B) Survival of Oregon-R females exposed to 

imidacloprid only (3129µM), to piperonyl butoxide 1mM (PBO) only or to the combination 

of imidacloprid 3129µM and PBO 1mM. Data are mean ± SEM (bars). 

 

Fig. 3. Synergism of GSTs inhibitor. Survival of Orléans drosophila females (�,�) and 

Oregon-R females (�,�) after exposure to imidacloprid alone (�,�), or to the combination of 

imidacloprid and diethyl maleate 10mM (DEM) (�,�). Concentrations of imidacloprid 

ranged from 117 to 3129µM. Survivals are given from the number of flies still alive 8 days 

after exposition (see Materials and Methods). Data are mean ± SEM (bars). IMI, imidacloprid. 
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Fig. 4. GSTs activities. (A) Comparison of glutathione S-transferases activities between 

Orléans and Oregon-R females without exposition and suppression of the activities by 

glutathione S-transferases inhibitor, diethyl maleate (DEM). (B) Comparison of glutathione S-

transferases activities between Orléans and Oregon-R females after exposition to imidacloprid 

(3129µM) and suppression of the activities by glutathione S-transferases inhibitor, diethyl 

maleate (DEM) . Data are mean ± SEM (bars). Stars on the top of bars indicate significant 

difference (P<0.001) between treatments. 

 

Fig. 5. Whole-body gene expression of nAChR subunits (Dα1, Dα2, Dβ1 and Dβ2) in adult 

females from Orléans and Oregon-R strains, measured by quantitative real-time PCR. Stars of 

the top of bars indicate significant difference (P<0.05) of expression between Orléans and 

Oregon-R strains. Data are mean ± SE (bars). 
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Fig 3.  
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Fig 4.  
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IV-Discussion. 

 Le but de cette étude était d’évaluer la toxicité d’un insecticide, l’imidaclopride, chez 

un insecte modèle, la drosophile. Pour cela, deux modes d’intoxication ont été utilisés: un 

mode d’intoxication chronique à faibles doses et un mode d’intoxication aiguë à fortes doses. 

Ces expériences ont permis de mettre en évidence trois points majeurs qui sont: une 

différence de sensibilité à l’imidaclopride entre les mâles et les femelles, l’impact de 

l’imidaclopride chez la drosophile à des doses sublétales et la résistance à cet insecticide chez 

les femelles Orléans après une intoxication aiguë.  

 

 

IV.1-Différence de sensibilité à l’imidaclopride entre les mâles et les femelles. 

 Tout d’abord, quel que soit le mode d’intoxication utilisé, la réponse aux insecticides 

est différente entre les mâles et les femelles de la souche Orléans. La sensibilité à 

l’imidaclopride est donc variable en fonction du sexe de l’individu. En effet, en mode 

d’intoxication chronique, la CL50 (concentration entraînant la mort de 50% des individus 

exposés) est de 44,9µM chez les mâles alors que chez les femelles la CL50 est seulement de 

17,9µM. A l’inverse, en mode d’intoxication aiguë, la CL50 des mâles est de 1304µM et chez 

les femelles, elle n’a pas pu être déterminée (>3100µM) car les femelles Orléans sont trop 

résistantes à l’imidaclopride. Cette différence de tolérance est également retrouvée pour 

d’autres insecticides comme l’endosulfan, le malathion, la cyperméthrine ou encore le 

fenvalérate (Creus et al., 1983; Batiste-Alentorn et al., 1987).  

Certaines enzymes comme les P450s ou les GSTs sont impliqués dans le métabolisme des 

produits phytosanitaires et ils sont exprimés de manière différente chez les mâles et chez les 

femelles. En effet, une étude a montré que le mâle exprimait 81 fois plus le Cyp312a1 que la 

femelle alors que les gènes Cyp315a1 et Cyp302a1 (cytochromes impliqués dans la 

biosynthèse de l’ecdysone) étaient exprimés de manière plus importante chez les femelles 

(Kasaï et Tomita, 2003). Une autre étude à montré qu’après traitement à l’atrazine (herbicide) 

ou au phénobarbital (médicament), les gènes de P450s et de GSTs induits n’étaient pas 

exactement les mêmes chez les femelles que chez les mâles. De plus pour 4 de ces gènes 

(Cyp6a2, Cyp6a8, Cyp6d5, Cyp12d1), l’expression constitutive de ceux-ci est plus importante 

chez les mâles que chez les femelles (Le Goff et al., 2006). Le niveau d’induction de ces 

gènes après exposition est cependant plus important chez les femelles pour atteindre un 

niveau d’expression semblable chez les mâles et les femelles (Le Goff et al., 2006).  
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Ces informations pourraient expliquer nos résultats obtenus après une intoxication chronique 

à l’imidaclopride chez la souche Orléans. L’hypothèse proposée est la suivante: si les mâles 

expriment de manière plus importante certains cytochromes par rapport aux femelles, ils 

métabolisent donc une quantité plus importante de l’insecticide qui pourrait conduire à la 

sensibilité plus faible à l’imidaclopride chez les mâles. La différence de sensibilité à 

l’imidaclopride entre les mâles et les femelles pourrait être due à une expression différente 

des P450s et des GSTs, enzymes capables de métaboliser les insecticides. 

 

 

IV.2-Impact de l’imidaclopride chez la drosophile à des doses sublétales. 

 Nous avons montré également qu’une exposition à des doses sublétales 

d’imidaclopride perturbe le comportement sexuel (accouplement) et la fécondité chez la 

drosophile. On observe une baisse de la fécondité pour les femelles exposées à 

l’imidaclopride pour des doses sublétales. Ce phénomène est retrouvé chez d’autres espèces 

comme Bemisia tabaci ou Bombus Terrestris, exposées à l’imidaclopride (He et al., 2013; 

Whitehorn et al., 2012).  

L’environnement peut avoir un effet sur le comportement de ponte chez les insectes. Certains 

pesticides peuvent être répulsifs pour les insectes provoquant une diminution du nombreux 

d’œufs pondus. L’effet répulsif des insecticides peut également induire une diète ou une 

baisse de l’alimentation chez l’insecte pouvant conduire à une réduction de la fécondité (Li et 

al., 2007). L’effet de doses sublétales d’insecticides peut donc avoir un impact sur la survie 

des insectes. En effet, une diminution de la fécondité après exposition à l’imidaclopride peut 

entraîner une diminution de la population de l’insecte considéré. Sachant qu’une intoxication 

chronique à faibles doses est un mode d’intoxication qui se rapproche le plus des situations 

que l’on retrouve dans la nature, il est donc important de considérer les effets de ces doses 

sublétales chez les différentes populations d’insectes. La drosophile s’est révélée être un 

modèle intéressant pour ces études de toxicité. 
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IV.3-Résistance à l’imidaclopride chez les femelles Orléans (intoxication aiguë). 

 L’étude a mis en évidence la résistance à l’imidaclopride des femelles de la souche 

Orléans en intoxication aiguë. Ces dernières années le nombre d’espèces résistantes est en 

constante augmentation ce qui pourrait compromettre à terme l’utilisation massive des 

insecticides pour le contrôle des insectes ravageurs dans les cultures. Il est donc important 

d’utiliser de manière ``intelligente´´ les insecticides (quantité plus faible, période spécifique) 

et d’étudier la résistance chez l’insecte pour mieux comprendre les mécanismes 

physiologiques induits par une exposition aux insecticides.  

Au laboratoire, les femelles de la souche Orléans présentent une résistance à l’imidaclopride 

en mode d’intoxication aiguë. L’étude de ce phénomène nous a permis de mettre en évidence 

deux mécanismes impliqués. Tout d’abord, une forte diminution de l’expression de la sous-

unité Dβ1 est retrouvée uniquement chez les femelles et pas chez les mâles de la même 

souche, qui eux sont sensibles à l’imidaclopride. Cette sous-unité est également impliquée 

dans la résistance à l’imidaclopride chez le puceron Myzus persicae (Bass et al., 2011b). Cette 

réduction d’expression de la sous-unité Dβ1 pourrait induire une diminution des sites de 

liaisons à l’imidaclopride. Il y aurait donc moins de cibles pour l’insecticide ce qui se 

traduirait par un effet physiologique moins important, d’où l’apparente résistance. Ce type de 

résistance est également retrouvé chez la mouche domestique Musca domestica qui présente 

une diminution de l’expression de la sous-unité Mdα2 chez une souche résistante aux 

néonicotinoïdes (Markussen et Kristensen, 2010a).  

Nous avons également mis en évidence l’implication des GSTs dans la sensibilité à 

l’imidaclopride. En effet, nous avons montré par un test de synergie avec le diéthyl maléate 

que la résistance de la souche Orléans était abolie. Les GSTs sont connues pour être 

impliquées dans la résistance aux organophosphorés, aux pyréthrinoïdes ou au DDT mais pas 

dans la résistance aux néonicotinoïdes. Une première étude a montré le rôle probable d’une 

GST (famille Sigma) dans la résistance au thiametoxam (Yang et al., 2013). Cependant, nous 

n’avons pas pu montrer une différence d’activité GST dans la souche Orléans. Comment 

expliquer alors, que l’inhibition des GSTs conduise à la perte de la résistance de la souche 

Orléans? 

On peut proposer qu’une inhibition de l’activité des GSTs puisse induire une accumulation de 

certains métabolites de l’imidaclopride qui sont aussi toxiques pour l’insecte. Il a été montré 

que certains métabolites de l’imidaclopride comme le 5-hydroxyimidaclopride et l’oléfine 

avaient également des propriétés insecticides (Nauen et al., 1998). De plus, ces métabolites 
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seraient responsables de la mort de l’insecte plutôt que l’imidaclopride, insecticide dégradé 

très rapidement et en grande quantité (Suchail et al., 2004). Chez l’abeille, des études ont été 

menées pour déterminer l’effet de l’imidaclopride et de ses métabolites sur le réflexe 

d’extension du probocsis (PER). Guez et ses collaborateurs ont mis en évidence que le 5-

hydroxyimidaclopride et l’oléfine avaient des effets opposés sur le PER et que ces effets 

variaient en fonction de l’âge de l’abeille (Guez et al., 2001; 2003). Ces résultats suggèrent 

qu’il existerait différents types de nAChRs (nAChR1 et nAChR2) ayant des affinités 

différentes pour le 5-hydroxyimidaclopride et l’oléfine. Ils ont proposé le modèle suivant 

(Guez et al., 2003) (Figure 38). L’oléfine agirait comme agoniste sur le nAChR1. 

L’imidaclopride agirait comme agoniste sur le nAChR1 et le nAChR2 mais avec une affinité 

plus forte pour le nAChR2. Enfin, le 5-hydroxyimidaclopride agirait comme agoniste du 

nAChR2. Chez l’abeille, le nAChR2 serait exprimé uniquement à partir du 8ème jour de la vie 

de l’insecte, date à laquelle l’abeille commence à rechercher de la nourriture en dehors de la 

ruche (Guez et al., 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38: Interaction possible entre l’imidaclopride, le 5-hydroxyimidaclopride et l’oléfine 

avec les nAChRs chez l’abeille. nAChR1, nAChR2: différents types de nAChRs (récepteurs 

nicotiniques à l’acétylcholine) (d’après Guez et al., 2003). 

 

A partir de ces résultats, nous pouvons poser une hypothèse concernant l’implication des 

GSTs dans le métabolisme de l’imidaclopride et le rôle dans la résistance à l’imidaclopride 

chez les femelles de la souche Orléans. L’imidaclopride serait métabolisé en 5-

hydroxyimidaclopride puis en partie en acide 6-chloronicotinique qui pourrait être 

partiellement pris en charge par les GSTs pour former l’acide 6-hydroxynicotinique (Figure 

39).  

 

 



 

 112 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39: Voie métabolique hypothétique de l’imidaclopride chez la drosophile, d’après le 

schéma de la voie métabolique de l’imidaclopride proposée chez le rat. L’imidaclopride est 

métabolisé en plusieurs métabolites. Les glutathion S-transférases (GSTs) interviendraient 

pour la métabolisation en acide 6-hydroxynicotinique. 

 

En absence de GSTs, l’acide 6-chloronicotinique et les métabolites en amont pourraient 

augmenter en quantité. S’ils se fixent sur un récepteur (nAChR1) qui ne possède pas la       

sous-unité Dβ1, alors leur toxicité serait identique chez la souche Oregon-R et la souche 

Orléans (Figure 39). La toxicité de l’imidaclopride et de ses métabolites agirait donc via des 

récepteurs différents. Si la sous-unité Dβ1 est présente uniquement au niveau du nAChR2, 

chez les femelles Orléans, la sous-expression de cette sous-unité affecterait la composition du 

nAChR2 et donc limiterait la toxicité due à l’imidaclopride conduisant à la résistance à 

l’imidaclopride chez ces femelles. En présence d’inhibiteurs de GSTs, ces femelles ne 

seraient plus résistantes à l’imidaclopride car la toxicité serait liée aux métabolites qui 

agiraient via le récepteur nAChR1. La baisse d’expression de la sous-unité Dβ1 ne serait donc 

plus impliquée dans la résistance à l’imidaclopride. 

 

GSTs 
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                                                                                          CHAPITRE III: Etude de 

                 l’effet d’un organochloré, la dieldrine chez la drosophile 

___________________________________________________________________________ 

 

 

 

 

 

 

I-Introduction  

I.1-La dieldrine, un organochloré. 

 La dieldrine est un neurotoxique qui est un insecticide cyclodiène appartenant à la 

famille des organochlorés (Figure 40). Il fut synthétisé pour la première fois en 1946 à Denver 

par le laboratoire Julius Hyman & Company. Sa commercialisation en tant qu’insecticide 

débute ensuite en 1950. La dieldrine est un insecticide très utilisé dans les années 1970s 

principalement contre les insectes du sol comme les termites, les sauterelles, les coléoptères 

dans le domaine agricole pour le traitement des sols et des semences. Il fut commercialisé 

pour lutter contre certains vecteurs de maladies humaines comme le paludisme, la fièvre jaune 

ou encore la maladie de Carrion ainsi que dans le domaine vétérinaire (INERIS, 2011). Il était 

également utilisé dans l’industrie pour protéger les fondations, les charpentes mais aussi les 

câbles électriques et téléphoniques (Kanthasamy et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40: Formule chimique de la dieldrine, insecticide appartenant à la famille des 

organochlorés. 
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La persistance importante de la dieldrine dans l’environnement et sa bioaccumulation dans les 

organismes vivants ont conduit à son interdiction dans de nombreux pays. En effet, le 

programme pour l’environnement des nations unies (UNEP) en 1994 classe la dieldrine parmi 

les 12 substances les plus persistantes dans l’environnement (POPs: persistent organic 

pollutants), appelée la ``dirty dozen´´, et la convention de Stockholm de 2001 prévoit leur 

interdiction totale dans la plupart des pays. Cependant certains pays comme l’Italie et les 

Etats-Unis n’ont pas ratifié cette convention. Cette convention prévoit l’interdiction de la 

production de dieldrine mais autorise l’utilisation des stocks existants. La dieldrine est donc 

utilisée dans certains pays en voie de développement comme agent termicide (Népal, 

Ethiopie….). Les stocks de dieldrine ont également été utilisés en Finlande pour le traitement 

du bois. En France, la dieldrine est interdite depuis 1972 (arrêté du 4 octobre 1972) dans le 

domaine agricole et depuis 1992 (arrêté du 2 octobre 1992) dans la protection des charpentes 

et fondation des immeubles. En 1994, l’interdiction devient totale avec l’élimination des 

stocks contenant ce composé chimique (France).  

La dieldrine est un insecticide très persistant avec une demi-vie qui peut atteindre 25 ans dans 

l’environnement (Kanthasamy et al., 2005). De plus, un autre insecticide classé parmi les 

POPs l’aldrine, est dégradé en dieldrine dans l’environnement conduisant à une accumulation 

d’autant plus importante de la dieldrine. Actuellement, cet insecticide est retrouvé dans les 

sédiments, dans l’eau des rivières et dans l’atmosphère dans différentes régions du monde, il 

est donc toujours présent dans l’environnement (Bossi et al., 2013; Garrison et al., 2013; Lee 

et al., 2013; El Nemr et al., 2012). Il est retrouvé dans les tissus de certains organismes 

vivants comme la loutre ou le caïman en Amérique du Nord (Carpenter et al., 2013; Grant et 

al., 2013). Il faut également noter que parmi les pesticides détectés chez ces espèces, la 

dieldrine arrive en tête. Malgré une interdiction de commercialiser cet insecticide depuis 

plusieurs années, les organismes vivants comme l’homme sont donc toujours exposés via la 

nourriture, l’eau de boisson et l’environnement. De plus, la dieldrine est un composé très 

lipophile qui a tendance à s’accumuler dans les tissus adipeux et est capable de passer la 

barrière hémato-encéphalique. Cet insecticide peut donc être présent dans l’organisme 

pendant une durée relativement longue, par exemple chez l’homme le temps de demi-vie de la 

dieldrine est d’environ 300 jours (Kanthasamy et al., 2005).  
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I.2-La cible de la dieldrine: le récepteur canal de l’acide γ-aminobutyrique. 

 La dieldrine est un neurotoxique qui agit spécifiquement sur les récepteurs canaux à 

l’acide γ-aminobutyrique (GABAR). Ces récepteurs pentamériques permettent le passage 

d’ions chlorures. Chaque sous-unité est composée d’un domaine C-terminal extracellulaire, de 

4 domaines transmembraniares (M1-M4) et d’un domaine N-terminal extracellulaire qui 

contient 6 régions distinctes (boucle A-F) importantes dans le site de liaison au GABA. 

Actuellement, trois sous-unités ont été identifiées chez la drosophile: RDL (resistance to 

dieldrin), LCCH3 (ligand-gated chloride channel homologue 3) et GRD (GABA and glycine-

like receptor of Drosophila). Les gènes codant les sous-unités RDL et GRD sont situés sur le 

chromosome III alors que le gène codant la sous-unité LCCH3 est situé sur le chromosome I. 

Cependant, la composition en sous-unités du GABAR reste méconnue. La sous-unité RDL est 

présente au niveau des GABARs du système nerveux mais elle serait absente au niveau des 

GABARs des cellules musculaires chez la blatte. Ce résultat suggère une localisation 

spécifique de la sous-unité RDL au niveau du système nerveux (Buckingham et al., 2005). 

L’expression hétérologue de la sous-unité RDL dans les ovocytes de xénope permet la 

formation d’un récepteur homo-oligomérique fonctionnel sensible à la dieldrine (Hosie et al., 

1996). Cependant, l’expression hétérologue des sous-unités GRD et LCHH3 dans les 

ovocytes de xénope permet la formation de récepteurs fonctionnels insensibles à la dieldrine 

(Gisselman et al., 2004). La fixation de la dieldrine sur le GABAR semble spécifique à la 

sous-unité RDL. La sous-unité LCCH3 est localisée principalement au niveau du corps 

cellulaire du neurone alors que la sous-unité RDL est localisée au niveau des prolongements 

neuronaux (axones, dendrites) (Hosie et al., 1997).  

 

 

I.3-La dieldrine et la maladie de Parkinson. 

I.3.1. La maladie de Parkinson. 

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative qui survient généralement entre 

45 et 70 ans. Elle correspond à la maladie neurodégénérative la plus fréquente après la 

maladie d’Alzheimer. Cette pathologie se traduit par l’apparition de troubles locomoteurs 

(rigidité musculaire, tremblements, bradykinésie et mouvements involontaires) et de troubles 

cognitifs (dépression, altération de l’odorat, trouble du sommeil). La cause principale est une 

dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques de la substance noire pars 

compacta (SNpc) qui joue un rôle important dans le contrôle de la locomotion. Cette 
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neurodégénérescence entraîne une diminution de la dopamine dans la voie nigro-striée. On 

observe des inclusions cytoplasmiques dans les neurones appelées corps de Lewy constituées 

en partie d’α-synucléine. Le dysfonctionnement de la mitochondrie et le stress oxydatif jouent 

également un rôle important dans la maladie de Parkinson (Lin et Beal, 2006; Jenner, 2003; 

Mounsey et Teismann, 2010). Dans la plupart des cas, la cause de la maladie de Parkinson est 

méconnue et elle apparaît de plus en plus comme une maladie multifactorielle impliquant des 

facteurs de risques génétiques et environnementaux comme l’exposition aux pesticides (Freire 

et Koifman, 2012; Moretto et Colosio, 2011).  

 

 

I.3.2. La dieldrine: implication dans l’étiologie de la maladie de Parkinson. 

Des études épidémiologiques ont mis en évidence une association possible entre l’exposition 

aux insecticides, comme par exemple la dieldrine, et la maladie de Parkinson (Freire et 

Koifman, 2012). Les personnes qui travaillent en contact avec ces substances comme les 

agriculteurs sont les premiers exposés. Une étude menée sur 22341 hommes utilisant des 

insecticides, suggère une augmentation du risque vis-à-vis de la maladie de Parkinson suite à 

l’exposition à différents composés en particulier la dieldrine (Kamel et al., 2007). Une autre 

étude épidémiologique a été réalisée en Finlande en analysant la concentration de différents 

insecticides dans des échantillons de sérum collectés de 1966 à 1972. Les individus ayant 

développé la maladie de Parkinson après la collecte des échantillons ont été répertoriés 

(apparition de la maladie entre 1972 et 1994). Une comparaison fut ensuite réalisée entre les 

individus ayant développé cette maladie (n=101) et les individus sains (n=349). Les résultats 

ont mis en évidence une association entre l’exposition à la dieldrine et la maladie de 

Parkinson en particulier sur la population non fumeur (odd ratio: 1,95; intervalle de confiance 

1,26-3,02; p=0,003) (Weisskopf et al., 2010). D’autres études ont également été réalisées sur 

des échantillons de cerveaux post-mortem provenant d’individus atteints de la maladie de 

Parkinson, de la maladie d’Alzheimer ainsi que des individus contrôles. Fleming et ses 

collaborateurs (1994) ont détecté la dieldrine dans 6 des 20 cerveaux provenant des patients 

atteints de la maladie de Parkinson, dans 1 des 7 cerveaux provenant des patients atteints de la 

maladie d’Alzheimer et dans aucun des 14 cerveaux provenant des individus contrôles. Cette 

étude met en évidence une corrélation significative entre la présence de dieldrine et la maladie 

de Parkinson (p=0,031). Deux autres études réalisées en Angleterre mettent également en 

relation la concentration de dieldrine dans des échantillons de cerveaux et la maladie de 

Parkinson. La quantité de dieldrine est significativement plus importante dans des 
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échantillons de cerveaux (au niveau du noyau caudé et de la substance noire) provenant des 

patients atteints de la maladie de Parkinson que chez les individus contrôles (Corrigan et al., 

1998, 2000). Ces études épidémiologiques suggèrent un lien probable entre l’exposition des 

individus à la dieldrine et le développement de la maladie de Parkinson. Cependant la relation 

entre la toxicité de la dieldrine et l’augmentation du risque vis-à-vis de la maladie de 

Parkinson reste indéterminée. De plus, dans la nature l’homme est souvent exposé à des doses 

très faibles durant une période relativement longue et les effets de cette exposition chronique 

restent mal connus (Kamel, 2013). 

 

 

I.3.3. Modélisation de la maladie de Parkinson chez la drosophile. 

Des modèles de la maladie de Parkinson ont été développés chez la drosophile. Ils sont de 2 

types: des modèles génétiques et des modèles «pharmacologiques». 

Les modèles génétiques sont basés sur l’expression d’une protéine humaine mutée conduisant 

à la maladie de Parkinson chez l’homme comme l’α-synucléine et la parkine (Whitworth, 

2011). Le premier modèle développé induisait l’expression de l’α-synucléine humaine dans 

tout le cerveau de la drosophile. Ce modèle présente une dégénérescence des cellules 

dopaminergiques, la formation d’inclusions ainsi qu’un déficit locomoteur, caractéristiques 

importantes de la maladie de Parkinson chez l’homme (Feany et Bender, 2000). Une autre 

étude a permis de mettre en évidence l’effet protecteur de la protéine Hsp70 dans un modèle 

exprimant l’α-synucléine humaine dans les neurones dopaminergiques et les neurones 

sérotoninergiques chez la drosophile (Auluck et al., 2002). D’autres modèles ont été 

développés permettant l’expression de la parkine humaine mutée chez la drosophile. Par 

exemple, Sang et ses collaborateurs (2007) ont montré que l’expression de la parkine humaine 

mutée (parkineT240R, parkineQ311X) induisait une dégénérecence des neurones dopaminergiques 

ainsi qu’un déficit locomoteur en fonction de l’âge. D’autres études ont également permis 

d’associer la perte de neurones dopaminergiques, un déficit locomoteur ou une réduction de la 

durée de vie chez des drosophiles exprimant une autre forme mutée de la parkine humaine ou 

chez des mutants nul pour l’orthologue de la parkine chez la drosophile (Wang et al., 2007; 

Whitworth et al., 2005; Greene et al., 2003). 

Les modèles «pharmacologiques» correspondent au développement d’un syndrome 

parkinsonien après une exposition à un produit, en particulier après exposition aux pesticides. 

Par exemple, un modèle a été réalisé chez la drosophile par exposition au paraquat, un 

herbicide. Ce modèle présente un déficit locomoteur et une perte de neurones 
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dopaminergiques. Dans ce modèle, la modulation de la production de dopamine provoque une 

susceptibilité variable chez les drosophiles exposées au paraquat suggérant un rôle important 

de la dopamine dans la neurotoxicité au paraquat (Chaudhuri et al., 2007). La drosophile a 

également été utilisée pour modéliser un syndrome Parkinsonien suite à l’exposition à la 

roténone. Cet insecticide est un inhibiteur du complexe I de la mitochondrie et provoque un 

dysfonctionnement de celle-ci puis un stress oxydatif, facteurs importants associés à la 

maladie de Parkinson (Lin et Beal, 2006). Une étude réalisée en 2004 a permis de mettre en 

évidence pour la première fois que l’exposition à la roténone provoquait une perte de 

neurones dopaminergiques et un déficit locomoteur chez la drosophile, caractéristiques 

principales de la maladie de Parkinson (Coulom et Birman, 2004). Ce modèle a ensuite été 

utilisé pour étudier les mécanismes potentiellement impliqués dans la mise en place d’un 

syndrome parkinsonien chez les drosophiles exposées à la roténone. Par exemple, une étude a 

permis de mettre en évidence le rôle neuroprotecteur d’une protéine mitochondriale humaine, 

hUCP2. Cette protéine perturbe le gradient de protons induit par la chaîne respiratoire de la 

mitochondrie conduisant à une diminution de la production d’espèces réactives à l’oxygène 

(ROS). L’expression de cette protéine dans les neurones dopaminergiques chez la drosophile 

protège des effets néfastes d’une exposition à la roténone (perte de neurones 

dopaminergiques, diminution de la dopamine, altération du comportement locomoteur) ainsi 

qu’une augmentation de l’activité du complexe I de la mitochondrie (Islam et al., 2012). Une 

autre étude montre l’effet protecteur de la créatine (dérivé d’acide aminé ayant des propriétés 

énergisante, antioxidante). L’ajout de créatine dans le milieu d’élevage permet de diminuer la 

mortalité des drosophiles exposées à la roténone mais aussi de restaurer en partie l’activité 

locomotrice et la diminution de dopamine chez ces drosophiles. Une diminution du stress 

oxydatif de la mitochondrie est également observée, comme par exemple une baisse des ROS, 

pour ces drosophiles (Hosamani et al., 2010).  

La dopamine pourrait également jouer un rôle dans le développement de la maladie de 

Parkinson. En effet, une surexpression du transporteur de la dopamine dans les vésicules 

synaptiques (VMAT, vesicular monoamine transporters) permet d’éviter la perte de neurones 

dopaminergiques chez les drosophiles exposées à la roténone. A l’inverse, une souche 

mutante pour ce transporteur montre une perte plus importante de neurones dopaminergiques 

que la souche sauvage après une exposition à la roténone (Lawal et al., 2010). De plus, une 

autre étude montre que la réduction de la quantité de dopamine cellulaire (chez une souche 

mutante de drosophile) a un effet protecteur sur les neurones dopaminergiques pour des 

drosophiles exposées à la roténone (Bayersdorfer et al., 2010). Ces résultats suggèrent que 
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l’homéostasie de la dopamine jouerait un rôle important dans la toxicité vis-à-vis des 

neurones dopaminergiques suite à l’exposition à un insecticide comme la roténone.  

 

 

I.3.4. Objectif de l’étude: modéliser l’impact d’une exposition à la dieldrine chez un insecte 

modèle, la drosophile. 

L’exposition aux insecticides peut être considérée comme facteur de risque pour certaines 

maladies humaines. Des études épidémiologiques ont permis de suggérer un lien possible 

entre la maladie de Parkinson et l’exposition à la dieldrine. Cependant, les études chez 

l’homme restent limitées et difficiles à mettre en œuvre. Il est donc nécessaire de développer 

des modèles animaux. Jusqu’à présent, seuls quelques modèles ont été développés pour 

modéliser l’exposition à la dieldrine. 

Une étude, réalisée sur des cellules en culture, a mis en évidence la possible sélectivité de la 

dieldrine vis-à-vis des neurones dopaminergiques: EC50 deux fois plus faible pour les cellules 

dopaminergiques de rat (Kitazawa et al., 2001). Il a été montré également, dans des cultures 

de cellules dopaminergiques de rat, que la dieldrine induisait une hyperacétylation des 

histones ainsi que l’apoptose (Song et al., 2010; Kitazawa et al., 2004). Enfin, toujours dans 

des cellules en culture, l’exposition à la dieldrine a été impliquée dans différents mécanismes 

comme le stress oxydatif, l’apoptose, le fonctionnement de la mitochondrie ou du protéasome 

et l’agrégation de protéines comme l’α-synucléine (Kansathamy et al., 2005; Sun et al., 2005). 

Par exemple, la dieldrine provoque la formation d’espèces réactives à l’oxygène (ROS) et la 

réduction du potentiel de membrane, signes probables de l’apoptose dans des cultures de 

lymphocytes humains (Michalowicz et al., 2013). L’exposition à la dieldrine a également été 

modélisée chez la souris. Une étude réalisée montre que l’exposition à la dieldrine durant la 

gestation conduit à une perturbation du système dopaminergique chez les individus F1. Par la 

suite, les neurones dopaminergiques chez ces individus apparaissent plus sensibles à d’autres 

neurotoxiques comme le MPTP+ en particulier chez les mâles (Richardson et al., 2006). 

Hatcher et ses collaboratuers (2007) ont également montré que l’exposition durant 30 jours à 

la dieldrine conduit à des dommages oxydatifs dans la voie nigro-striée chez la souris. 

 

Peu de modèles ont donc été développés, c’est pourquoi nous avons choisi de modéliser 

l’effet d’une exposition chronique à des doses faibles de dieldrine chez la drosophile. Cet 

insecte modèle offre de nombreux avantages comme des outils génétiques sophistiqués, un 

cycle de vie court, une facilité et un faible coût d’élevage. De plus il s’est avéré être un 
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modèle tout à fait pertinent pour étudier les processus biologiques impliqués dans la maladie 

de Parkinson. Nous pourrons ainsi comparer les résultats avec ceux obtenus chez les 

différents modèles génétiques et pharmacologiques réalisés chez la drosophile. 
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II-Matériel et méthodes. 

II.1-Les souches de drosophiles et conditions d’élevage. 

Les souches Oregon-R, 32186 (w*; P{10XUAS-IVS-mCD8::GFP}attP40), 9334 (y1 w1118; 

Gcn5Q186st P{FRT(whs)}2A e1/TM3, P{ActGFP}JMR2, Ser1), 11633 (P{PZ}Rpd304556 

ry506/TM3,ryRK Sb1 Ser1) et 3729 (w* nej3/FM7c) ont été fournies par le Bloomington Stock 

Center (Université d’Indiana, Bloomington, USA). La lignée contenant le driver TH-Gal4 a 

été fournie par Serge Birman (ESPCI, Paris, FR). Les drosophiles sont élevées à 22°C sur un 

milieu standard (pour 4 litres: 362g de farine de maïs, 200g de levure de bière, 60g d’agar et 

150ml d’une solution à 10% de méthyl-4-hydroxybenzoate dans de l’alcool) selon un cycle 

jour nuit 12:12 heures. 

 

 

II.2-Conditions d’exposition à la dieldrine. 

Une solution mère (10mM) de dieldrine (Sigma, pureté 97,9%) est réalisée dans du DMSO, 

puis les dilutions pour obtenir des doses de 0,1µM, 0,5µM et 1µM sont réalisées dans de l’eau 

distillée. L’exposition des drosophiles à la dieldrine est réalisée en utilisant le milieu 

instantané Formula 4-24® Instant Drosophila Medium (Sordalab). Pour 1 tube d’élevage, 1g 

de flocons est réhydraté avec 3,5ml de solution contenant la dieldrine à la concentration 

souhaitée, ou du DMSO à la même concentration que dans la solution de dieldrine à 1 µM. 

Pour une bouteille d’élevage, 12g de flocons sont réhydratés avec 36ml. Quelques grains de 

levure sont ajoutés dans les tubes et les bouteilles. 

 

 

II.3-Test de la durée du développement. 

Des drosophiles femelles et mâles (500 individus environ) sont placées dans une cage de 

ponte à 22°C (cycle jour nuit 12:12h) en présence d’un milieu gélosé (pour 500ml: 15g 

d’agar, 16g de sucre, 1g méthyl-4-hydroxybenzoate et 166ml de jus de pomme) et de levure 

de boulangerie. Le milieu gélosé et la levure de boulangerie sont changés tous les jours. Après 

un temps d’adaptation pour les drosophiles (2 jours), des pontes de 2 heures sont réalisées. 

Les embryons sont ensuite récoltés et disposés par 20 dans un tube contenant du milieu 

instantané réhydraté avec une solution à la concentration souhaitée de dieldrine ou de DMSO. 

Les tubes sont placés à 22°C (cycle jour nuit 12:12h). Le nombre de pupes puis d’adultes dans 
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les tubes est compté tous les jours à 17 heures. Les tests ont été réalisés sur 540 embryons 

selon deux expériences indépendantes durant la période de mars à juillet. 

 

 

II.4-Test de la longévité. 

Les drosophiles femelles ou mâles sont collectées un jour après l’éclosion (développement sur 

un milieu flocons contenant ou non de l’insecticide à la dose souhaitée) puis elles sont placées 

par groupe de 20 dans un tube contenant le milieu flocons avec la dieldrine ou le DMSO. Les 

drosophiles sont maintenues à 22°C (cycle jour nuit 12:12h) et transférées dans des nouveaux 

tubes tout les deux ou trois jours. Le nombre de drosophiles mortes par tube est compté 

presque tous les jours. Pour les femelles, le test est réalisé sur 175 mouches pour le groupe 

contrôle (DMSO) puis sur 187 mouches pour le groupe exposé à la dose 0,1µM, sur 302 

mouches pour le groupe exposé à la dose 0,5µM, sur 377 mouches pour le groupe exposé à la 

dose 1µM, sur 225 mouches pour le groupe exposé uniquement jusqu’au premier jour de la 

vie de la mouche (dose 1µM) et sur 227 pour le groupe exposé uniquement durant le stade 

adulte (dose 1µM). Pour les mâles, le test est réalisé sur 241 mouches pour le groupe contrôle 

(DMSO) puis sur 148 mouches pour le groupe exposé à la dose 0,1µM, sur 265 mouches pour 

le groupe exposé à la dose 0,5µM, sur 403 mouches pour le groupe exposé à la dose 1µM, sur 

205 mouches pour le groupe exposé uniquement jusqu’au premier jour de la vie de la mouche 

(dose 1µM) et sur 222 mouches pour le groupe exposé uniquement durant le stade adulte 

(dose 1µM). Deux expériences indépendantes ont été réalisées durant la période de mars à 

juillet. 

 

 

II.5-Test de préférence alimentaire. 

Pour ce test, deux colorants alimentaires sont utilisés comme marqueurs pour visualiser la 

prise de nourriture chez la mouche. Le colorant bleu (bleu brillant FCF ou E133) est utilisé à 

la concentration de 0,5mg/ml et le colorant rouge (carmoisine ou E122) est utilisé à la 

concentration de  mg/ml. Ces composés n’interfèrent pas avec le test et ne sont pas toxiques 

pour les mouches à ces concentrations (Tanimura et al., 1982). Ce test est pratiqué selon le 

protocole de Tanimura et ses collaborateurs pour déterminer si les mouches ont une 

préférence ou non vis-à-vis de la dieldrine pour se nourrir. Les tests sont réalisés sur une 

microplaque de 96 puits. Chaque puits est rempli avec 250µl de solution contenant soit un 
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colorant (le bleu par exemple), la dieldrine (concentration finale 1µM) et 1% d’agar soit 

l’autre colorant (le rouge), le DMSO (concentration identique à celle utilisée pour la 

dieldrine) et 1% d’agar (Figure 41A). Le test est fait de la manière suivante: 150 femelles 

âgées de 5 à 6 jours sont assoiffées pendant 20 heures dans des tubes vides à 22°C. Ces 150 

femelles sont ensuite placées sur la microplaque contenant les deux solutions pendant 2h à 

l’obscurité à 22°C. Les femelles sont alors récupérées et la couleur de leur abdomen est 

examinée. Le nombre d’individus ayant l’abdomen bleu, rouge ou les deux (abdomen noir) 

est compté (Figure 41B). Ces résultats sont exprimés selon un index de préférence (PI) qui 

correspond au pourcentage de [NB+NN/2]/[NB+NN+NR] quand la dieldrine est associée au 

colorant bleu, NB = le nombre de drosophiles ayant l’abdomen bleu, NR = le nombre de 

drosophiles ayant l’abdomen rouge et NN = le nombre de drosophiles ayant l’abdomen noir 

(Tanimura et al., 1982). L’expérience a été réalisée deux fois, la première fois la dieldrine 

était associée au colorant bleu et la deuxième fois au colorant rouge. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41: Test de préférence alimentaire. (A) microplaque contenant les deux solutions 

avec les colorants rouge et bleu permettant aux drosophiles de choisir entre une solution 

contenant ou non de la dieldrine. (B) la nourriture ingérée par les drosophiles est visible 

grâce à leur abdomen qui est translucide. Bleu ou rouge (ingestion d’une seule solution), 

blanc (pas d’ingestion), noir (ingestion des deux solutions). (d’après Gordesky-Gold et al., 

2008). 
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II.6-Test pour l’activité locomotrice. 

Les expériences sont réalisées sous lumière inactinique rouge. Sept femelles sont placées dans 

un tube vide (longueur 9cm, diamètre 2cm). Le premier test est réalisé sur des drosophiles 

âgées de 4 jours, puis toutes les semaines à heure fixe (entre 15 h et 16 h). Le test est réalisé 

de la façon suivante: après 15 minutes sous lumière inactinique, les tubes sont tapés pendant 3 

secondes de façon à ce que les drosophiles se retrouvent toutes au fond du tube. On compte 

ensuite le nombre de drosophiles capables d’atteindre le haut du tube en 15 secondes. Ceci est 

répété 5 fois avec un intervalle de cinq minutes. Pour les femelles Oregon-R, le test est réalisé 

sur 84 mouches pour le groupe contrôle (DMSO) puis sur 70 mouches pour le groupe exposé 

à la dose 0,1µM, sur 70 mouches pour le groupe exposé à la dose 0,5µM, sur 77 mouches 

pour le groupe exposé à la dose 1µM, sur 77 mouches pour le groupe exposé uniquement 

jusqu’au premier jour de la vie de la mouche (dose 1µM), sur 63 mouches pour le groupe 

exposé uniquement durant le stade adulte, sur 98 pour le groupe exposé à la L-DOPA (1mM), 

sur 91 pour le groupe exposé à la dieldrine (1µM) et à la L-DOPA (1mM), sur 77 mouches 

pour le groupe exposé à la trichostatine A (10mM) et sur 84 pour le groupe exposé à la 

dieldrine (1µM) et à la trichostatine A (10mM). Pour les mâles Oregon-R, le test est réalisé 

sur 77 mouches pour le groupe contrôle (DMSO) puis sur 70 mouches pour les groupes 

exposés aux doses 0,1; 0,5 et 1µM. Pour les femelles w118, le test est réalisé sur 42 mouches 

pour le groupe contrôle (DMSO) et sur 49 mouches pour le groupe exposé à la dose 1µM. 

Pour les femelles P{PZ}Rpd304556 ry506/+, le test est réalisé sur 63 mouches pour le groupe 

témoin (DMSO) et sur 70 mouches pour le groupe exposé à la dose 1µM. Trois expériences 

indépendantes ont été réalisées. Les résultats sont présentés comme le pourcentage de 

drosophiles arrivées en haut du tube.  

 

 

II.7-Immunohistochimie sur les cerveaux de larves et d’adultes. 

La méthode utilisée est décrite par Riemensperger et ses collaborateurs (2011). Les 

drosophiles adultes (âgées de 5 ou 10 jours) anesthésiées par le froid et les larves de troisième 

stade sont placées dans une solution de Ringer (sans calcium) pour la dissection du cerveau. 

Les cerveaux sont ensuite fixés dans une solution de 1×PBS (DPBS 10× without Ca and Mg, 

PAN-Biotech GmbH) avec 4% de para-formaldéhyde (Electron Microscopy Science) pendant 

2 heures sur de la glace et sous agitation puis 3 lavages sont réalisés dans du 1×PBS avec 

0,5% Triton-X100 (PBS-T). Les cerveaux sont traités par une solution de PBS-T avec 2% 
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d’albumine bovine (BSA, Euromedex) toute la nuit à 4°C puis ils sont incubés deux heures à 

température ambiante sous agitation dans une solution de PBS-T avec 2% BSA et les 

anticorps primaires (dilution au 1/100 de l’anticorps anti-GFP ABfinityTM recombinant rabbit 

monoclonal antibody-unconjugated, Invitrogen). Après trois lavages de 20 minutes dans du 

PBS-T à température ambiante sous agitation, les cerveaux sont incubés dans une solution de 

PBS-T avec 2% BSA et les anticorps secondaires (dilution au 1/500 de l’anticorps Alexa 

Fluor  647 dye-labeled goat anti-rabbit IgG antibodies, Invitrogen) sous agitation à 

température ambiante. Les cerveaux sont ensuite lavés trois fois avec du PBS-T puis trois fois 

dans du 1×PBS sous agitation et à température ambiante (20 minutes par lavage). Finalement, 

les cerveaux sont montés entre lame et lamelle dans une solution contenant du Mowiol 

(Mowiol  4-88, Sigma). Pour les drosophiles âgées de 5 jours, l’immunohistochimie a été 

réalisée sur 32 cerveaux pour le groupe témoin (DMSO) et sur 32 cerveaux pour le groupe 

exposé à la dieldrine (1µM). Pour les drosophiles âgées de 10 jours, l’immunohistochimie est 

réalisée sur 29 cerveaux pour le groupe témoin et sur 30 cerveaux pour le groupe exposé à la 

dieldrine. Les images sont obtenues à l’aide d’un microscope inversé à fluorescence Axio 

Observer Z1 ; Plan Apo chromat 20×, ON=0,75 ; module pour l’excitation LED=625nm 

(Colibri) ; émission à 650/690nm (Carl Zeiss, SAS).  

 

 

II.8-L’imagerie par résonance magnétique (IRM). 

Les drosophiles sont placées dans des capillaires (diamètre interne 1.6mm, diamètre externe 

2mm) remplis d’huile fluorocarbonée (C2ClF3)n (huile 10S voltatef, VWR) pour diminuer les 

artéfacts de susceptibilité magnétique (Null et al., 2008). Les expériences sont réalisées à 

l’aide d’un spectromètre 9,4T (Bruker Biospec). Pour les images 2D, une séquence de type 

écho de gradient (FLASH: Fast Low Angle Shot) a été utilisée (TE/TR: 10/230ms). La 

résolution des images 2D est de 10.10.80µm (taille de matrice= 512×512, champ de vue= 

0.53×0.53cm, α=60°, épaisseur de coupe 80µm) pour une durée d’acquisition de 2 heures. 

Pour les images 3D, la même séquence FLASH a été utilisée (TE/TR: 10/230 ms). La 

résolution des images 3D est de 10.10.20µm (taille de matrice= 512×256×128, champ de 

vue= 0.50×0.25×0.25cm, α=60°) pour une durée d’acquisition de 4 heures. Les images sont 

ensuite reconstruites avec le Maximum Intensity Projection (MIP). 
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II.9-Analyse des métabolites par HRMAS (High Resolution Magic Angle Spinning). 

Après anesthésie par le froid (3°C), les drosophiles sont placées dans un insert puis dans un 

rotor HRMAS. Nous utilisons un rotor de 4mm de diamètre interne pour la spectroscopie 1D 
1H HRMAS pour une durée d’acquisition de 20 minutes. Les expériences sont réalisées à 

l’aide d’un spectromètre Wide Bore 750MHz (17,6T) Bruker Avance III. Cette étude a été 

réalisée en collaboration avec le CEMTHI Orléans (conditions extrêmes et matériaux: haute 

température et irradiation) dans le cadre d’un contrat TGIR. 

 

 

II.10-Analyse des modifications d’histones par Western blot. 

Dix têtes de drosophiles femelles sont broyées (sur la glace) dans 20µL de 1×PBS contenant 

un inhibiteur d’histones désacétylases (10mM de butyrate de sodium). On prélève alors 4µl 

auxquels on ajoute 4µl de 1×PBS, butyrate de sodium 10mM et 4µl de tampon de charge. 

Chaque échantillon ainsi préparé est chauffé à 95°C pendant 5 minutes avant d’être déposé 

sur gel de polyacrylamide. La migration est réalisée sur un gel SDS/PAGE 18% pendant deux 

heures à 160V. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de PVDF 0,45µm 

(Amersham Hybond-P, GE Healthcare) pendant 1h30 à 0.8 mA/cm2. Les sites non spécifiques 

sont bloqués avec une solution de TBS-T (Tris-buffered saline avec 0.05% de Tween 20) et 

3% d’albumine bovine (BSA, Euromedex) pendant 2 heures sous agitation à température 

ambiante. Les membranes sont incubées avec une solution de TBS-T contenant les anticorps 

primaires anti-H3 acétylées (1/2000) (Active motif) et 1% de lait écrémé sous agitation 

pendant une nuit à 4°C. Après trois lavages de 10 minutes dans une solution de TBS-T à 

température ambiante, les membranes sont incubées avec les anticorps secondaires anti-IgG 

de lapin conjugués à la péroxidase (1/200, Thermo Scientific Pierce) pendant une heure sous 

agitation à température de la pièce. Ensuite les membranes sont lavées trois fois (10 minutes 

par lavage) dans du TBS-T puis une fois dans du TBS. Le marquage est révélé grâce à une 

solution de chimiluminescence (SuperSignal  West Pico Chemiluminescent Subtrate, Thermo 

Scientific Pierce). Pour un contrôle de la quantité d’histones, les membranes sont décapées 

deux fois 5 minutes à température de la pièce avec une solution de NaOH 0,2M, puis lavées 

une fois 5 minutes avec de l’eau distillée et enfin 1 fois 5 minutes avec du TBS. Le même 

protocole que celui exposé précédemment est ensuite utilisé pour mettre en évidence les 

histones H3 en utilisant comme anticorps primaire un anticorps anti-H3 (Active motif) dilué 

au 1/15000. Pour la quantification, les membranes sont scannées avec le système d’images 



 

 130 

PXi (Syngene) et l’intensité des bandes est mesurée en utilisant le logiciel GeneTools analysis 

(Syngene). Trois expériences indépendantes ont été réalisées. 

 

 

II.11-Analyses statistiques. 

Les résultats des différentes expériences (durée du développement, activité locomotrice, 

immunohistochimie et western blots) ont été soumis à des analyses statistiques. Un test 

d’ANOVA a été utilisé suivi d’un test de Tukey pour analyser les différences entre les 

groupes expérimentaux et le groupe contrôle à l’aide du logiciel Prism (version 5, GraphPad).  
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III-Résultats expérimentaux. 

III.1-Exposition chronique à la dieldrine: conséquences sur la durée de vie. 

III.1.1. Effet de la dieldrine sur la durée du cycle de vie. 

Nous voulons étudier l’effet de la dieldrine à des doses semblables à celles rencontrées dans 

la nature. Pour cela, nous nous sommes basées sur les travaux de Hatcher et al. (2007) et de 

Song et al. (2010) réalisés chez la souris. Dans ces études, les souris sont exposées à des doses 

entre 1 à 5mg/kg quotidiennement. A partir de ces valeurs, nous avons défini trois doses 

auxquelles les drosophiles seront exposées par la suite: 0,1; 0,5 et 1µM.  

 

Pour évaluer l’effet d’une exposition à la dieldrine sur la durée du cycle de la drosophile, nous 

avons déposé des embryons venant de drosophiles ``naïves´´ (jamais exposées à la dieldrine) 

sur un milieu contenant une concentration donnée de dieldrine (0,1; 0,5 ou 1µM). Le nombre 

de pupes puis d’adultes présents dans les tubes est compté au cours du temps. Une première 

expérience a été réalisée en déposant les embryons 1 par 1 dans les tubes contenant le milieu 

flocons. Cependant j’ai constaté une forte mortalité des embryons: environ 20% des embryons 

ne donnaient pas d’adultes aussi bien pour le témoin DMSO que pour les groupes exposés à la 

dieldrine. Cette mortalité pouvait être due soit à une mauvaise manipulation lors du transfert 

des embryons dans les tubes soit à une mortalité induite par le DMSO ou bien les deux. La 

même expérience réalisée en utilisant comme solution de l’eau distillée a conduit à un même 

taux de mortalité. La mauvaise manipulation durant le transfert des embryons était donc la 

cause de cette forte mortalité. L’expérience a donc été refaite en manipulant le moins possible 

les embryons. Ils ont été uniquement regroupés par 20 sur le milieu gélosé et cette fois-ci 

c’est le milieu gélosé qui a été découpé et placé dans les tubes contenant le milieu flocons. 

Dans ces conditions seulement 10% des embryons ne donnent pas d’adultes, ceci aussi bien 

pour les tubes témoins que pour les tubes exposés. On peut donc en déduire que l’exposition 

aux doses choisies de dieldrine n’affecte pas la viabilité des embryons, larves ou pupes. 

Dans un premier temps, nous avons regardé l’effet de l’exposition à la dieldrine sur la durée 

nécessaire aux embryons pour devenir des pupes (Figure 42). Pour le groupe témoin traité 

avec le DMSO (même concentration que pour le groupe traité à la dieldrine 1µM), nous 

observons que 59,8% des embryons donnent des pupes après 6 jours et 90,2% des embryons 

donnent des pupes après 8 jours. Ce nombre n'augmente pas, même si on attend plus 

longtemps. Le temps nécessaire à la pupaison (8 jours) dans le groupe témoin DMSO est en 

accord avec ce que l'on attend pour un développement à 22°C. Le DMSO à la concentration 
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utilisée n'a donc pas d'effet sur la durée de vie embryonnaire et larvaire. Pour les groupes 

exposés à la dieldrine aux différentes doses (0,1; 0,5; 1µM), on n’observe pas de différence 

pour le temps nécessaire à la pupaison. En effet, 86,5% des embryons donnent des pupes pour 

le groupe exposé à 0,1µM au bout de 8 jours. Pour le groupe exposé à 0,5µM, le temps 

nécessaire à la pupaison est de 8 jours avec 90,4% des embryons ayant donné des pupes et 

pour le groupe exposé à 1µM, le temps nécessaire est également de 8 jours avec 88,5% des 

embryons donnant des pupes avec un maximum de 90,0% atteint à 9 jours (Figure 42). On 

peut donc conclure que l’exposition à la dieldrine aux doses 0,1; 0,5 et 1µM n'affecte pas la 

viabilité des embryons et des larves et n'a pas d'effet sur le temps nécessaire à la pupaison. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42: Durée de développement du stade embryonnaire au stade pupal pendant une 

exposition à la dieldrine. Au jour 1, les embryons sont déposés sur du milieu contenant 

différentes concentrations de dieldrine: 0,1µM (�, n=540), 0,5µM (�, n=540) et 1µM (�, 

n=540). La courbe témoin correspond au DMSO (�, n=540). L’apparition des pupes est 

ensuite notée au cours du temps. Les premières pupes apparaissent au jour 6. Les barres 

d’erreurs correspondent à l’erreur standard à la moyenne. 

 

Dans un second temps, nous avons comparé la durée du stade pupal en absence et en présence 

de dieldrine (Figure 43). Pour le groupe témoin (DMSO), les adultes naissent entre le jour 11 
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et le jour 14. Au jour 11, 45,8% des pupes ont donné des adultes et on atteint le maximum des 

naissances au jour 14 (Figure 43). Pour le témoin, la durée du stade pupal est donc de 6 jours 

à 22°C. Dans le cas des groupes exposés à la dieldrine aux doses 0,1µM; 0,5µM et 1µM, les 

adultes naissent aussi principalement entre le jour 11 et le jour l4 malgré quelques adultes qui 

naissent au jour 15 (entre 0,4 et 1,9%). Cependant on observe un léger retard puisqu'au jour 

11 seulement 11,8% des adultes sont nés pour la dose 0,1µM, 9,8% pour la dose 0,5µM, et 

7,6% pour la dose 1µM, contre 45,8% pour le témoin. Cette différence est significative 

(p<0,001; test de Tukey) et un effet de dose est probable car plus la dose est importante plus 

le pourcentage d’adulte est faible au jour 11. Cependant ce léger retard est compensé au jour 

suivant (Figure 43) et la durée du stade pupal (6 jours) est identique au témoin pour les trois 

groupes exposés à la dieldrine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43: Durée du stade pupal après une exposition à la dieldrine. Au jour 1, les 

embryons sont déposés sur du milieu contenant différentes concentrations de dieldrine: 

0,1µM (�, n=467), 0,5µM (�, n=488) et 1µM (�, n=486). La courbe témoin correspond au 

DMSO (�, n=487). L’apparition des adultes est notée au cours du temps. Les premiers 

adultes naissent au jour 11. Les barres d’erreurs correspondent à l’erreur standard à la 

moyenne. Les étoiles indiquent une différence significative (*** p<0,001; test de Tukey). 
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En conclusion, on peut dire que les doses de dieldrine que nous avons choisies (0,1; 0,5 et 

1µM) n’induisent pas de mortalité au stade embryonnaire, larvaire ou pupal, mais un retard de 

24 heures sur le développement. Un examen attentif des adultes n’a pas montré de défauts 

morphologiques visibles. 

 

 

III.1.2. Effet de la dieldrine sur la longévité. 

Nous avons ensuite étudié la durée de vie des drosophiles adultes exposées en mode 

chronique (tout au long de leur vie) à la dieldrine. L’étude est réalisée parallèlement chez les 

mâles et chez les femelles. Pour les mâles, on observe une mortalité de 50% (durée de vie 

moyenne) au jour 109 pour le témoin soit une durée de vie moyenne d’un peu plus de 3 mois 

(Figure 44). Pour les mâles exposés à la concentration la plus faible, soit 0,1µM de dieldrine, 

on observe une durée de vie moyenne de 104 jours soit une réduction de 5 jours par rapport au 

témoin (Figure 42). La durée de vie moyenne est de 89 jours pour la concentration de 0,5µM 

en dieldrine et 78 jours pour la concentration de 1µM en dieldrine (Figure 44). On observe 

donc une réduction de la durée de vie moyenne des mâles qui est dose dépendante. Une 

diminution de 31 jours est observée pour la dose la plus forte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44: Durée de vie des mâles exposés à la dieldrine. Les mâles sont élevés tout au long 

de la vie en présence de différentes concentrations de dieldrine: 0,1µM (�, n=148); 0,5µM 

(�, n=265) et 1µM (�, n=403). La courbe témoin correspond au DMSO (�, n=241). Les 

barres d’erreurs correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Le graphique met en 

évidence un raccourcissement de la longévité des mâles exposés de manière dose dépendante. 
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Chez les femelles, les résultats obtenus sont similaires (Figure 45). Pour le témoin, on observe 

une durée de vie moyenne de 91 jours soit 3 mois. Pour les femelles exposées à la 

concentration la plus faible en dieldrine, la durée de vie moyenne n’est pas différente du 

témoin (94 jours). Au contraire pour les expositions aux concentrations 0,5µM et 1µM, la 

durée de vie des femelles est réduite de manière dose dépendante. En effet, la durée de vie 

moyenne est réduite de 6 jours pour les femelles exposées à la concentration de 0,5µM et de 

78 jours pour les femelles exposées à la concentration de 1µM (Figure 45). Pour cette dernière 

concentration, on observe une réduction très importante (divisée par 4) de la durée de vie chez 

les femelles exposées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45: Durée de vie des femelles exposées à la dieldrine. Les femelles sont élevées tout 

au long de la vie en présence de différentes concentrations de dieldrine: 0,1µM (�, n=187); 

0,5µM (�, n=302) et 1µM (�, n=377). La courbe témoin correspond au DMSO (�, 

n=175). Les barres d’erreurs correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Le graphique 

met en évidence un raccourcissement de la longévité des femelles exposées dose dépendante. 

 

 

Si on compare les résultats obtenus chez les mâles et les femelles, on constate des disparités. 

Tout d’abord, les mâles montrent une durée de vie supérieure à celle des femelles (109 contre 

91). Mais le point le plus important est que les mâles apparaissent beaucoup moins sensibles à 

la dieldrine que les femelles. 
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III.1.3. Exposition à la dieldrine chez la larve ou l’adulte: conséquence sur la longévité. 

Durant ces expériences les drosophiles sont exposées à la dieldrine tout au long de leur vie 

(embryon→adulte). Nous avons cherché à savoir si l’effet observé (baisse de la survie) était 

plutôt le résultat de l’exposition au stade larvaire ou au stade adulte, ou résultait de 

l’accumulation des effets aux stades larvaire et adulte. Pour répondre à cette question, nous 

avons exposés les drosophiles soit juste pendant la vie larvaire (entre embryon et adulte), soit 

juste pendant le stade adulte. Ceci a été réalisé seulement pour la dose 1µM qui induisait une 

diminution de la durée de vie aussi bien chez les mâles que chez les femelles. Les conditions 

d’élevage sont identiques aux tests réalisés précédemment. 

 

Chez les mâles, l’exposition à la dieldrine seulement pendant le stade larvaire n’altère que peu 

la durée de vie moyenne, contrairement à une exposition à la fois au stade larvaire et au stade 

adulte. En effet, la durée de vie moyenne des drosophiles exposées seulement pendant le stade 

larvaire est augmentée de 27 jours par rapport aux drosophiles exposées à la même dose tout 

au long de leur vie et rejoint la durée de vie moyenne des témoins exposés au DMSO (Figure 

46, courbe larve). Cependant si on regarde l’allure globale de la courbe, on constate que les 

adultes commencent à mourir dès les premiers jours et au bout de 100 jours, seulement 57,8% 

des individus sont encore en vie. Cette situation est très différente de celle observée pour les 

groupes contrôles qui montrent presque 100% de survie jusqu’au jour 85. Il apparaît donc que 

l’exposition seulement au stade larvaire puisse en partie affecter la durée de vie de l’adulte. 

En comparant les drosophiles exposées seulement au stade adulte avec les drosophiles en 

présence constante de dieldrine (courbe 1µM), les mâles présentent une durée de vie plus 

longue de 12 jours (Figure 46, courbe adulte). Pour la durée de la vie, l’effet de la dieldrine 

apparaît plus important au stade adulte. De plus, on observe un effet cumulatif de l’effet de la 

dieldrine aux stades embryonnaire+larvaire puis au stade adulte qui provoque une réduction 

plus importante de la durée de vie chez les drosophiles exposées tout au long de la vie. 
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Figure 46: Durée de vie des mâles exposés à la dieldrine à différents stades de 

développement. Les mâles sont exposés à la dieldrine (1µM) tout au long de la vie (�, 

n=403); uniquement au stade adulte (�, n=222) ou uniquement au stade larvaire (�, 

n=205). La courbe témoin correspond au DMSO (�, n=241). Les barres d’erreurs 

correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Le graphique met en évidence un 

raccourcissement de la longévité des mâles exposés uniquement au stade larvaire, 

uniquement au stade adulte ou tout au long de la vie. Un effet cumulatif (effet de la dieldrine 

aux stade larvaire et stade adulte) est observé conduisant à une réduction plus importante de 

la longévité chez les mâles exposés tout au long de la vie. 

 

Chez les femelles, les résultats sont presque identiques. L’exposition à la dieldrine au stade 

larvaire ne provoque pas une réduction de la durée de vie chez les femelles. La durée de vie 

moyenne est de 94 jours comparé au témoin où la durée de vie moyenne est de 91 jours 

(Figure 47), alors qu’une exposition tout au long de la vie conduit à une diminution de la 

durée de vie moyenne à 78 jours. Pour les drosophiles qui sont exposées uniquement au stade 

adulte, la durée de vie moyenne est réduite de 39 jours par rapport au témoin (50% de 

mortalité au jour 52 comparé au témoin: jour 91), mais est plus longue que pour les 

drosophiles exposées tout au long de leur vie. (Figure 47).  
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Figure 47: Durée de vie des femelles exposées à la dieldrine à différents stades de 

développment. Les femelles sont exposées à la dieldrine (1µM) tout au long de la vie (�, 

n=377); uniquement au stade adulte (�, n=227) ou uniquement au stade larvaire (�, 

n=225). La courbe témoin correspond au DMSO (�, n=175). Les barres d’erreurs 

correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Le graphique met en évidence un 

raccourcissement de la longévité des femelles exposées à la dieldrine uniquement au stade 

adulte ou tout au long de la vie. L’exposition à la dieldrine au stade larvaire n’a pas d’effet 

sur la longévité des femelles. 

 

 

De ces résultats, il ressort que c’est l’exposition au stade adulte qui semble affecter le plus la 

durée de vie moyenne. Toutefois, il faut remarquer que la simple exposition au stade adulte ne 

suffit pas à récapituler les résultats de l’exposition tout au long de la vie. Il faut donc imaginer 

qu’il y a un effet cumulatif de l’exposition au stade larvaire et au stade adulte.  

Une explication simple de l’effet de la dieldrine sur la durée de vie moyenne, et surtout de 

l’effet prépondérant de l’exposition au stade adulte, pourrait être que les drosophiles adultes 

soient repoussées par la dieldrine et donc qu’elles s’alimentent moins. Pour tester cette 

hypothèse nous avons réalisé un test de préférence alimentaire. 
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III.1.4. Etude de l’effet de la dieldrine sur la prise de nourriture. 

Dans cette étude nous avons regardé si les femelles avaient une préférence pour une 

nourriture qui ne contenait pas de dieldrine. Pour cela, un test a été réalisé en laissant le choix 

aux drosophiles pour se nourrir soit avec une solution contenant de la dieldrine soit avec une 

solution contenant uniquement le DMSO (concentration identique à celle présente dans la 

solution contenant l’insecticide). Chaque solution (DMSO ou dieldrine 1µM) contient 

également un colorant de couleur différente qui sert de marqueur. Un premier test a été réalisé 

sur 150 femelles en associant la dieldrine avec le colorant bleu. A la fin du test, les femelles 

présentent sur la microplaque sont récupérées puis triées en fonction de la couleur de leur 

abdomen. Sur 131 femelles testées, 121 présentent un abdomen coloré, 92,3% des drosophiles 

se sont donc nourries pendant l’expérience. La plupart des femelles présentent un abdomen de 

couleur noir (60,3%) ce qui signifie que ces drosophiles ont ingéré les deux solutions sans 

avoir de préférence. Seulement 32% des femelles n’ont pas ingéré les deux solutions: 20,6% 

des femelles ont un abdomen rouge (solution contenant le DMSO) et 11,4% des femelles ont 

un abdomen bleu (solution contenant la dieldrine) (Figure 48). L’index de préférence de la 

dieldrine est de 45%, ce qui signifie que les femelles n’ont pas de préférence particulière vis-

à-vis de la solution de dieldrine ou de la solution de DMSO. Une deuxième expérience a 

ensuite été réalisée en associant cette fois ci la dieldrine avec le colorant rouge. Les résultats 

sont similaires à la première expérience. Sur 140 femelles testées, 94,3% des drosophiles ont 

un abdomen coloré. Parmi les femelles ayant ingéré les solutions, 68,6% présentent un 

abdomen de couleur noir, ces femelles n’ont donc pas de préférence pour l’une des deux 

solutions. Enfin, 13,6% des femelles ont un abdomen bleu (solution contenant le DMSO) et 

12,1% des femelles ont un abdomen rouge (solution contenant la dieldrine) (Figure 48). Pour 

cette expérience, l’index de préférence est de 49%. Il y a donc autant de femelles qui se 

nourrissent avec la solution contenant la dieldrine que de femelles qui se nourrissent avec la 

solution contenant seulement le DMSO. Ces tests mettent en évidence que les femelles ne 

sont pas repoussées par la présence de dieldrine dans le milieu. Un effet répulsif de la 

dieldrine ne peut donc pas rendre compte de la diminution de la durée de vie moyenne des 

drosophiles exposées. 
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Figure 48: Test de préférence alimentaire entre deux solutions contenant ou non la 

dieldrine. Les femelles sont assoiffées puis placées sur une microplaque contenant 2 

solutions: une solution contient la dieldrine à 1µM et un colorant alimentaire (ex,bleu); 

l’autre solution contient le DMSO et un autre colorant alimentaire (ex, rouge). Les femelles 

sont ensuite classées selon 3 groupes en fonction de la couleur de leur abdomen, bleu 

(ingestion d’une seule solution, carré gris foncé), rouge (ingestion d’une seule solution, carré 

blanc) et noir (ingestion des 2 solutions, carré gris clair). Le graphique met en évidence une 

proportion majoritaire de femelles avec un abdomen noir (ingestion des 2 solutions), ce qui 

signifie que les femelles n’ont pas de préférence pour l’une des 2 solutions. 

 

 

III.2-Exposition chronique à la dieldrine: conséquences sur l’activité 

locomotrice. 

III.2.1. Effet de la dieldrine sur l’activité locomotrice. 

Chez l’homme, la dieldrine peut être considérée comme un facteur de risque dans l’étiologie 

de certaines maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson, la maladie de 

Charcot ou la maladie d’Alzheimer (Weisskopf et al., 2010; Kamel et al., 2012; Singh et al., 

2013). Les modèles pharmacologiques ou génétiques de la maladie de Parkinson développés 

chez la drosophile montrent en particulier des déficits de l’activité locomotrice (Feany et 

Bender, 2000; Sang et al., 2007; Wang et al., 2007; Auluck et al., 2002, Coulom et Birman, 

2004). Nous avons donc voulu savoir si l’exposition à la dieldrine affectait également ce 

comportement locomoteur. Pour cela nous avons choisi de réaliser un test de géotaxie 
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négative. L’activité locomotrice est évaluée toutes les semaines sur une période de 40 jours en 

parallèle chez les mâles et chez les femelles.  

 

Chez les mâles témoins, l’activité locomotrice est de 75,6% au jour 4 (Figure 49). Pour les 

mâles exposés à la dieldrine, l’activité locomotrice au jour 4 est de 68% pour la concentration 

de 0,1µM, de 82% pour la concentration de 0,5µM et de 63% pour la concentration de 1µM. 

Les différences observées ne sont pas significatives. L’activité locomotrice diminue ensuite 

pour tous les groupes (Figure 49) pour atteindre une valeur moyenne de 35% au jour 39 

(DMSO: 33,8%; 0,1µM: 39,1%; 0,5µM: 30% et 1µM: 31,8%). Il apparaît que l’exposition 

des mâles à la dieldrine n’induit pas d’effet significatif sur l’activité locomotrice (p>0,05, test 

de Tukey). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 49: Evaluation de l’activité locomotrice des mâles exposés à la dieldrine. Les mâles 

sont élevés tout au long de la vie en présence de différentes concentrations de dieldrine: 

0,1µM (�, n=70); 0,5µM (�, n=70) et 1µM (�, n=70). La courbe témoin correspond au 

DMSO (�, n=77). L’activité locomotrice est mesurée toute les semaines dans un 

environnement spécifique (voir matériel et méthodes) et correspond au pourcentage de 

drosophiles capables de grimper en haut d’un tube en 15s. Les barres d’erreurs 

correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Le graphique montre que l’exposition à la 

dieldrine des mâles n’affecte pas leur activité locomotrice. 
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Chez les femelles, les résultats sont très différents. Les témoins présentent une activité 

locomotrice de 79,6% au jour 4, ce qui est semblable au résultat obtenu chez les mâles (Figure 

49). Pour les femelles exposées à la dieldrine aux doses 0,1µM et 0,5µM, l’activité 

locomotrice est respectivement de 80,3% et 89,7% au jour 4 et donc comparable à l’activité 

locomotrice des témoins (Figure 50). Puis elle décroît au cours du temps de la même manière 

que pour les témoins (DMSO: 19,5%; 0,1µM: 21,3%; 0,5µM: 12,7% au jour 39) (Figure 50). 

Au contraire, pour une exposition à la dose de 1µM, le comportement locomoteur est très 

affecté. En effet, dès le jour 4, l’activité locomotrice est réduite de manière significative 

(p<0,001; test de Tukey), puisque seulement 42,1% des drosophiles sont capables d’atteindre 

le haut du tube (Figure 50). Cette réduction de l’activité locomotrice persiste tout au long du 

test de climbing (Figure 50). L’exposition aux insecticides peut donc avoir un impact sur le 

comportement locomoteur chez les femelles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50: Evaluation de l’activité locomotrice des femelles exposées à la dieldrine. Les 

femelles sont élevées tout au long de la vie en présence de différentes concentrations de 

dieldrine: 0,1µM (�, n=70); 0,5µM (�, n=70) et 1µM (�, n=77). La courbe témoin 

correspond au DMSO (�, n=84). L’activité locomotrice est mesurée toute les semaines dans 

un environnement spécifique (voir matériel et méthodes) et correspond au pourcentage de 

drosophiles capables de grimper en haut d’un tube en 15s. Les barres d’erreurs 

correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Le graphique montre que l’exposition à la 

dieldrine des femelles pour la dose 1µM affecte de manière significative leur activité 

locomotrice. Les étoiles indiquent une différence significative (** p<0,01; *** p<0,001; test 

de Tukey). 
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Ces résultats montrent que l’exposition à la dieldrine n’a pas d’effet sur l’activité locomotrice 

chez les mâles, même pour la plus forte dose. Au contraire, chez les femelles, on observe un 

effet très important pour la dose la plus élevée. On peut donc dès à présent remarquer que la 

dieldrine a des effets très différents en fonction du sexe des individus. 

 

 

III.2.2. Exposition à la dieldrine chez la larve ou l’adulte: effet sur l’activité locomotrice. 

Durant les expériences sur la durée de vie des drosophiles, l’exposition à la dieldrine durant le 

stade adulte avait un impact plus important que l’exposition à la dieldrine au stade larvaire. Il 

est donc intéressant de regarder si on observe le même type de résultat pour l’activité 

locomotrice. Ces expériences ont été réalisées uniquement chez les femelles car la dieldrine 

n’affecte pas l’activité locomotrice chez les mâles. 

 

Chez les femelles, l’exposition à la dose la plus forte (1µM) provoque une diminution 

importante de l’activité locomotrice (Figure 50). Nous avons donc exposé les femelles à cette 

dose seulement à l’âge adulte ou durant le stade larvaire. Les résultats obtenus pour les 

femelles sont présentés sur la figure 51. Pour les femelles exposées durant le stade adulte, on 

n’observe pas de différence significative avec le témoin DMSO pour tous les âges du test 

(p>0,05; test de Tukey). Pour les femelles exposées au stade larvaire on observe une réduction 

de l’activité locomotrice comparée au témoin dès 4 jours (Figure 51). En effet, ces femelles 

présentent une activité de 47,9% alors que le témoin présente une activité de 79,6% (p<0,01; 

test de Tukey). Cette différence est similaire à celle observée au jour 4 pour les femelles 

exposées tout au long de leur vie à l’insecticide. Cependant, on constate que l’activité 

locomotrice des femelles exposées juste pendant le stade larvaire est stable au cours du temps, 

alors qu’elle continue à diminuer pour les femelles exposées tout au long de leur vie (Figure 

51). L’exposition à la dose 1µM chez la larve provoque donc une perturbation du 

comportement locomoteur chez les femelles adultes. Si ces adultes continuent à être en 

présence de l’insecticide, le comportement locomoteur est d’autant plus affecté.  
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Figure 51: Evaluation de l’activité locomotrice des femelles exposées à la dieldrine à 

différents stades de développement. Les femelles sont exposées à la dieldrine (1µM) tout au 

long de la vie (�, n=77), uniquement à l’âge adulte (�, n=63) ou uniquement au stade 

larvaire (�, n=77). La courbe témoin correspond au DMSO (�, n=84). L’activité 

locomotrice est mesurée toute les semaines dans un environnement spécifique (voir matériel 

et méthodes) et correspond au pourcentage de drosophiles capables de grimper en haut d’un 

tube en 15s. Les barres d’erreurs correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Le 

graphique montre que l’exposition à la dieldrine (1µM) des femelles tout au long de la vie ou 

uniquement au stade larvaire affecte de manière significative leur activité locomotrice. Les 

étoiles indiquent une différence significative (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; test de 

Tukey). 

 

L’exposition à la dieldrine provoque donc des effets néfastes sur la durée de vie et sur le 

comportement locomoteur de ces insectes. Ces effets sont très importants chez les femelles 

exposées à la dose de 1µM avec une réduction de 4 fois de la durée de vie et une réduction de 

moitié pour l’activité locomotrice. Ces données physiologiques (durée de vie, activité 

locomotrice) sont souvent associées à une dégénérescence du système nerveux. De plus, la 

dieldrine est un insecticide neurotoxique. Il est donc légitime de s’interroger sur la structure 

du cerveau des drosophiles exposées à la dieldrine en particulier les femelles exposées à 1µM. 

C’est pourquoi, les expériences suivantes seront réalisées chez les femelles exposées à la 

dieldrine (1µM) tout au long de leur vie. 
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III.3-Exposition chronique à la dieldrine: neurodégénérescence? 

La dieldrine est un insecticide neurotoxique et il a été montré qu’il était toxique en particulier 

pour les neurones dopaminergiques. De plus, la dieldrine est potentiellement impliquée dans 

la maladie de Parkinson dont une des caractéristiques est une perte des neurones 

dopaminergiques de la substance noire chez l’homme. Chez la drosophile, certains neurones 

dopaminergiques seraient impliqués dans le comportement locomoteur (White et al., 2010; 

Kong et al., 2010). Nous avons donc, dans un premier temps, voulu savoir si les neurones 

dopaminergiques étaient impliqués dans la toxicité induite par la dieldrine. Pour cela nous 

avons regardé (i) l’effet d’un apport dans le milieu de L-DOPA (3,4-dihydroxyphénylalanine) 

qui est un précurseur de la voie de biosynthèse de la dopamine, utilisé en clinique pour le 

traitement de la maladie de Parkinson, (ii) l’effet de la dieldrine sur le nombre de neurones 

dopaminergiques dans le cerveau de la larve et de l’adulte. 

 

 

III.3.1. Effet de la L-DOPA sur l’activité locomotrice. 

Nous avons donc étudié l’effet de la L-DOPA sur l’activité locomotrice des femelles exposées 

à la dieldrine. En effet, une étude menée chez la drosophile exposée à la roténone montrait un 

déficit locomoteur qui pouvait être restauré par un ajout de L-DOPA dans le milieu d’élevage 

(Coulom et Birman, 2004). En se basant sur cette étude, les femelles de la souche Oregon-R 

sont donc exposées simultanément à la dieldrine (1µM) et à la L-DOPA (1mM). Les résultats 

obtenus sont présentés sur la figure 52.  

L’exposition des drosophiles à la L-DOPA seule n’induit pas d’effets sur l’activité 

locomotrice comparée au témoin (DMSO) (Figure 52). En effet, l’activité locomotrice des 

femelles exposées au DMSO ou à la L-DOPA (1mM) est de 80% (76,3% et 82,2% 

respectivement). La baisse d’activité locomotrice induite par l’exposition à la dieldrine est en 

grande partie sauvée par l’apport de L-DOPA 1mM. Les femelles exposées uniquement à la 

dieldrine (1µM) présentent une activité locomotrice de seulement 30,5%, alors qu’après ajout 

de L-DOPA on observe une activité locomotrice de 75,1%, comparable à celle trouvée chez 

les témoins. La différence d’activité locomotrice est significative entre les deux groupes 

(p<0,001, test de Tukey; Figure 52). On peut donc en conclure que la L-DOPA permet 

d’améliorer la performance des drosophiles femelles exposées à la dieldrine. Ce résultat 

suggère que la dieldrine a un effet sur les neurones dopaminergiques. 
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Figure 52: La L-DOPA restaure le phénotype locomoteur des femelles exposées à la 

dieldrine. Les femelles sont élevées tout au long de la vie soit en absence de dieldrine et de L-

DOPA (- -, n=84), soit en présence de L-DOPA 1mM (- +, n=98), soit en présence de 

dieldrine 1µM (+ -, n=77) ou soit en présence de dieldrine 1µM et de L-DOPA 1mM (+ +, 

n=91). L’activité locomotrice a été mesurée sur des femelles âgées de 11 jours et correspond 

au pourcentage de drosophiles capables de grimper en haut d’un tube en 15s. Les barres 

d’erreurs correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Les étoiles indiquent une 

différence significative (*** p<0,001; test de Tukey).  

 

 

III.3.2. Effet de la dieldrine sur le nombre de neurones dopaminergiques. 

Pour visualiser les neurones dopaminergiques nous avons utilisé le système UAS-Gal4 pour 

exprimer spécifiquement la GFP dans les neurones dopaminergiques grâce au driver TH-Gal4 

(TH-Gal4 × UAS-mCD8::GFP). La tyrosine hydroxylase (TH) est une protéine impliquée 

dans la biosynthèse de la dopamine et est exprimée spécifiquement dans les neurones 

dopaminergiques (Friggi-Grelin et al., 2003). Un marquage avec des anticorps dirigés contre 

la GFP a permis d’identifier les différents neurones dopaminergiques présents chez la larve et 

chez l’adulte. 

 

 

III.3.2.1. Les neurones dopaminergiques chez la larve. 

Les larves de IIIème stade femelles sont récupérées et gardées pour réaliser la dissection du 

cerveau et l’immunohistochimie. Après marquage avec des anticorps dirigés contre la GFP on 

obtient les images présentées sur la figure 53. On distingue les différents clusters de neurones  
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dopaminergiques aussi bien pour le groupe non exposé (DMSO) que pour le groupe exposé 

(dieldrine, 1µM).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53: Les neurones dopaminergiques dans le cerveau des larves de IIIème stade 

exposées à la dieldrine (TH-Gal4>UAS-mCD8::GFP). (A) Schéma de la localisation des 

neurones dopaminergiques dans le cerveau de la larve de IIIème stade, d’après Friggi-Grelin 

et al., 2003. (B, C) Les larves sont élevées sur un milieu contenant ou non de la dieldrine 

(1µM). Les cerveaux des larves de IIIème stade (TH-Gal4>UAS-mCD8::GFP, expression 

spécifique de la GFP dans les neurones dopaminergiques) sont ensuite disséqués puis une 

immunohistochimie est réalisée pour mettre en évidence la présence de GFP. (B) 

Visualisation des neurones dopaminergiques du cerveau des larves témoins (DMSO, n=19). 

(C) Visualisation des neurones dopaminergiques du cerveau des larves exposées à la 

dieldrine (1µM, n=16). (Axio Observer Z1; Plan Apo chromat 20×, ON=0,75; Carl Zeiss, 

SAS).  

 

J’ai alors compté le nombre de neurones dopaminergiques correspondant à chaque cluster 

pour les cerveaux de larves exposées ou non à la dieldrine. Les résultats sont présentés sur la 

figure 54. On constate que quelque soit le cluster considéré le nombre de neurones 

dopaminergiques ne varie pas entre les cerveaux des larves exposées et non exposées à la 

dieldrine. Le nombre de neurones dopaminergiques est en moyenne de 57,8±2,0 pour le 

groupe témoin (comptage réalisé sur 19 cerveaux) et de 59,6±1,8 (comptage réalisé sur 16 

cerveaux) pour le groupe exposé à la dieldrine. Il n’y a donc pas de différence significative 

entre le groupe témoin et le groupe exposé à la dieldrine (p>0,05; test de Tukey). 
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Figure 54: Quantification du nombre de neurones dopaminergiques dans le cerveau de la 

larve. Les larves sont élevées sur un milieu contenant ou non de la dieldrine (1µM). Les 

cerveaux des larves de IIIème stade (TH-Gal4>UAS-mCD8::GFP) sont ensuite disséqués puis 

une immunohistochimie est réalisée pour visualiser les neurones dopaminergiques. Pour tous 

les cerveaux analysés (larves témoin n=19, larves exposées à la dieldrine n=16), le nombre 

de neurones de chaque cluster est noté. Les barres d’erreurs correspondent à l’erreur 

standard à la moyenne. 

 

 

III.3.2.2. Les neurones dopaminergiques chez l’adulte. 

La même expérience que précédemment a été réalisée, mais cette fois, le nombre de neurones 

dopaminergiques a été évalué dans le cerveau des drosophiles adultes âgées de 5 ou 10 jours 

et exposées ou non à la dieldrine tout au long de leur vie.  

Pour le cerveau des femelles âgées de 5 jours, les images obtenues sont présentées sur la 

figure 55 (groupe témoin, n=32 et groupe exposé à la dieldrine, n=27). On est capable de 

visualiser les différents clusters de neurones dopaminergiques (Figure 55A). Ensuite nous 

avons essayé d’évaluer les variations du nombre de neurones dopaminergiques. Un comptage 

précis n’a pas pu être réalisé à partir de mes images. Cependant, une diminution des neurones 

dopaminergiques a pu être constatée au niveau du cluster PPM3 pour 40,7% des cerveaux des 

femelles exposées à la dieldrine (Figure 55B et C). 

Pour le cerveau des femelles âgées de 10 jours, on observe également une perte de neurones 

dopaminergiques au niveau du cluster PPM3 dans 30,8% des cas (groupe témoin, n=29 et 

groupe exposé à la dieldrine, n=26). 



 

 150 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55: Les neurones dopaminergiques du cerveau adulte des femelles exposées à la 

dieldrine. (TH-Gal4>UAS-mCD8::GFP). (A) Schéma de la localisation des différents 

clusters de neurones dopaminergiques du cerveau de l’adulte comparé à une image obtenue 

pour un cerveau entier (d’après Friggi-Grelin et al., 2003). (B, C) Les femelles sont élevées 

sur un milieu contenant ou non de la dieldrine (1µM). Les cerveaux des adultes âgés de 5 

jours (TH-Gal4>UAS-mCD8::GFP, expression spécifique de la GFP dans les neurones 

dopaminergiques) sont ensuite disséqués puis une immunohistochimie est réalisée pour mettre 

en évidence la présence de GFP. (B) Visualisation des neurones dopaminergiques du cerveau 

des femelles non exposées (DMSO, n=32). (C) Visualisation des neurones dopaminergiques 

du cerveau des femelles exposées à la dieldrine (1µM, n=27). Le cercle rouge montre une 

perte de neurones dopaminergiques (cluster PPM3) pour le cerveau de femelles exposées à la 

dieldrine. (Axio Observer Z1; Plan Apo chromat 20×, ON=0,75; Carl Zeiss, SAS).  

 

 

III.3.3. Imagerie par Résonance Magnétique: structure globale du cerveau des drosophiles. 

L’analyse précédente par microscopie optique nous a permis de mettre en évidence un déficit 

au niveau des neurones dopaminergiques après exposition à la dieldrine. Cependant ceci ne 

nous a pas permis de savoir s’il y avait d’autres modifications sur la structure du cerveau. 

Nous avons alors décidé d’utiliser la technique d’imagerie par résonance magnétique (IRM). 

En effet, cette technique peut être utilisée pour visualiser la structure du cerveau chez la 

drosophile. 

L’étude a été menée sur des drosophiles exposées ou non à la dieldrine âgées de 5 ou 10 jours. 

Les premières images que nous avons obtenues avaient une résolution de 10.10.80µm pour un 
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temps d’acquisition de 1h30. Pour chaque cerveau un ensemble de 5 coupes a été obtenu. 

Chaque coupe a été analysée visuellement pour rechercher des différences entre les cerveaux 

exposés et les cerveaux témoins. Dans une majorité de cerveaux exposés, des anomalies de 

signal ont été constatées au niveau de 2 coupes qui sont présentées sur la figure 56. On 

constate une baisse de signal dans une région du cerveau pour les femelles âgées de 5 jours 

exposées à la dieldrine. Cette baisse de signal est aussi retrouvée chez les femelles âgées de 

10 jours dans la même région du cerveau mais elle apparaît plus importante. Une baisse du 

signal (avec la séquence particulière utilisée) peut être synonyme soit d’une diminution de la 

concentration en eau dans la région considérée soit d’une augmentation de la mobilité des 

molécules d’eau. Dans tous les cas il s’agit d’une modification certaine de la structure 

tissulaire de la région considérée pouvant être signe de neurodégénérescence. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56: Images IRM permettant de visualiser la structure du cerveau des drosophiles 

exposées à la dieldrine. Les femelles sont élevées tout au long de la vie soit en absence 

(DMSO) ou en présence de dieldrine 1µM. Les drosophiles, âgées de 5 ou 10 jours, sont 

introduites dans un capillaire rempli d’huile fluorocarbonée puis l’ensemble est placé dans 

un spectromètre 9,4T. La résolution des images obtenues est de 10.10.80µm pour un temps 

d’acquisition de 1h30. Les flèches blanches mettent en évidence les défauts dans la structure 

du cerveau des femelles exposées à la dieldrine.  

 

Nous avons essayé d’améliorer la résolution des images pour pouvoir préciser les régions 

affectées. Pour cela, une autre séquence d’acquisition permettant d’obtenir des images avec 

une résolution plus fine (10.10.20µm) a été mise en place (temps d’acquisition 4h). Cette 
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nouvelle séquence d’impulsions a généré un ensemble de 25 coupes pour chaque cerveau 

imagé. Cette étude a permis d’annoter certaines structures du cerveau visibles en IRM (Figure 

57). On distingue le protocerebrum, la lamina, les lobes antennaires (centre de traitement de 

l’olfaction) ou encore le ganglion sub-oesophagien (centre de traitement de la gustation).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57: Annotation des différentes structures du cerveau de la drosophile visibles en 

IRM. Les coupes histologiques (7µm d’épaisseur) ont été obtenues sur le site de l’université 

de Freiburg (http://filab.biologie.uni-freiburg.de/Atlas/text/paraffinFi.html). Les images IRM 

ont été obtenues à partir d’une drosophile âgée de 10 jours introduite dans un capillaire 

rempli d’huile fluorocarbonée puis l’ensemble est placé dans un spectromètre 9,4T. La 

résolution des images IRM est de 10.10.20µm pour un temps d’acquisition de 4 heures. Les 

flèches mettent en évidence les différentes structures du cerveau de la drosophile. 
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Cette séquence d’impulsions a alors été utilisée pour l’étude des cerveaux des drosophiles 

exposées ou non à la dieldrine âgées de 5 ou 10 jours. Nous avons à nouveau analysé 

visuellement chaque coupe obtenue pour les 2 cerveaux témoins et les 4 exposés qui ont été 

imagés. Cette étude a révélé des anomalies en général dans 4 coupes sur les 25 pour les 

cerveaux des drosophiles âgées de 5 jours exposées à la dieldrine (en comparaison avec les 

cerveaux témoins) (figure 58). On obtient cette fois des images avec une meilleure définition 

du cerveau de la drosophile. On peut ainsi définir les structures affectées chez les femelles 

exposées à la dieldrine: la medulla et le protocerebrum (Figure 58). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 58: Images IRM permettant de visualiser la structure du cerveau des drosophiles, 

âgées de 5 jours, exposées à la dieldrine. Les femelles sont élevées tout au long de la vie soit 

en absence (DMSO) ou en présence de dieldrine 1µM. Les drosophiles, âgées de 5 jours, sont 

introduites dans un capillaire rempli d’huile fluorocarbonée puis l’ensemble est placé dans 

un spectromètre 9,4T. La résolution des images est de 10.10.20µm pour un temps 

d’acquisition de 4 heures. Les lettres A, B, C correspondent à des coupes différentes du 

cerveau de la même drosophile. Les flèches jaunes montrent les modifications dans la 

structure du cerveau des femelles exposées à la dieldrine. Le prorocerebrum, la medulla sont 

altérés après l’exposition à la dieldrine. 
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Pour les femelles âgées de 10 jours, les images obtenues pour 1 cerveau témoin et 4 exposés 

ont été analysées. On observe une zone d’hyposignal pour les femelles exposées à la dieldrine 

(Figure 59). Les structures affectées sont le protocerebrum, le lobe antennaire et la medulla. 

Les défauts dans la structure du cerveau de la drosophile âgée de 10 jours apparaissent plus 

importants que chez la drosophile âgée de 5 jours. Les femelles exposées à la dieldrine 

présentent donc une modification de la structure du cerveau qui devient plus importante avec 

l’âge. De plus cette modification signifie la présence d’un tissu moins dense qui pourrait 

résulter d’une neurodégénérescence. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 59: Images IRM permettant de visualiser la structure du cerveau des drosophiles 

âgées de 10 jours, exposées à la dieldrine. Les femelles sont élevées tout au long de la vie soit 

en absence (DMSO) ou en présence de dieldrine 1µM. Les drosophiles, âgées de 10 jours, 

sont introduites dans un capillaire rempli d’huile fluorocarbonée puis l’ensemble est placé 

dans un spectromètre 9,4T. La résolution des images est de 10.10.20µm pour un temps 

d’acquisition de 4 heures. Les lettres A, B, C correspondent à des coupes différentes du 

cerveau de la même drosophile. Les flèches jaunes montrent les modifications dans la 

structure du cerveau. Le prorocerebrum, la medulla et les lobes antennaires sont altérés 

après l’exposition à la dieldrine. 
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La résolution des images IRM a été améliorée au laboratoire permettant une première 

annotation des structures du cerveau de la drosophile sur les images. Nous avons pu ainsi 

déterminer les structures du cerveau affectées chez les femelles exposées à la dieldrine : la 

medulla, le protocerebrum et le lobe antennaire. Ces structures sont impliquées dans le 

traitement d’informations concernant l’olfaction (lobe antennaire), la vue (la medulla) et la 

locomotion (protocerebrum). Le protocerebrum est composé de plusieurs structures dont le 

complexe central impliqué dans le contrôle de la locomotion chez la drosophile (Strauss, 

2002). Nous pouvons faire l’hypothèse que la réduction de l’activité locomotrice chez les 

femelles exposées à la dieldrine est due à une perturbation des structures du cerveau 

impliquées dans la locomotion. 

 

L’exposition à la dieldrine provoque donc une dégénérescence de certains neurones 

dopaminergiques (cluster PPM3) chez la drosophile à l’âge adulte. L’étude par IRM a 

également mis en évidence un défaut dans la structure de certaines parties du cerveau comme 

le protocerebrum ou le lobe antennaire. La neurodégénérescence et la modification de la 

structure du cerveau peuvent conduire à des désordres dans le fonctionnement et le 

métabolisme du cerveau. Nous avons donc voulu déterminer si ces deux phénomènes 

s’accompagnaient d’une perturbation du métabolisme chez les drosophiles exposées à la 

dieldrine. 

 

 

III.4-Exposition chronique à la dieldrine: conséquences sur le métabolisme. 

 Nous nous sommes posé la question de savoir si l’exposition à la dieldrine se traduisait 

par une modification du métabolisme. Pour répondre à cette question nous avons utilisé une 

technique particulière de RMN: la technique HRMAS (High Resolution Magic Angle 

Spinning). Cette technique permet l’obtention de spectres RMN avec une haute résolution de 

manière non invasive et in vivo (Righi et al., 2010). Elle combine la spectroscopie par 

résonance magnétique (SRM) et la rotation de l’échantillon (HRMAS). Les drosophiles sont 

placées dans un rotor spécifique qui va être introduit dans le spectromètre (Figure 60A). La 

rotation à 2630Hz du rotor est ensuite effectuée à un angle particulier (54,7°) de l’axe du 

champ magnétique permanent encore appelé angle magique (Figure 60B). Cette technique 

permet de se libérer partiellement des problèmes liés à l’hétérogénéité du substrat, se 
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traduisant par une augmentation du rapport signal sur bruit et de la résolution du spectre de 

haute résolution ainsi obtenu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60: Dispositif utilisé pour les expériences de spectroscopie HRMAS. (A) Schéma du 

rotor utilisé durant les expériences. La drosophile est introduite dans un insert lui-même 

placé dans le rotor fermé par un bouchon. (B) Positionnement schématique du dispositif 

(rotor, insert, drosophile) dans le spectromètre 17,6T (B0) à l’angle magique (θ=54,7°). 

 

Cette étude a été menée en duo avec un autre doctorant de l’équipe, Nicolas Joudiou. Les 

expériences ont été réalisées sur des groupes de 10 drosophiles exposées ou non à la dieldrine 

(1µM) et à des âges différents (5, 10 et 20 jours). Nous avons obtenu des spectres ``mouche 

entière´´ pour un temps d’acquisition de 20 minutes. Pour les témoins, les spectres obtenus 

correspondent à la figure 61 quelque soit l’âge. 

 

Sur le spectre obtenu, on observe des pics qui correspondent à des petits métabolites, à des 

acides gras ou encore à des sucres. Les spectres sont tout d’abord normalisés en utilisant la 

méthode PULCON disponible sur les spectromètres Bruker (Wider and Dreier, 2006). 

L’identification des signaux a été obtenue classiquement, à partir d’une expérience de RMN à 

2 dimensions homonucléaire TOBSY (Andronesi et al., 2008) et par comparaison avec la 

littérature (Righi et al., 2010). On peut noter que les pics les plus importants correspondent 

aux acides gras. Un agrandissement de la zone (de 2,5 à 6ppm) permet de visualiser les 

différentes espèces présentes comme la β-alanine, la phosphocholine (PhC), la 

phosphoéthanolamine (PhEth) ou encore la taurine (Figure 61).  
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Figure 61: Spectre HRMAS obtenu pour une drosophile témoin. Les drosophiles sont 

anesthésiées au froid et introduites dans l’insert puis dans le rotor. Le dispositif est placé 

dans le spectromètre 17,6T. Un spectre est obtenu après un temps d’acquisition de 20 

minutes. Des spectres similaires sont obtenus pour toutes les drosophiles témoins quelque soit 

l’âge (5, 10 ou 20 jours). (PhC) phosphocholine. (PhEth) phosphoéthanolamine. (*) pics 

correspondant aux bandes de rotation (à ne pas prendre en compte). Les flèches rouges 

correspondent aux pics utilisés dans l’analyse en composantes principales (ACP). 

 

Les spectres ont ensuite été obtenus à partir de drosophiles exposées à la dieldrine (1µM). La 

comparaison des spectres des femelles âgées de 5 jours exposées ou non à la dieldrine est 

présentée sur la figure 62. Des résultats identiques sont obtenus pour les femelles âgées de 10 

jours. On constate que les spectres avec et sans dieldrine ne sont pas équivalents et que des 

différences importantes sont visibles au niveau des pics qui correspondent aux acides gras 

((CH2)n 1.33ppm; CH2CCO 1.58ppm; CH2C= 2.02ppm; CH2CO 2.24ppm et CH=CH 

5.33ppm), au glycérol (4.10, 4.30, 5.22ppm), à la phosphocholine (3.22, 4.14ppm) et à la 

phosphoéthanolamine (3.22, 3.98ppm). On observe une diminution du taux des acides gras et 

du glycérol après l’exposition à la dieldrine. Au contraire les pics correspondant à la 

phosphocholine et à la phosphoéthanolamine ont une surface plus importante après exposition 

à la dieldrine, indiquant une augmentation du taux de ces deux phospholipides. Il est à noter 

qu’on n’observe aucune différence pour le pic correspondant à la taurine qui est un agoniste 

des récepteurs GABA (cible de la dieldrine) chez les vertébrés (Sergeeva, 2013). 
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On peut également noter que chez les femelles exposées à la dieldrine, on observe une 

augmentation des pics qui correspondent aux sucres (3,2-4ppm). Un spectre du milieu flocons 

sur lequel sont élevées les drosophiles montre des pics en particulier dans la zone des sucres. 

Si la drosophile a ingéré de la nourriture juste avant l’expérience ou si elle en présente sur le 

corps, le spectre ``mouche entière´´ sera modifié particulièrement dans la zone des sucres. Il 

faudrait donc quantifier la prise de nourriture des drosophiles pour savoir si la différence 

observée est due soit à la prise de nourriture ou rend compte d’une réelle différence entre les 

femelles exposées et les femelles non exposées à la dieldrine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 62: Différences entre les spectres obtenus pour les femelles exposées (rouge) ou non 

(bleu) à la dieldrine. Les drosophiles sont anesthésiées au froid et introduites dans l’insert 

puis dans le rotor. Le dispositif est placé dans le spectromètre 17,6T. Les spectres sont 

obtenus après un temps d’acquisition de 20 minutes. Le spectre bleu correspond aux femelles 

témoins (âge: 5 jours) et le spectre rouge correspond aux femelles exposées à la dieldrine 

1µM (âge: 5 jours). Les flèches rouges indiquent une augmentation de la surface des pics 

après exposition à la dieldrine, qui correspondent à la phosphocholine (PhC) et à la 

phosphoéthanolamine (PhEth). Les flèches bleues indiquent les pics qui ont diminué en 

surface après exposition à la dieldrine et qui correspondent aux lipides et au glycérol. 

 

L’analyse des spectres a ensuite été réalisée par la méthode d’analyse par composantes 

principales (ACP). Cette méthode permet de prendre en compte n variables (chaque pic 
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contenu dans le spectre) pour p échantillons (drosophiles exposées ou non à la dieldrine). Les 

données sont ensuite projetées sur un plan à 2 dimensions pour faciliter la visualisation des 

résultats en essayant de garder le maximum d’informations possibles. Lors de notre étude 6 

variables ont été prises en compte pour tous les spectres obtenus (Figure 61, flèches rouges). 

Nous avons choisi des variables qui apportent le plus d’informations possibles et qui évitent la 

redondance (variables qui apportent la même information). Les résultats présentés sur la 

figure 63 mettent en évidence deux groupes distincts. Un premier groupe englobe toutes les 

drosophiles non exposées (points bleus) et les drosophiles âgées de 20 jours exposées à la 

dieldrine (ronds rouges). Un autre groupe englobe seulement des drosophiles exposées à la 

dieldrine âgées de 5 et 10 jours (carrés et triangles rouges).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 63: Résultat de l’analyse par composantes principales des différents spectres 

obtenus. (A) Cercle des corrélations permettant de visualiser les 6 variables prises en 

compte. (B) L’analyse prend en compte 6 variables (ou pics identifiés par des flèches rouges 

sur la figure 61) pour tous les spectres analysés (45 spectres: 9 correspondant aux femelles 

5J--, 9 correspondant aux femelles 5J++, 6 correspondant aux femelles 10J--, 7 

correspondant aux femelles 10J++, 9 correspondant aux femelles 20J-- et 5 correspondant 

aux femelles 20J++). Les 2 axes factoriels font référence à une combinaison linéaire des 6 

variables (facteur 1: 60,71% et facteur 2: 16,40%) soit une inertie cumulée de 77,11%. 

 

Pour les drosophiles exposées à l’insecticide, on observe une distribution linéaire selon l’axe 

des abscisses: plus les drosophiles sont jeunes plus le profil métabolique est différent des 
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individus témoins. Cette méthode permet donc de représenter les données de manière lisible et 

de discriminer plusieurs groupes qui mettent en évidence un profil métabolique différent chez 

certaines drosophiles exposées à l’insecticide. L’ACP a mis en évidence un profil 

métabolique identique entre les femelles âgées de 20 jours exposées ou non à la dieldrine. Ce 

résultat peut s’expliquer par le fait qu’à 20 jours la plupart des drosophiles femelles exposées 

à la dieldrine à une concentration de 1µM sont mortes. Les drosophiles qui ont survécu se 

comportent comme les femelles témoins (DMSO), il est donc logique d’obtenir des spectres 

semblables pour ces deux populations de drosophiles. 

 

L’étude du métabolisme des drosophiles par la technique RMN «HRMAS», a permis de 

mettre en évidence des profils métaboliques différents chez les individus exposés à la 

dieldrine. En effet, ces résultats montrent des différences pour les acides gras, le glycérol et 

certains métabolites (phosphocholine et phosphoéthanolamine) entre les individus exposés ou 

non à la dieldrine dès l’âge de 5 jours. Ces résultats pourraient indiquer une perturbation 

possible dans le stockage de réserves énergétiques chez la drosophile. 

 

 

III.5-Exposition chronique à la dieldrine: effet sur l’acétylation des histones. 

 Les maladies neurodégénératives sont souvent associées à des modifications au niveau 

de l’épigénome (Collotta et al., 2013, Migliore et Coppedè 2009). Par exemple il a été montré 

que des modèles chez la drosophile de la chorée de Huntington ou de la maladie de Parkinson 

présentaient des défauts dans l’acétylation des protéines comme les histones (Pallos et al., 

2008; Steffan et al., 2001; Outeiro et al., 2007; Chuang et al., 2009). Les modifications des 

histones comme la méthylation, l’ubiquitinylation, la phosphorylation ou l’acétylation sont 

impliquées dans de nombreux mécanismes comme la mémoire, l’apprentissage, la croissance, 

le développement ou encore l’apoptose (Kanthasamy et al., 2012). D’autre part, on sait que 

certains produits phytosanitaires (Anway et al., 2005) peuvent être aussi à l’origine de 

modifications de l’épigénome, voire des modifications épigénétiques qui peuvent se 

transmettre à la descendance. Dans le cas de la dieldrine, il a été montré chez la souris qu’une 

exposition à cet insecticide induisait l’acétylation des histones H3 et H4 dans des cultures de 

neurones dopaminergiques (N27). De plus, les souris exposées durant 30 jours à la dieldrine 

(5mg/kg tout les 3 jours) présentaient une hyperacétylation des histones H4 au niveau du 

striatum et de la substance noire (Song et al., 2010). Nous avons donc cherché à savoir si des 
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modifications de l’épigénome pouvaient être induites chez la drosophile exposée à la 

dieldrine. Chez cette dernière, ces modifications concernent essentiellement les histones, 

l’ADN de la drosophile étant peu méthylé.  

Nous nous sommes plus particulièrement intéressées à l’acétylation des histones. Ce 

processus est réalisé par les histones acétyl-transférases (HATs) et permet le relâchement de 

la structure de la chromatine et donc l’accessibilité de l’ADN aux facteurs de transcription. 

Au contraire, les histones désacétylases (HDACs) sont à l’origine d’une hypoacétylation des 

histones ce qui provoque une condensation de la chromatine et conduit à la répression de la 

transcription. Une perturbation dans la balance entre l’activité des HATs et des HDACs peut 

conduire à l’apparition de processus neurodégénératifs en particulier une perte de l’activité 

des HATs (Saha et Pahan, 2006).  

 

 

III.5.1. Implication des HDACs et des HATs dans l’effet induit par l’exposition à la dieldrine. 

Dans un premier temps nous avons voulu savoir quel serait l’effet de la trichostatine A, un 

inhibiteur des HDACs, sur le phénotype locomoteur des drosophiles exposées. Si l’exposition 

à la dieldrine induit des modifications de l’acétylation des histones à l’origine du déficit 

locomoteur, alors l’utilisation de la trichostatine A devrait soit sauver le phénotype soit 

aggraver le phénotype des drosophiles exposées à la dieldrine. Des drosophiles femelles ont 

donc été exposées simultanément à la dieldrine (1µM) et à la trichostatine A (10mM) puis 

l’activité locomotrice a été mesurée. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 64. 

Nous avons tout d’abord vérifié que la trichostatine A seule, à la dose utilisée n’avait pas 

d’effet sur l’activité locomotrice. On constate qu’après traitement à la trichostatine A, 82,7% 

des drosophiles arrivent en haut du tube contre 76,3% pour le contrôle. La trichostatine A 

seule ne montre donc pas d’effet sur l’activité locomotrice dans nos conditions. Lorsque les 

femelles sont exposées simultanément à la dieldrine et à la trichostatine A, elles présentent 

une activité locomotrice normale puisque 79,3% des individus arrivent en haut du tube, alors 

que seulement 30,5% des drosophiles exposées à la dieldrine arrivent en haut du tube. 

 

La trichostatine A permet donc de sauver le phénotype des femelles exposées à la dieldrine. 

Cette molécule provoque l’inhibition des histones déacétylases et donc induit une 

augmentation de l’acétylation des histones. On peut donc déjà proposer que la dieldrine 

induirait une diminution de l’acétylation des histones responsable du déficit locomoteur des 

drosophiles. 
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Figure 64: La trichostatine A restaure le phénotype locomoteur des femelles exposées à la 

dieldrine. Les femelles sont élevées tout au long de la vie soit en absence de dieldrine et de et 

trichostatine A (- -, n=84), soit en présence de trichostatine A 10mM (- +, n=77), soit en 

présence de dieldrine 1µM (+ -, n=77) ou soit en présence de dieldrine 1µM et de 

trichistatine A 10mM (+ +, n=84). L’activité locomotrice a été mesurée sur des femelles âgées 

de 11 jours et correspond au pourcentage de drosophiles capables de grimper en haut d’un 

tube en 15s. Les barres d’erreurs correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Les étoiles 

indiquent une différence significative (*** p<0,001; test de Tukey). 

 

Dans un second temps, nous avons voulu vérifier ce résultat en étudiant l’activité locomotrice 

d’un mutant perte de fonction d’une HDAC exposé à la dieldrine. D’après les résultats 

précédents, nous nous attendons à récupérer, au moins en partie, une activité locomotrice 

normale. Pour cela nous avons utilisé la souche P{PZ}Rpd304556 ry506/TM3, ryRK Sb1 Ser1 

(BL:11633). Le gène Rpd3 code une HDAC qui induit la désacétylation des résidus lysines 

des histones H3 et H4, et qui ne montre donc pas de spécificité particulière vis-à-vis d’une 

histone ou d’une lysine particulière. L’allèle Rpd304556 est décrit comme un allèle nul ou 

fortement hypomorphe (Chen et al., 1999) résultant de l’insertion d’un élément P dans l’unité 

de transcription Rpd3 (à 47pb du site d’initiation de la transcription déterminée par le 

Berkeley Drosophila Genome Project). Ces auteurs ont montré que les embryons 

hétérozygotes pour cet allèle avaient un taux réduit d’expression de Rpd3 dans la tête et qu’il 

n’y avait aucune expression dans les embryons homozygotes. Nous avons voulu éliminer le 

chromosome balanceur TM3 pour effectuer le test de climbing pour être sûre que les 

mutations portées par ce chromosome n’interféraient pas avec l’activité locomotrice ou la 

sensibilité à la dieldrine. Nous avons donc réalisé un croisement avec la souche Oregon-R 
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jusque-là utilisée. Le croisement a été effectué sur un milieu contenant de la dieldrine à la 

concentration de 1µM. Les femelles F1 P{PZ}Rpd304556 ry506/+  ont ensuite été utilisées pour 

le test de climbing. Les résultats sont présentés sur la figure 65.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 65: Activité locomotrice des femelles (P{PZ}Rpd304556 ry506/+) exposées à la 

dieldrine. L’activité locomotrice des femelles (P{PZ}Rpd304556 ry506/+) en absence (�, n=63) 

ou en présence de dieldrine 1µM (�, n=70) a été comparée à celle des femelles Oregon-R 

exposées (�, n=84) ou non (�, n=77) à la dieldrine 1µM au cours du temps. L’activité 

locomotrice est mesurée toute les semaines dans un environnement spécifique (voir matériel 

et méthodes) et correspond au pourcentage de drosophiles capables de grimper en haut d’un 

tube en 15s. Les barres d’erreurs correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Le 

graphique met en évidence une amélioration de l’activité locomotrice chez les femelles 

(P{PZ}Rpd304556 ry506/+) comparé aux femelles Oregon-R exposées à la dieldrine. Les étoiles 

indiquent une différence significative (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; test de Tukey). 

 

On constate que les femelles F1 témoins, P{PZ}Rpd304556 ry506/+ , exposées au DMSO 

montrent une activité locomotrice semblable à celle des femelles Oregon-R témoins. Lorsque 

les femelles F1 P{PZ}Rpd304556 ry506/+  ont été exposées à la dieldrine, leur activité 

locomotrice est réduite, mais d’une façon moindre comparée aux femelles Oregon-R 

exposées. En effet, l’activité locomotrice est réduite au jour 4, mais ensuite elle n’évolue pas 
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et finalement au jour 18 l’activité locomotrice des F1 P{PZ}Rpd304556 ry506/+  exposées est 

semblable à celle des témoins. On constate donc une amélioration de l’activité locomotrice 

pour les femelles exposées à la dieldrine qui présentent une dose en moins du gène Rpd3. Une 

diminution de la quantité de l’HDAC RPD3 permet donc de sauver partiellement le déficit 

locomoteur lié à l’exposition à la dieldrine. Ces résultats sont tout à fait en accord avec ceux 

obtenus avec la Trichostatine A. 

Dans un troisième temps, nous avons voulu tester l’effet d’une mutation cette fois dans une 

HAT. En effet, d’après les résultats précédents, une diminution de l’activité HAT devrait 

aggraver le déficit locomoteur induit par la dieldrine. Pour cela nous avons voulu utiliser la 

souche y1 w1118; Gcn5Q186st P{FRT(whs)}2A e1/TM3, P{ActGFP}JMR2, Ser1 (BL: 9334) qui 

porte un allèle perte de fonction du gène Gcn5 (Carré et al., 2005). Le gène Gcn5 code une 

HAT impliquée principalement dans l’acétylation des lysines K9 et K14 de l’histone H3. 

Comme précédemment nous avons utilisé les femelles F1 y1 w1118/+; Gcn5Q186st 

P{FRT(whs)}2A e1/ + issues du croisement ♂ 9334 × ♀ Oregon-R. Au cours du test de 

climbing, nous avons constaté que les femelles F1 y1 w1118/+; Gcn5Q186st P{FRT(whs)}2A e1/ + 

témoins, exposées juste au DMSO, présentaient une activité locomotrice très réduite. En effet, 

peu d’entre elles arrivaient en haut du tube pendant le temps imparti. En fait elles se remettent 

bien du choc de départ, commencent à grimper, mais pas en ligne droite et de plus elles ont 

tendance à vouloir redescendre, d’où le petit nombre qui arrive en haut du tube. Il nous a donc 

été pratiquement impossible d’évaluer l’effet de la perte d’une dose de Gcn5 sur le déficit 

locomoteur induit par une exposition à la dieldrine. L’exposition à la dieldrine des femelles 

F1 y1 w1118/+; Gcn5Q186st P{FRT(whs)}2A e1/ + conduit à une perte quasi-totale de la mobilité. 

Pratiquement aucune F1 n’atteint le haut du tube. Elles ont beaucoup de mal à se remettre du 

choc de départ et montrent ensuite très peu de mobilité. Cependant, compte tenu du phénotype 

du témoin, il est très difficile d’affirmer que la perte d’une dose de Gcn5 aggrave le déficit 

locomoteur induit par la dieldrine. D’autres expériences seront nécessaires pour l’affirmer, en 

choississant un autre test locomoteur par exemple. 

 

 

III.5.2. Etude des modifications de l’épigénome induites par une exposition à la dieldrine. 

Les résultats précédents nous ont montré que l’exposition à la dieldrine devait conduire à une 

modification du degré d’acétylation des histones, et plus particulièrement une diminution du 

taux d’acétylation. Nous avons cherché à savoir si l’exposition à la dieldrine engendrait une 

modification globale du taux d’acétylation des histones, et si les histones H3 étaient affectées. 



 

 165 

L’acétylation des histones a été étudiée à partir de têtes provenant de drosophiles adultes 

exposées ou non à la dieldrine, pour deux âges: 2 et 6 jours. Une analyse par western blot a 

été réalisée pour déterminer tout d’abord la quantité d’histones H3 acétylées. Les résultats 

sont présentés sur la figure 66. Pour les femelles âgées de 2 jours, la quantité d’histones H3 

acétylées est similaire chez les témoins et chez les individus exposés à la dieldrine. Cependant 

pour les femelles âgées de 6 jours, une différence entre les deux groupes est observée. 

L’acétylation des histones H3 apparaît plus importante chez les témoins. Cependant la 

différence d’acétylation des histones H3 entre les deux groupes n’est pas significative 

(p>0,05, test de Tukey). Ce résultat suggère néanmoins que la dieldrine pourrait induire une 

baisse globale de l’acétylation des histones H3 pour les femelles exposées à l’insecticide en 

particulier au niveau du cerveau.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 66: Quantification de l’acétylation des histones H3 chez des femelles exposées à la 

dieldrine. Les femelles sont élevées tout au long de la vie en absence ou en présence de 

dieldrine. Une extraction d’histones est réalisée à partir des têtes de drosophiles âgées de 2 

ou 6 jours exposées (gris) ou non (blanc) à la dieldrine 1µM. L’acétylation des histones H3 

est ensuite évaluée par Western blot. Les barres d’erreurs correspondent à l’erreur standard 

à la moyenne. Le graphique ne montre pas de différence significative pour l’acétylation des 

histones H3 entre les femelles exposées ou non à la dieldrine. 

 

De plus, ces résultats sont en accord avec les expériences précédentes car la trichostatine A 

(favorise l’état acétylé des histones) restaure le phénotype locomoteur des drosophiles 

exposées à la dieldrine. Il serait également intéressant de regarder l’état de l’acétylation des 

histones H4. 
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III.6-Un transporteur ABC impliqué dans la sensibilité à la dieldrine? 

 Au cours des expériences précédentes concernant l’étude du rôle des HDACs ou 

HATs dans le déficit locomoteur induit par la dieldrine, nous avons rencontré un problème 

qui finalement peut se révéler intéressant. Nous voulions tester l’effet d’une perte de fonction 

dans deux gènes codant des HATs différentes, à savoir nejire (nej) qui code la CBP et Gcn5. 

Le gène nej avait été choisi car une étude menée chez la souris avait montré une augmentation 

de la protéine CBP après une exposition à la dieldrine dans des cellules dopaminergiques en 

culture (Song et al., 2010). Pour cela, la souche w[*] nej[3]/FM7c  (BL: 3729), qui porte un 

allèle nul de nejire, a été utilisée. Cette souche étant dans un fond génétique mutant pour 

white, nous avons comparé l’effet de la dieldrine sur l’activité locomotrice des femelles w[*] 

nej[3]/FM7c et des femelles w1118 comme témoins. Au cours du test de climbing, nous avons 

rapidement constaté que les femelles témoins w1118 ne réagissaient pas de la même façon que 

les femelles Oregon-R à la dieldrine. En effet l’activité locomotrice des femelles w1118 n’est 

pas affectée par l’exposition à la dieldrine, contrairement à ce qui est observé pour les 

femelles Oregon-R. Même après plus de trois semaines, plus de 60% des femelles w1118 sont 

toujours capables de grimper qu’elles soient exposées ou non à la dieldrine (figure 67) alors 

qu’à cet âge la plupart des femelles Oregon-R exposées sont mortes. Il apparaît donc que le 

mutant w1118 présente une sensibilité à la dieldrine moindre que les drosophiles Oregon-R.  

Le gène white code pour un transporteur ABC qui joue un rôle dans le transport des pigments 

de l’œil. Le transporteur White pourrait donc jouer un rôle dans la neurotoxicité vis-à-vis de 

la dieldrine.  
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Figure 67: Activité locomotrice des femelles w118 exposées à la dieldrine. L’activité 

locomotrice des femelles w118 en absence (�, n=49) ou en présence de dieldrine 1µM (�, 

n=42) a été comparée à celle des femelles Oregon-R exposées (�, n=77) ou non (�, n=84) à 

la dieldrine 1µM au cours du temps. L’activité locomotrice est mesurée toute les semaines 

dans un environnement spécifique (voir matériel et méthodes) et correspond au pourcentage 

de drosophiles capables de grimper en haut d’un tube en 15s. Les barres d’erreurs 

correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Le graphique met en évidence que 

l’exposition à la dieldrine des femelles w118 n’affecte pas leur activité locomotrice. Les étoiles 

indiquent une différence significative (** p<0,01;*** p<0,001; test de Tukey).  
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IV-Discussion. 

 Le but de ce travail était de savoir si on pouvait modéliser chez la drosophile la 

neurodégénérescence induite par des insecticides neurotoxiques chez l’homme. Pour cela la 

dieldrine a été choisie car elle semble être un facteur favorisant la maladie de Parkinson. 

L’étude s’est donc portée sur l’effet d’une exposition chronique à la dieldrine sur la souche de 

drosophiles Oregon-R. Les doses de dieldrine que nous avons utilisées sont des doses faibles, 

le plus proche possible de ce qui peut être retrouvé dans la nature. 

 

 

IV.1-La dieldrine induit une neurodégénérescence chez la drosophile. 

 La neurodégénérescence peut se traduire chez la drosophile par plusieurs phénotypes 

comportementaux: une diminution de la durée de vie, un déficit d’activité locomotrice, une 

perte de la capacité d’apprentissage ou de la mémoire (Hirth, 2010). Lors de cette étude, nous 

avons donc choisi de nous focaliser sur la durée de vie et l’activité locomotrice.  

 

La durée de vie de la drosophile est comprise entre 40 et 120 jours, et dépend de la nature de 

l’alimentation et de facteurs de stress (Piper et al., 2005; Pletcher et al., 2005). Par exemple, 

une source de nourriture riche en sucres et en cholestérol (e.g; 15% sucres/levure) diminue la 

durée de vie des drosophiles (Figure 68).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 68: Durée de vie de la drosophile en fonction du régime alimentaire. La drosophile 

vit moins longtemps en présence d’un milieu riche (�) supplémenté en cholestérol et en 

sucres. (d’après Hirth, 2010). 
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De plus, il a été montré dans de nombreux modèles de maladies neurodégénératives chez la 

drosophile, une altération de la durée de vie (Shulman et al., 2003). Ces similarités entre les 

facteurs influençant le vieillissement et la durée de vie chez l’homme et chez la drosophile, 

permettent d’utiliser ce phénotype comme un des éléments clés pour caractériser la 

neurodégénérescence induite par la dieldrine. 

 

Le milieu de culture utilisé au cours de cette étude est un milieu standard (Formula 4-24 ® 

Instant Drosophila Medium) qui permet une durée de vie de l’ordre de 120 jours pour les 

groupes témoins exposés seulement au DMSO dans lequel est préparée la dieldrine. Si on 

compare aux résultats publiés dans la littérature, on peut constater que c’est une durée de vie 

attendue pour ce type de milieu. Les résultats que nous avons obtenus, après exposition à la 

dieldrine, montrent bien que la durée de vie de l’adulte est considérablement diminuée, en 

particulier chez les femelles pour la dose 1µM où la durée de vie est réduite d’un facteur 4. 

Cette diminution de la durée de vie est dose dépendante et apparaît surtout à partir de la dose 

0,5µM. Une hypothèse possible pour expliquer la réduction de la durée de vie pour la dose 

1µM était que les drosophiles adultes se nourrissaient peu ou pas à cause d’un effet répulsif de 

la dieldrine. Nous avons pu écarter cette hypothèse en réalisant un test de préférence 

alimentaire qui a montré que la dieldrine n’avait pas d’effet répulsif chez les adultes. On peut 

donc proposer que la diminution de la durée de vie des drosophiles exposées à la dieldrine 

reflète une neurodégénérescence. 

 

L’activité locomotrice est un autre facteur reflétant l’état du système nerveux. Chez l’homme 

les maladies neurodégénératives, comme les maladies de Parkinson, d’Alzheimer ou de 

Huntington, se traduisent par des problèmes de coordination des mouvements. De même les 

modèles de la maladie de Parkinson développés chez la drosophile montrent aussi des 

problèmes locomoteurs (Feany et Bender, 2000; Auluck et al., 2002; Martin, 2003) en 

particulier chez un modèle d’exposition à la roténone (Coulom et Birman, 2004). L’activité 

locomotrice peut se mesurer de plusieurs façons: soit on mesure l’activité locomotrice 

spontanée (basé sur le trajet effectué par la drosophile en un temps donné), soit on réalise un 

test de ``climbing´´ qui est basé sur le géotaxisme négatif de la drosophile. C’est ce dernier 

test, couramment utilisé, qui a été appliqué dans cette étude. Les résultats montrent clairement 

que l’exposition à la dieldrine affecte l’activité locomotrice chez les femelles puisque 

seulement 42,1% des drosophiles exposées arrivent en haut du tube pendant le temps imparti 

contre 79,6% pour les drosophiles témoins (âge: 4 jours). Là encore, nous avons constaté que 
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l’effet de la dieldrine sur l’activité locomotrice était dose dépendante (effet le plus fort à 

1µM). Il est intéressant de remarquer à ce stade, que c’est l’exposition à l’état larvaire qui est 

plus importante pour induire une diminution de l’activité locomotrice. Toutefois, l’effet d’une 

exposition à la fois au stade larvaire et au stade adulte a des effets plus importants, ce qui 

suggère qu’il y a des effets cumulatifs. La dieldrine a donc déclenché des évènements durant 

le stade larvaire qui auront des répercussions sur l’activité locomotrice de l’adulte et qui 

s’ajouteront aux effets de l’exposition chez l’adulte. 

 

Ces deux premiers résultats, effet sur la durée de vie et sur l’activité locomotrice, suggèraient 

donc fortement que la dieldrine pouvait induire des phénomènes de neurodégénérescence chez 

la drosophile. Nous avons alors cherché à savoir plus précisément quelles structures du 

cerveau étaient affectées par l’exposition à la dieldrine. Cette dernière est connue pour être 

toxique vis-à-vis des neurones dopaminergiques chez la souris (Drechsel et Patel, 2008). S’il 

en est de même chez les drosophiles exposées à la dieldrine, alors on pouvait imaginer que le 

déficit locomoteur serait sauvé par un apport de L-DOPA dans le milieu de culture. La L-

DOPA est un précurseur de la dopamine qui est d’ailleurs administrée aux patients 

parkinsoniens pour compenser la perte de dopamine due à la dégénérescence des neurones 

dopaminergiques. De plus, Riemensperger et ses collaborateurs (2011) ont montré chez la 

drosophile que le comportement locomoteur était modulé par le taux de dopamine dans le 

système nerveux. Nous avons effectivement constaté que la présence de L-DOPA dans le 

milieu d’élevage restaurait en grande partie l’activité locomotrice des drosophiles, ce qui 

suggérait très fortement que chez la drosophile, les neurones dopaminergiques étaient aussi 

affectés par la dieldrine. Un marquage des neurones dopaminergiques chez la larve et l’adulte 

a donc été effectué. Chez la larve, nous n’avons pas pu mettre en évidence d’altérations des 

neurones dopaminergiques. Toutefois, il faut remarquer qu’aux doses utilisées, la dieldrine 

n’a pas d’effet sur la viabilité des larves, et leur activité locomotrice n’a pas été évaluée. 

L’absence d’altération des neurones dopaminergiques dans le cerveau de la larve ne reflète 

peut être pas le fait que la dieldrine n’induit pas d’effets directs sur la larve.  

Chez l’adulte, les résultats obtenus suggèrent une perte au niveau des neurones du cluster 

PPM3 (protocerebral posterior medial 3) chez les drosophiles adultes exposées à la dieldrine. 

Les neurones du cluster PPM3 se projettent dans des structures spécifiques comme le FSB 

(fan-shaped body) et le EB (ellipsoid body) qui composent le complexe central impliqué dans 

le contrôle du comportement locomoteur (White et al., 2010; Kong et al., 2010). De plus, la 

dégénérescence des neurones dopaminergiques du cluster PPM3 est également retrouvée pour 
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des modèles de la maladie de Parkinson chez la drosophile, présentant des déficits 

locomoteurs. Ces modèles concernent l’étude de certains gènes impliqués dans la maladie de 

Parkinson chez l’homme comme l’expression de différents variants humains de LRRK2 (Liu 

et al., 2008; Ng et al., 2009) et l’inactivation de l’expression de PINK1 par un ARN 

interférence (Wang et al., 2006). La maladie de Parkinson peut également être modélisée chez 

la drosophile après exposition à la roténone (Coulom et Birman, 2004). Dans cette étude, les 

auteurs ont montré que l’exposition des adultes à la roténone affectait le comportement 

locomoteur (géotaxie négative) pour des doses sublétales de cet insecticide, dès 25µM. Ce 

déficit locomoteur a été corrélé à une perte des neurones dopaminergiques. Cette perte est 

observée pour tous les groupes de neurones dopaminergiques. Dans les cas les plus graves, les 

auteurs ont constaté une perte totale pour le cluster PPM3 ou les clusters PAM et PAL. Ils ont 

également montré que le déficit locomoteur était en partie sauvé par un apport de L-DOPA, 

mais pas la perte de neurones dopaminergiques. Ces résultats sont en partie semblables à ceux 

que nous obtenons à savoir un déficit locomoteur des drosophiles exposées à la dieldrine 

sauvé par un apport de L-DOPA. Cependant, l’exposition à la dieldrine n’affecte pas aussi 

gravement les neurones dopaminergiques. En effet, nous n’observons pas de perte des 

neurones dopaminergiques dans tous les clusters, seul le cluster PPM3 serait affecté après une 

exposition à la dieldrine. Cette différence pourrait refléter des mécanismes d’action différents. 

La roténone du fait de son action inhibitrice sur le complexe I mitochondrial pourrait être à 

l’origine d’une accumulation de ROS et donc de stress oxydatif auquel les neurones 

dopaminergiques sont particulièrement sensibles. Ceci est renforcé par le fait que l’addition 

de L-DOPA sauve le déficit locomoteur mais pas la perte des neurones dopaminergiques alors 

que la mélatonine, un antioxydant, sauve à la fois le déficit locomoteur et la perte des 

neurones dopaminergiques (Coulom et Birman, 2004). Dans le cas de notre étude, il serait 

intéressant de regarder si la dieldrine induit un stress oxydatif chez les drosophiles exposées à 

la dieldrine. En effet, chez la souris, l’exposition durant 30 jours à la dieldrine induit une 

augmentation du glutathion dans le striatum suggérant un stress oxydatif (Hatcher et al., 

2007). De plus, une autre étude montre une production de ROS dans des cellules PC12 

(cellules dopaminergiques de rats) après 5 min d’exposition à la dieldrine. L’ajout de SOD 

(superoxide dismutase) inhibe la production de ROS mais aussi l’apoptose des cellules PC12 

traitées à la dieldrine (Kitazawa et al, 2001). Il faudrait déterminer si dans notre modèle, 

l’exposition à la dieldrine induit également un stress oxydatif en (i) en évaluant la quantité de 

certains marqueurs de stress oxydatif ou (ii) en ajoutant des molécules ayant des propriétés 

antioxydantes dans le milieu d’élevage. (i) Pour cela, il faudrait évaluer la quantité de ROS 
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dans le corps entier de drosophiles exposées ou non à la dieldrine ou encore en mesurant 

l’activité enzymatique de la SOD (Hosamani et al., 2010). (ii) Il serait également intéressant 

d’évaluer l’effet d’antioxydants sur le comportement locomoteur des drosophiles exposées à 

la dieldrine en ajoutant de la créatine ou de la mélatonine dans le milieu d’élevage. En effet, 

ces produits ont déjà montré leur efficacité chez des drosophiles exposées à la roténone 

(Hosamani et al., 2010; Coulom et Birman, 2004). 

Il faut aussi remarquer, que dans les modèles de la maladie de Parkinson basés sur 

l’expression d’α-synucléine humaine, la perte des neurones dopaminergiques est beaucoup 

plus restreinte (20 à 50%) dans 2 clusters (DM: dorsomedial, DL1: dorsolateral 1) de 

neurones dopaminergiques (Feany et Bender, 2000; Auluck et al., 2002). Récemment, 

Riemensperger et ses collaborateurs (2013) ont montré que l’expression d’une forme 

pathologique de l’α-synucléine (A30P) dans un petit groupe de 15 neurones dopaminergiques 

du cluster PAM suffisait à induire une perte de l’activité locomotrice. De façon intéressante 

ils ont également montré que ce déficit ne s’accompagnait pas de la perte de neurones 

dopaminergiques, mais plutôt de défauts au niveau des terminaisons synaptiques. Il est 

possible que dans notre modèle, la perte d’activité locomotrice soit due non pas à une perte de 

neurones dopaminergiques mais plutôt à des défauts au niveau des terminaisons synaptiques 

pour ces neurones. Pour cela, il faudrait tout d’abord valider si oui ou non, une perte de 

neurones dopaminergiques est effectivement observée chez les drosophiles exposées à la 

dieldrine. Un marquage par immunohistochimie avec des anticorps dirigés contre la caspase 3 

clivée pourrait mettre en évidence l’apoptose dans ces neurones. 

 

 

IV.2-Mise au point de l’Imagerie par Résonance Magnétique. 

 L’exposition à la dieldrine affecte les neurones dopaminergiques chez l’adulte, mais 

nous avons voulu savoir si d’autres structures du cerveau pouvaient être altérées par cette 

exposition. Pour cela nous avons utilisé une nouvelle technique qui commençait à être mise 

au point dans notre équipe. Il s’agit de l’Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM). L’IRM 

est couramment utilisée chez l’homme, en particulier pour visualiser les tissus mous comme 

le cerveau, et aussi chez les petits animaux comme le lapin, le rat ou la souris. Jusque-là, 

quelques études IRM avaient été réalisées sur de gros insectes comme le sphinx du tabac, la 

mouche à viande, le scarabée ou encore l’abeille (Michaelis et al., 2005; Jasanoff et Sun, 

2002; Haddad et al., 2004; Hart et al., 2003; Schilling et al., 2012). Une seule étude a été 
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réalisée chez la drosophile en utilisant un aimant à très haut champ 18,8T (Null et al., 2008). 

Le problème pour faire de l’IRM sur la drosophile, et en particulier sur son cerveau, est sa très 

petite taille, ce qui pose des problèmes de sensibilité. Ceux-ci ont pu être résolus par l’équipe, 

en développant de nouvelles bobines et séquences d’acquisition avec un aimant à haut champ, 

9,4T (Même et al., 2013). J’ai d’ailleurs participé au cours de mon stage de Master 1 aux 

premiers essais d’IRM chez la drosophile, ce qui m’a permis d’utiliser facilement cette 

technique pour l’étude des cerveaux des drosophiles exposées à la dieldrine. Dans un premier 

temps, les séquences d’acquisition utilisées nous ont permis d’atteindre une résolution de 

10.10.80µm pour un temps d’acquisition raisonnable de 1h30. Les premières images ainsi 

obtenues montraient clairement que l’exposition à la dieldrine induisait des modifications 

importantes de la structure du cerveau. En effet des zones d’hyposignal (plus sombres) étaient 

visibles, ce qui signifiait une structure moins dense soit une altération de la structure tissulaire 

du cerveau. Toutefois, il était difficile avec cette résolution, de dire quelles structures du 

cerveau étaient affectées. De nouvelles séquences d’acquisition, permettant d’atteindre une 

résolution de 10.10.20µm en 4 heures, ont alors été mises en place. La résolution alors 

obtenue m’a permis de commencer à identifier différentes structures sur les images IRM, en 

comparant les images IRM avec les images d’histologie de l’université de Freiburg 

(http://filab.biologie.uni-freiburg.de/Atlas/text/paraffinFi.html). En utilisant ces nouvelles 

séquences, nous avons alors pu commencer à identifier les régions du cerveau qui étaient en 

hyposignal après exposition à la dieldrine (structure moins dense). Une altération a ainsi pu 

être mise en évidence pour les structures suivantes: le protocerebrum, la medulla et le lobe 

antennaire. Le protocerebrum est une structure complexe composée elle-même de 4 

structures: les corps pédonculés, la pars intercerebralis, les lobes optiques et le complexe 

central. Or cette dernière structure est impliquée dans le contrôle de l’activité locomotrice 

chez la drosophile (Strauss, 2002; Kong et al., 2010). De plus, les neurones dopaminergiques 

PPM3 affectés par la dieldrine se projectent dans cette structure. L’exposition des femelles à 

la dieldrine peut donc conduire à une perturbation importante de cette voie neuronale. 

Le lobe antennaire est une structure également affectée après exposition à la dieldrine. Cette 

structure est impliquée dans le traitement des informations olfactives. Certains neurones 

GABAergiques (multiglomerular local interneurons, LNs) joue un rôle dans l’inhibition des 

neurones du lobe antennaire dans les phénomènes d’acoutumance. De plus, l’augmentation de 

la transmission GABAergique est suffisante pour perturber l’olfaction chez la drosophile (Das 

et al., 2011). Sachant que la dieldrine est un neurotoxique pour les récepteurs GABA, cet 

insecticide pourrait donc perturber le système olfactif chez la drosophile. Il serait donc 
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possible de regarder le comportement olfactif chez les drosophiles exposées à la dieldrine par 

un test Y-maze par exemple. Dans les cas les plus graves, la dieldrine est donc capable 

d’induire des altérations globales du cerveau chez la drosophile, non restreintes aux neurones 

dopaminergiques, alors que le modèle roténone (Coulom et Birman, 2004) est spécifique des 

neurones dopaminergiques et ne montre pas d’altérations visibles de la morphologie ou de la 

taille du cerveau. A nouveau, ceci suggère que les mécanismes impliqués dans ces deux 

modèles doivent être, au moins en partie, différents. Cependant, les méthodes utilisées sont 

bien différentes. Dans notre cas, nous avons utilisés l’IRM alors que pour le modèle roténone, 

les auteurs ont utilisés un immunomarquage des neurones du cerveau de la drosophile 

(immunomarquage avec un anticorps anti-Elav). Chez les drosophiles exposées à la dieldrine, 

un immunomarquage des neurones du cerveau serait donc nécessaire pour déterminer si la 

neurodégénérescence est spécifique des neurones dopaminergiques ou au contraire répandu à 

d’autres types de neurones, ce qui est suggéré par les résultats obtenus avec l’IRM.  

 

L’avantage de cette technique IRM est évident, surtout en terme de temps: 4 heures 

d’acquisition, contre plusieurs jours pour avoir un résultat en immunohistochimie, ou en 

coupes histologiques. D’autre part on peut avoir une information sur toutes les structures du 

cerveau en une seule expérience sans à priori. Evidemment, les informations données par cette 

technique ne sont pas forcément de la même nature que celles obtenues en 

immunohistochimie, mais elles sont complémentaires et peuvent permettre d’orienter 

rapidement une analyse immunohistochimique vers une structure particulière du cerveau. De 

plus, des modifications visibles en IRM peuvent être non détectables par les méthodes 

classiques de microscopie puisque le principe sur lequel est basée l’imagerie est 

complètement différent. 

 

 

IV.3-La dieldrine affecte l’homéostasie des phospholipides: étude par HRMAS. 

 Quel est l’impact de l’exposition à la dieldrine sur le métabolome de la drosophile? Le 

cas échéant, les modifications du métabolome peuvent elles expliquer la neurodégénérescence 

induite par la dieldrine? C’est à ces questions que nous avons voulu apporter des réponses.  

Le métabolome peut être défini comme l’ensemble des petites molécules de signalisation 

comme le glucose, l’ATP, les neurotransemetteurs, les lipides présents dans les cellules, les 

tissus ou les fluides du corps (Kristal and Shurubor 2005). Différentes méthodes permettent 
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d’appréhender le métabolome d’un organisme comme la spectroscopie de masse ou la RMN 

du liquide. Ces deux méthodes sont évidemment destructives pour l’échantillon si on 

s’intéresse aux tissus. Nous avons décidé d’utiliser une méthode qui permet de travailler sur la 

drosophile entière et vivante, il s’agit de RMN par rotation à l’angle magique (HRMAS). 

Cette méthode a été développée au cours de ma thèse en collaboration avec le CEMHTI 

(CNRS, Orléans) et avec Nicolas Joudiou aussi en thèse dans notre équipe. Righi et ses 

collaborateurs avaient montré la faisabilité de cette approche chez la drosophile, et cette 

technique a été adaptée au CEMTHI sur le spectromètre 17,6T (Righi et al., 2010). Nous 

avons montré par cette technique que les drosophiles exposées à la dieldrine pouvaient se 

caractériser d’une part par une diminution des acides gras et du glycérol et d’autre part par 

une augmentation de la phosphocholine et de la phosphoéthanolamine. L’augmentation de la 

phosphocholine et de la phosphoéthanolamine dans les drosophiles exposées vient d’être 

confirmée au laboratoire par une étude en RMN liquide du proton sur des extraits de 

drosophiles entières.  

Le glycérol est un intermédiaire important dans la synthèse des triacylglycérols ou TG 

(Kennedy pathway). En effet la phosphorylation du glycérol conduit au glycérol-3-phosphate 

(G-3-P) qui entre directement dans le cycle de Kennedy (Figure 69) (Kühnlein, 2012). La 

synthèse des TGs nécessite aussi la présence d’acides gras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 69: Voie de synthèse des triacylglycérols (TGs) et stockage dans les gouttelettes 

lipidiques (LDs). Les enzymes de la voie de biosynthèse du glycérol-3-phosphate sont 

représentées en bleu, les lipases en vert et les protéines modulatrices associées au LDs en 

rouge. G-3-P: glycérol-3-phosphate; LPA: acide lysophosphatidique; PA: acide 

phosphatidique; DG: diacylglycérol; MG: monoacylglycérol; TG: triacylglycérol; PI: 

phosphatidylinositol; PG: phosphatidylglycérol; PE: phosphatidyléthanolamine; PC: 

phosphatidylcholine; PS: phosphatidylsérine; FA-CoA: acide gras-coenzyme A; PLIN1,2: 

périlipine1 et périlipine2. (d’après Kühnlein, 2012). 
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La diminution du taux de glycérol et des acides gras chez les drosophiles exposées à la 

dieldrine suggère qu’elles peuvent présenter un défaut dans la production de TGs et donc 

qu’elles sont déficitaires en réserves énergétiques. En effet, les TGs constituent la forme 

majeure de stockage des lipides et sont retrouvés au niveau de goutelettes lipidiques (Lipid 

droplets ou LDs).  

 

Chez la larve, les LDs sont localisées essentiellement au niveau du corps gras, organe de 

stockage chez la drosophile. On trouve aussi des LDs dans d’autres organes ou cellules, 

comme dans des régions particulières de l’intestin, au niveau de la musculature de 

``l’hindgut´´ ou encore au niveau des tubes de Malpighi. Au cours de la métamorphose, le 

corps gras est détruit, mais les cellules (``flat cells´´) qui le constituaient persistent et flottent 

librement dans la pupe. L’adulte qui émerge, contient ces ``flat cells´´, qui dérivent de la 

larve, pendant les premiers jours de la vie. Ces cellules sont ensuite détruites et la majorité des 

LDs est alors stockée dans le corps gras de l’adulte. Le corps gras constitue le tissu principal 

de stockage de molécules de réserves énergétiques comme le glycogène et les TGs. Il faut 

remarquer que la dieldrine est principalement stockée au niveau des corps gras et de fait peut 

altérer la fonction de stockage de réserves énergétiques de ce tissu, soit directement en 

induisant une destruction du corps gras, soit indirectement en interférant avec le métabolisme 

ou les voies établies entre le cerveau et le corps gras permettant de maintenir le métabolisme 

énergétique.  

 

Comment expliquer l’augmentation de la phosphocholine et de la phosphoéthanolamine après 

exposition à la dieldrine? Ces deux molécules sont des intermédiaires dans la biosynthèse de 2 

phospholipides (figure 70A): la phosphatidylcholine (PC) et la phosphatidylethanolamine 

(PE) et proviennent respectivement de la phosphorylation de la choline et de l’éthanolamine. 

Elles peuvent aussi provenir de la dégradation des phospholipides (figure 70B). 

 

Il faut remarquer que la synthèse des phospholipides dépend de la voie de synthèse des TGs. 

En effet la synthèse de la PC ou de la PE nécessite les DGs qui sont des intermédiaires de la 

voie des TGs. On peut donc imaginer que, comme chez les drosophiles exposées à la dieldrine 

le pool de glycérol et d’acides gras est plus faible, il y a peu de synthèse de PC et de PE et 

donc accumulation de phosphocholine et de phosphoétanolamine. 
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Figure 70: Voie de biosynthèse de la phosphatidyléthanolamine (PE) et de la 

phosphatidylcholine (PC). (A) Synthèse de la PE à partir de l’éthanolamine et de la PC à 

partir de la choline. (B) Biosynthèse et dégradation de la PC. La PC est dégradée par la 

PLA2 (phospholipase 2) pour former des acides gras libres (FFA) et du lyso-PC. Celui-ci est 

ensuite converti en glycérophosphocholine (GPCh) et en acides gras par des 

lysophospholipases (lyso-PLase). Différentes diestérases permettent la transformation du 

GPCh en phosphocholine et en choline. La phosphocholine peut ensuite être condensée avec 

du CTP par la cytidyltransférase (CT) pour former du CDP-choline qui sera ensuite couplée 

à l’acide phosphatidique (choline phosphotransférase, CPT). 

 

Les phospholipides, et en particulier la PE et la PC sont très importants pour la constitution 

des membranes cellulaires, en particulier pour la formation des membranes des neurones 

(Futerman and Banker 1996). Ils forment l’architecture des membranes et sont responsables 

de leur fluidité et de leur perméabilité. Ces phospholipides sont aussi nécessaires pour la 

croissance axonale (Chaves et al. 1995). En plus de leur rôle dans l’architecture des 

membranes des neurones, les phospholipides constituent également une source de lipides 
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comme seconds messagers. On peut donc imaginer: si la dieldrine induit une diminution de la 

synthèse de PE et PC, cela aura un impact important sur l’intégrité des membranes, en 

particulier sur les membranes des neurones. On peut donc imaginer que les modifications du 

métabolisme des lipides induites par l’exposition à la dieldrine se traduisent par des troubles 

neurologiques, expliquant ainsi le déficit d’activité locomotrice chez les drosophiles traitées à 

la dieldrine. De plus, le déficit en PE et PC doit avoir un effet sur la fluidité des membranes 

des neurones ce qui peut, peut être, rendre compte des modifications de signal observées en 

IRM. Il existe des exemples de maladies neurodégénératives qui semblent liées à des 

modifications du métabolisme des phospholipides. En particulier il a été montré que dans un 

modèle de la maladie de Sandhoff chez la souris, le métabolisme des phospholipides était 

affecté avec, en particulier, une baisse des taux de phospholipides (Buccoliero et al., 2004). 

De même il a été montré sur des cerveaux provenant de sujets atteints de la maladie de Tay 

Sachs ou de Sandhoff des taux réduits de phospholipides (Sandhoff et al. 1971). Il est 

intéressant de noter que des taux anormaux de PC ont aussi été observés pour d’autres 

maladies neurodégénératives (Klein, 2000).  

 

Pour conclure, il apparaît que l’exposition à la dieldrine induit des modifications importantes 

du métabolisme des lipides et probablement en particulier des phospholipides (PE et PC). 

Cela peut avoir deux conséquences sur la drosophile: (i) diminution de ses réserves 

énergétiques, (ii) altération des membranes cellulaires et des neurones en particulier. Ces 

observations peuvent rendre compte, au moins en partie, des phénotypes observés comme la 

diminution de la durée de vie et le déficit de l’activité locomotrice. 

 

Evidemment, des expériences complémentaires sont à réaliser pour conforter ces hypothèses, 

comme par exemple: (i) Montrer une altération des phospholipides spécifiquement dans le 

cerveau. Cela pourra être réalisé soit par HRMAS localisée, les séquences étant maintenant au 

point au CEMHTI, soit par RMN 1H sur des extraits de têtes de drosophiles exposées ou non à 

la dieldrine, ou par des méthodes de chromatographie. (ii) Montrer que le métabolisme des 

lipides au niveau du corps gras est affecté. Plusieurs méthodes permettent de détecter les TGs 

dans l’hémolymphe (TGs circulants), dans l’ensemble de la drosophile, ou encore dans un 

organe particulier par coloration (Oil-Red-O et BODIPY) (Kohyama-Koganeya et 

Hirabayashi, 2010). (iii) Etudier le corps gras chez l’adulte en utilisant des lignées exprimant 

la GFP spécifiquement dans le corps gras. La mesure de la GFP nous renseignera sur l’état du 

corps gras. 
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IV.4-Des processus épigénétiques sont impliqués dans la neurodégénérescence 

induite par la dieldrine. 

 Notre étude de l’impact d’une exposition à la dieldrine chez la drosophile a également 

mis en évidence l’implication de processus épigénétiques. On observe une baisse de 

l’acétylation des histones H3 chez les femelles exposées à la dieldrine âgées de 6 jours. De 

plus, la présence d’un inhibiteur des histones désacétylases (trichostatine A) dans le milieu 

d’élevage restaure l’activité locomotrice, de même que la perte d’une dose de Rpd3 qui code 

une HDAC. La balance entre l’activité des HATs et des HDACs est un processus très 

important qui permet de réguler l’expression des gènes conduisant à une activité neuronale 

normale. Une perturbation de l’homéostasie entre l’activité des HATs et des HDACs pourrait 

induire des défauts dans l’expression des gènes en particulier favoriser l’expression de gènes 

proapoptotiques et diminuer l’expression de gènes permettant la survie de la cellule, 

conduisant à une neurodégénérescence (Saha et Pahan, 2006). De nombreuses maladies 

neurodégénératives ont d’ailleurs été reliées à des altérations épigénétiques comme par 

exemple les maladies de Parkinson, de Huntington ou encore l’ataxie de Friedreich qui ont été 

corrélées à une hypoacétylation des histones (Portela et Esteller, 2010). Ces données 

permettraient d’expliquer les résultats obtenus avec la trichostatine A et la baisse 

d’acétylation des histones H3 qui pourrait conduire à une neurodégénérescence. Cependant, 

nos résultats restent des résultats préliminaires qu’il faut confirmer et compléter. Plusieurs 

pistes sont envisagées: (i) étudier d’autres modifications d’histones, comme la méthylation 

des lysines ou la phosphorylation, et étudier ces modifications au cours du temps chez des 

drosophiles exposées, (ii) poursuivre les études sur les mutants de différentes HDACs, (iii) 

reprendre l’étude sur les mutants HATs, en utilisant une autre stratégie qui consisterait à 

inhiber une HAT spécifiquement dans le cerveau des drosophiles en utilisant des souches 

exprimant des RNAi spécifiques de HATs sous contrôle des séquences UAS et des drivers 

Gal4 spécifiques du cerveau, voire de certaine régions du cerveau, (iv) regarder les gènes qui 

sont concernés par ces modifications épigénétiques (ChIP Seq par exemple). 

 

 

IV.5-Les mâles et les femelles ne montrent pas la même sensibilité à la dieldrine. 

 Au cours des différents tests réalisés, nous avons constaté qu’après exposition à la 

dieldrine, les mâles et les femelles ne se comportaient pas de la même façon. En effet, les 

mâles sont apparus beaucoup moins sensibles à la dieldrine que les femelles. L’exposition à la 
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dieldrine a peu d’effets sur la durée de vie des mâles qui se trouve diminuée de 31 jours pour 

la dose la plus forte alors qu’elle est diminuée de 78 jours pour la même dose chez les 

femelles. Nous avons également constaté que l’activité locomotrice n’était pas affectée chez 

les mâles, contrairement à ce qui est observé chez les femelles. Pourquoi cette différence entre 

les deux sexes? 

Il est bien connu que chez la drosophile, les mâles et les femelles ne répondent pas de la 

même façon à des modifications génétiques ou environnementales qui rallongent la durée de 

vie (Shen et al., 2009). De même, la différence de comportement entre les mâles et les 

femelles vis-à-vis d’un xénobiotique est assez courante. Par exemple, l’étude sur 

l’imidaclopride présentée dans la première partie de ma thèse a également montré une 

différence entre les deux sexes, avec les mâles moins sensibles que les femelles dans le cas 

d’une intoxication chronique. Ces phénomènes sont mal compris, en grande partie, aussi, 

parce qu’on connaît mal les mécanismes de vieillissement. Comme discuté dans le premier 

article on peut faire l’hypothèse que cette différence reflète une différence dans l’expression 

de cytochromes P450 entre les mâles et les femelles. Une autre possibilité est que le cerveau 

des mâles n’est pas identique à celui des femelles et qu’il est moins sensible à la 

neurodégénérescence induite par la dieldrine. Il est aussi souvent proposé que la différence de 

durée de vie entre mâles et femelles est liée à des fonctions de reproduction. Par exemple, 

chez l’Homme, l’augmentation de la durée de vie a été corrélée avec un petit nombre de 

descendants (Westendorp et Kirkwood, 1998). On peut alors proposer une troisième 

hypothèse qui est liée au fait que la dieldrine induit une baisse importante des réserves 

énergétiques. Les fonctions reproductrices de la femelle ont probablement un coût en terme de 

réserves énergétiques plus importantes. En effet au cours de l’ovogénèse, celles-ci produisent 

des ovocytes qui stockent des goutelettes lipidiques (lipid droplets ou LDs) pour assurer le 

développement embryonnaire. Elles seraient donc plus affectées par une exposition à la 

dieldrine. Il a été montré que l’élimination des cellules germinales chez l’adulte induit une 

augmentation de la durée de vie moyenne plus importante chez les femelles que chez les 

mâles (Flatt et al., 2008). L’élimination des cellules germinales chez la drosophile conduit 

également à une augmentation de l’expression des dilps (Drosophila insulin-like peptides). Il 

serait, évidemment, très intéressant de caractériser la fécondité des femelles exposées à la 

dieldrine, comme ce qui a été réalisé pour l’exposition à l’imidaclopride, et également 

d’évaluer l’impact de l’exposition à la dieldrine sur la voie de l’insuline. 

 

 



 

 181 

IV.6-Un transporteur ABC pourrait être impliqué dans la sensibilité à la 

dieldrine. 

 La coloration de l’œil chez la drosophile est due à la présence de 2 pigments: la 

drosoptérine (pigment rouge) et un ommochrome (pigment brun). Les gènes white, scarlet et 

brown codent des sous-unités qui forment des transporteurs hétérodimériques (White/Scarlet 

ou White/Brown) de type ABC. Ils permettent le transport du tryptophane (White et Scarlet) 

et de la guanine (White et Brown) à travers la membrane des cellules pigmentaires de l’œil 

(Figure 71). Ces composés sont les précurseurs des pigments de l’œil (drosoptérines et 

ommochromes). Cependant, une étude a montré que ces gènes n’étaient pas seulement 

exprimés dans les cellules pigmentaires de l’œil mais également dans le cerveau (Campbell et 

Nash, 2001). Dans cette étude, les auteurs ont montré que, le mutant white et le mutant brown 

étaient moins sensibles aux anesthésiques que les individus sauvages ce qui suggère que ces 

deux gènes ont également une fonction dans le système nerveux de la drosophile.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 71: Transporteurs ABC permettant le passage à travers la membrane plasmique de 

la guanine et du tryptophane, précurseurs des pigments de l’œil chez la drosophile. Les 

transporteurs ABC sont des hétérodimères composés de (w) White, (bw) Brown et (st) Scarlet. 

Les pigments de l’œil de drosophile sont les drosoptérines et les ommochromes. 

 

Le transporteur hétérodimère White/Brown est impliqué dans le transport de la guanine qui 

sera ensuite transformée en GTP puis en dihydronéoptérine triphosphate. Dans les cellules 

pigmentaires, ce composé est ensuite utilisé comme précurseur des drosoptérines. Dans les 
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cellules non pigmentaires, la dihydronéoptérine triphosphate est transformée en 

tétradihybioptérine, qui joue un rôle important dans la synthèse de bioamines comme la 

dopamine (Campbell et Nash, 2001). 

 

Le transporteur hétérodimère White/Scarlet pourrait également avoir un rôle au niveau du 

système nerveux et être impliqué dans des maladies neurodégénératives. En effet il permet 

l’entrée du tryptophane dans la cellule ce qui conduit à la formation de 3-hydroxykynurénine 

(3-HK) ou d’acide kynurénique (KYNA) (Figure 72).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 72: Représentation schématique de la voie de biosynthèse de la kynurénine chez la 

drosophile. Les métabolites de la kynurénine sont impliqués dans la voie de biosynthèse de 

certains pigments de l’œil de la drosophile, les ommochromes. Les noms entre parenthèses 

correspondent au nom des gènes (d’après Campesan et al., 2011). 
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Chez la drosophile, un modèle de la maladie de Huntington présente une augmentation du 

rapport 3-HK/KYNA. Une inhibition de la synthèse de 3-HK conduit à un effet 

neuroprotecteur chez ces drosophiles due à une augmentation de KYNA (métabolite 

neuroprotecteur) par rapport au 3-KH (métabolite neurotoxique) (Campesan et al., 2011). Ce 

mécanisme a été mis en évidence chez des mutants de la voie de biosynthèse de la kynurénine 

(cinnabar et vermillion). De plus, un ajout d’inhibiteur de la kynurénine monooxygénase 

(UPF 648) dans le milieu d’élevage a aussi un effet neuroprotecteur chez les drosophiles 

modèles de la maladie de Huntington (Campesan et al., 2011). A l’inverse, l’ajout de 3-HK 

dans le milieu d’élevage conduit à une augmentation du rapport 3-HK/KYNA chez un modèle 

de la maladie de Huntington dans un contexte mutant pour cinnabar (Htt93Q cn/cn) et à une 

neurodégénérescence (Campesan et al., 2011). Le rapport entre la 3-HK et le KYNA joue 

donc un rôle important dans la mise en place de la neurodégénérescence dans un modèle de la 

maladie de Huntington chez la drosophile. 

 

Durant notre étude, il est apparu que la souche w1118  était résistante à la dieldrine. En effet, 

son activité locomotrice n’était pas affectée même pour la plus forte dose de dieldrine. 

Comment expliquer ce comportement inattendu? Plusieurs hypothèses de travail peuvent être 

envisagées. 

La première hypothèse implique l’hétérodimère White/Brown. En effet celui-ci pourrait être 

impliqué dans la synthèse de la dopamine. Chez le mutant white, Borycz et ses collaborateurs 

observent une réduction importante de la quantité de sérotonine, d’histamine et de dopamine 

au niveau de la tête (Borycz et al., 2008). De manière surprenante, le mutant white est 

résistant à la dieldrine et présente une quantité moindre de dopamine au niveau de la tête. Or, 

les expériences précédentes ont montré que l’ajout de L-DOPA (précurseur de la dopamine) 

dans le milieu d’élevage restaure l’activité locomotrice pour la souche Oregon-R, sensible à la 

dieldrine. Il a été montré que l’homéostasie de la dopamine est importante dans la 

susceptibilité des neurones dopaminergiques vis-à-vis de facteurs environnementaux comme 

l’exposition aux insecticides. En effet, une étude réalisée chez la drosophile montre que la 

surexpression du transporteur vésiculaire des monoamines (dVMAT) bloque la 

dégénérescence des neurones dopaminergiques induite par la roténone (Lawal et al., 2010). 

Les auteurs proposent que la surexpression du transporteur provoquerait une diminution de la 

dopamine dans le cytosol par séquestration dans les vésicules synaptiques. Il y aurait donc 

moins de dopamine dans le cytosol qui pourrait intéragir avec la roténone et augmenter son 

potentiel cytotoxique (Lawal et al., 2010). Une réduction de la dopamine cellulaire aurait 
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donc un effet neuroprotecteur chez la drosophile exposée à la roténone mais également chez 

un modèle exprimant l’α-synucléine humaine (Bayersdorfer et al., 2010), ce qui pourrait 

expliquer la résistance du mutant white vis-à-vis de la dieldrine. Si tel est le cas, les mutants 

brown devraient, comme les mutants w118, être résistants à la dieldrine. 

 

Une seconde hypothèse pourrait impliquer le transporteur White/Scarlet. En effet, on peut 

imaginer que la baisse du taux de 3-HK et du KYNA chez les mutants w1118 protège de la 

neurodégénérescence induite par la dieldrine comme dans le cas de la maladie de Huntignton. 

Pour tester cette hypothèse des souches mutantes pour scarlet seront testées vis-à-vis de la 

dieldrine. Nous proposons également de regarder si l’ajout de 3-HK dans le milieu en même 

temps que la dieldrine conduit à un déficit locomoteur chez les mutants w1118. Dans ce cas, 

l’élevage de drosophiles de la souche Oregon-R (sensible à la dieldrine) sur un milieu 

contenant un inhibiteur de la kynurénine monooxygénase et la dieldrine devrait permettre de 

restaurer le phénotype locomoteur.  

 

 

IV.7-Conclusion. 

 Au cours de ce travail, nous avons pu apporter des premiers éléments montrant que 

l’exposition à la dieldrine induisait différents phénotypes caractéristiques de 

neurodégénérescence, comme la baisse de la durée de vie, le déficit de l’activité locomotrice, 

et la diminution de neurones dopaminergiques particuliers. Ces observations sont en accord 

avec des observations faites chez l’homme ou encore chez la souris. Nous avons également 

apporté les premiers arguments pour dire que l’exposition à la dieldrine peut affecter le 

métabolisme des lipides, ce qui peut expliquer nos observations, mais qui peut aussi avoir des 

conséquences importantes sur d’autres processus biologiques que nous n’avons pas encore 

explorés, comme par exemple la réponse immunitaire. L’ensemble de ce travail a permis de 

définir des pistes qui devront être explorées de manière plus importante par la suite. Ces 

résultats montrent aussi que la drosophile constitue un bon modèle pour comprendre les effets 

de pesticides neurotoxiques chez l’homme. 

J’ai aussi été amenée, au cours de ce travail, à appliquer de nouvelles méthodes d’étude à la 

drosophile comme l’IRM et le HRMAS. Les résultats présentés ici constituent la première 

application à un problème biologique de ces méthodes. Par ce travail, nous avons pu montrer 

tout l’intérêt de l’utilisation de ces modes d’approche. 
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                                                               CHAPITRE IV: Conclusion générale. 

___________________________________________________________________________ 

 

 L’usage intensif ces 50 dernières années des produits phytosanitaires en particulier les 

insecticides a conduit à une contamination importante de l’environnement et à l’apparition 

d’effets néfastes sur de nombreux organismes vivants comme l’homme. Malgré une prise de 

conscience des effets indésirables de ces produits à la suite de la publication de Silent spring 

en 1962, les produits phytosanitaires restent très utilisés notamment dans le domaine agricole. 

De ce fait, plusieurs problèmes liés à l’utilisation de ces produits se posent. Au cours de ma 

thèse, je me suis donc intéressée aux effets de deux insecticides, l’imidaclopride et la 

dieldrine chez un insecte modèle, la drosophile pour mieux comprendre les mécanismes mis 

en jeux après une exposition aux insecticides.  

 

Actuellement, l’imidaclopride est l’insecticide le plus utilisé au monde en particulier dans le 

domaine agricole et est impliqué dans le déclin des abeilles domestiques. Mon travail de thèse 

avait pour but d’évaluer la toxicité de l’imidaclopride chez la drosophile. Ce travail a permis 

de mettre en évidence des effets néfastes de cet insecticide même à des doses très faibles que 

l’on retrouve dans la nature sur la reproduction chez la drosophile. Ces effets ne sont sans 

doute pas limités à cet insecte modèle et d’autres espèces pourraient être touchés par une 

exposition faible à l’imidaclopride conduisant à des effets délétères sur les populations 

naturelles d’insectes. L’utilisation des insecticides dans l’agriculture peut également induire 

l’apparition de résistance chez les insectes ravageurs qui compromet fortement l’usage de ces 

produits dans le futur et donc le contrôle de la productivité agricole. Une souche des champs 

de drosophile (Orléans) élevée au laboratoire montre une résistance à l’imidaclopride chez les 

femelles après une exposition aiguë. Ce résultat nous a permis d’étudier ce phénomène de 

résistance chez la drosophile et de mieux comprendre les mécanismes mis en jeux. Pour ces 

femelles Orléans, la résistance est due à la sous expression de la sous-unité Dβ1 et 

l’implication des GSTs a été mis en évidence dans le métabolisme de l’imidaclopride. 

Cependant la détermination de la composition en sous-unités des nAChRs sensibles à 

l’imidaclopride est encore méconnue et l’étude des phénomènes de résistance peut apporter 

des réponses quant à la composition de ces récepteurs. L’usage des insecticides conduit donc 

à l’apparition d’effets néfastes sur les organismes non cibles mais également sur les insectes 

ravageurs.  
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Parmi les organismes vivants exposés aux insecticides, un organisme est de plus en plus 

étudié, c’est l’homme. En effet, nous consommons toujours plus de produits phytosanitaires à 

travers notre environnement et notre nourriture et des conséquences sur la santé peuvent 

apparaître. Pour évaluer les conséquences liées à l’exposition aux insecticides chez l’homme, 

nous avons décidé de modéliser l’impact de la dieldrine chez la drosophile, un des 

insecticides potentiellement impliqué dans l’étiologie de la maladie de Parkinson. Nous avons 

montré que cet insecticide induisait une neurodégénérescence aux doses retrouvées dans la 

nature. Cette neurodégénérescence apparaît spécifique aux neurones dopaminergiques 

cependant des études complémentaires pourront permettre de valider ce résultat. La toxicité à 

la dieldrine implique également des mécanismes épigénétiques comme l’acétylation des 

histones. Ces mécanismes peuvent conduire à une dérégulation de certains gènes et donc à la 

mort de la cellule. De plus, la modification de l’acétylation des histones induite par une 

exposition de la dieldrine peut –elle être transmise à la génération suivante? Il serait important 

de déterminer le rôle exact de ces mécanismes dans la toxicité à la dieldrine. De manière 

inattendue, nous avons également mis en évidence la résistance à cet insecticide chez un 

mutant white qui ne permet plus le transport dans les cellules du tryptophane et de la guanine. 

Le transport de ces composés est bien connu pour son rôle dans la pigmentation de l’œil chez 

la drosophile. Cependant ce transporteur White ne serait pas seulement impliqué dans ce 

mécanisme mais il aurait également un rôle dans le fonctionnement du système nerveux et 

donc un rôle potentiel dans la neurotoxicité des insecticides comme la dieldrine. Cette étude 

nous a permis de mieux appréhender les mécanismes mis en jeux dans la toxicité à la 

dieldrine et montre la complexité des différents processus impliqués suite à une exposition 

aux insecticides. 

 

D’un point de vue général, cette thèse a permis de mieux comprendre certains mécanismes 

impliqués dans la réponse à une exposition aux insecticides. Cependant de nombreux résultats 

ont également soulevées plusieurs questions qui restent en suspend mais des études 

complémentaires pourront par la suite fournir des réponses. L’étude de l’exposition aux 

insecticides reste un processus complexe qui fait intervenir de nombreux acteurs pouvant 

interagir entre eux. L’étude de ces mécanismes reste néanmoins essentielle pour améliorer 

l’utilisation des insecticides à l’avenir et donc diminuer les impacts sur les organismes vivants 

comme l’homme. 
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Fanny LOUAT 

 
Etude des effets liés à l’exposition aux insecticid es chez un insecte 

modèle, Drosophila melanogaster 
 

L’utilisation intensive des produits phytosanitaires, en particulier les insecticides, provoque des effets 
indésirables sur les organismes vivants et leur environnement. Mon travail de thèse a consisté à 
évaluer l’effet de deux insecticides chez un insecte modèle la drosophile. Une première étude 
concernait l’effet d’un néonicotinoïde, l’imidaclopride. Nous avons pu montrer que l’exposition 
chronique à des doses sublétales de cet insecticide perturbe la fonction de reproduction chez la 
drosophile. D’autre part, une exposition aiguë à l’imidaclopride a mis en évidence une résistance chez 
les femelles d’une souche de drosophile dite ``des champs´´. Deux mécanismes différents ont été mis 
en évidence dans la résistance à l’imidaclopride de cette souche. Le premier concerne la sous 
expression d’une sous-unité (Dβ1) du récepteur nicotinique à l’acétylcholine, cible de l’imidaclopride. 
Le deuxième concerne l’implication des glutathion S-transférases, enzymes de détoxification, dans le 
métabolisme de l’imidaclopride. Ces études montrent que les insecticides peuvent avoir en plus des 
effets sur les insectes ravageurs, des effets néfastes sur des organismes non cibles. La deuxième 
étude avait pour but de modéliser chez la drosophile, l’impact d’un organochloré, la dieldrine, 
potentiellement impliquée dans la maladie de Parkinson chez l’homme. L’exposition à cet insecticide 
conduit à une dégénérescence des neurones dopaminergiques ainsi qu’une perturbation de la 
structure de régions particulières du cerveau. Nous avons également montré des altérations du 
métabolisme et l’implication de processus épigénétiques dans la neurodégénérescence induite par la 
dieldrine. Au cours de ce travail, nous avons pu montrer l’intérêt de nouvelles méthodes comme 
l’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) ou le High Resolution Magic Angle Spinning (HRMAS) 
dans ce type d’étude. 
 
Mots clés : Drosophile, Insecticides, Résistance, Neurodégénérescence, Imagerie par résonance 
magnétique IRM, High Resolution Magic Angle Spinning HRMAS. 

  
Effects of insecticides exposure by using an insect  model, 

Drosophila melanogaster  
 

Pesticides have been used extensively and induce harmful effects on organisms and their 
environment. The aim of my PhD work was to investigate the effects of two insecticides by using 
Drosophila as a model. The first study concerns the effect of a neonicotinoid, imidacloprid. The results 
obtained have shown that a chronic exposure at sublethal doses of this insecticide affects 
reproduction in flies. Moreover, acute exposure at high doses has pointed out a resistance 
phenomenon in females of a field strain. We have shown that two mechanisms are implicated: (i) low 
expression of a subunit of a nicotinic acetylcholine receptor that is the target of imidaclopride and (ii) 
role of glutathione S-transférases, detoxication enzymes, in imidaclopride metabolism. These results 
highlight impact of insecticides, in particular imidaclopride, on non target organisms. The aim of the 
second study was to characterize in Drosophila, effects of an organochlorine, dieldrin, potentially 
implicated in the etiology of Parkinson’s disease in humans. Dieldrin exposure at low doses promotes 
neurodegeneration of dopaminergic neurons and alters structures of particular regions of the brain. 
Disruption of metabolism is also induced after exposition to dieldrin. In addition, we have shown that 
epigenetic processes are implicated in neurodegenration induced by dieldrin. This work show 
advantages of new techniques such as Magnetic Resonance Imaging (MRI) and High Reslution Magic 
Angle Spinning in this kind of study. 
 
Keywords : Drosophila, Insecticides, Resistance, Neurodegeneration, Magnetic resonance imaging 
MRI, High Resolution Magic Angle Spinning HRMAS. 
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