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Résume: Cette étude vise a examiner les effet® traitement provoque une diminution du poids
d'un produit phytosanitaire largement utiliséais des ovaires, ainsi qu'une réduction de |la
contre les ravageurs phytophages, {teneur en glucides, protéines et lipides totaux au
spiromésiféne un inhibiteur de la synthése desurs de la maturation sexuelle. Lg
lipides, sur diverses réponses (toxicologiquspiromésifene affecte aussi la fécondité des
physiologique et comportementale) chdemelles en réduisant de maniére significative|le
Drosphila melanogaster, Meigen, 1830 nombre d’'ceufs pondus. En outre, il réduit
(Diptera, Drosophilidae), un modéle dguantitativement le taux des acides gras et des
référence. hydrocarbures cuticulaires, a réle
Dans un premier temps, une formulatiopotentiellement phéromonal chez les méles |et
commerciale du spiromésiféne (Obéfpa été les femelles selon la concentration appliquée.
testée par application topique sur les lardas Le spiromésifene affecte aussi le comportement
dernier stade (L3)et les parametres de létalité’accouplement de D. melanogaster en
(droite de régression, doses sublétales et |étatetsrdant sa latence et en réduisant sa durée.
avec leurs intervalles de confiance et Slope) dit  outre, il influence le choix du site
été déterminés selon les procédurd®viposition des femelles survivantes au
conventionnelles de toxicologie (Analyse ddsaitement. Une préférence claire d’ovipositio
probit). Les  concentrations  sublétalesur un milieu non traité par rapport a un milie
déterminées précédemment (CL10 : et CL25raité est notée reflétant une aversion a cette
pg/larve) entrainent une réduction significativeolécule. L'exposition pré-imaginale a cet
du taux de lipides chez les pupes a tous les ageecticide renforce cette aversion suggérant
et ceci selon une relation dose-réponse. ure mémorabilité de [l'aversion a cette
traitement induit une augmentation rapide duolécule.

taux de malondialdéhyde par rapport alEnfin, le spiromésifene affecte les choix olfact
témoins. et alimentaire des méales adultes, ceci traduit yne
Dans un second temps, cette formulation a @eédification de [Iattraction envers cette
administrépar ingestion (et contact) uniquementolécule. Nos résultats confirment |
au cours du développement pré-imaginal che®canisme d'action primaire du spiromésifene
D. melanogaster. Cing concentrations variantsur les lipides. Il est probable que lgs
entre 1 et 1Qug/g ont été testées. La moléculgerturbations du métabolisme lipidique soient
manifeste une activité insecticide avec umesponsables des altérations du potentiel
relation dose-réponse significative. Aux plueproducteur  (comportement, phéromones
fortes concentrations, elle allonge la durée duticulaires)ia la vitellogénése.
développement larvaire et pupal, et diminue le

poids frais et sec des adultes avec un effet dose-

dépendant, ainsi qu’une réduction de la survie

des males, et ce, comparativement aux témoins.
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Title : Sublethal effect of a crop protection product viitiv environmental risk (Oberon) on
physiological and behavioral responses in Drosaphil

Keywords : Drosophila melanogaster, Spiromesifen, Lipids, Fatty acids, Cuticulars
hydrocarbons.

Abstract : This study aims to examine The treatment caused a decrease in
the effects of spiromesifen, a widely used crdgesh weight of the ovaries, as well as g
protection product, an inhibitor of lipidreduction in carbohydrate, protein and tota
synthesis, against phytophagous pests. In d¢ipid content during sexual maturation.
study, we measured, various responsBpiromesifen also affects fecundity by
(toxicological, physiological and behaviouralgignificantly reducing the number of eggs laid,
in Drosophila melanogaster, Meigen, 1830 In addition, it reduced the levels of fatty acids
(Diptera, Drosophilidae), a reference model. and cuticular hydrocarbons, some of which

First, a commercial formulation ofhaving a pheromonal role, in males and females
spiromesifen (OberonR) was tested by topicépending on the concentration used.
application on late third instar larvae (L3), and Spiromesifen  also  affects  the
lethality parameters (regression line, subleth@pulatory behavior ofD. melanogaster by
and lethal doses with their confidence intervadelaying its latency and reducing its duration
and Slope) were determined according to addition, it influences the choice of
conventional toxicology procedures (Probiviposition site of females surviving to
Analysis). The previously determined subleth&leatment. A clear preference for oviposition orj
concentrations (LC10: and LC2Hug/larve) an untreated medium over a treated medium
resulted in a significant reduction of lipid levelseflecting an aversion to this molecule. Pref
in pupae, at all ages with a dose-responseaginal exposure to this insecticide reinforces
relationship. Treatment induced a rapithis aversion suggesting a memorability of
increase in MDA levels as compared taversion to this molecule.
controls. Finally, spiromesifen affects the olfactory and
Second, this formulation was administered bgod choices of adult males, suggesting a
ingestion (and contact) only during premodification of the attraction to this molecule.
imaginal development iB. melanogaster. Five Our results confirm the primary mechanism of
concentrations ranging from 1 to 10 pg/g weeetion of spiromesifen on lipids. It is likely that
tested. The molecule showed insecticiddisturbances in lipid metabolism are
activity with a significant dose-responseesponsible for alterations in reproductive
relationship. At the highest concentrations, fiotential (behavior, cuticular pheromones
increased the duration of nymphal and pupdle vitellogenesis process.
development, and decreased the fresh and dry
weight of adults with a dose-dependent effect.
It also reduced survival of adult males as
compared to controls.
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1. INTRODUCTION

Apres la seconde guerre mondiale, les pesticiddspemmis le développement
lagriculture et ont contribué a l'augmentation deshdements et a la régulation de
production agricoleEn effe, ce domaine doit faire face a une demande crdssaour
'alimentation, carselon 'ONLU (Organisation Des Nations Unie& population mondiale €
2030 dépassera 8 milliards de personnes et en plEdde 9 milliards, ce qui contraste a
la disponibilit¢é de nouvelles terres agricoles démamonde(United Nations, 201). En
absence de ces produits, on estime que 30 a 40%¢édekes seraient détruites par
maladies, les insectes ravageurs etc..., a travenstale rapport d’activite UIP ; Union des
Industries de la ProtectiadesPlante 2011/2012) utilisation des produits phytosanitai a
également limité ou éradiqué un certain nombre ddadies parasitaires tres meurtri
(Pimentel, 2005 Saguezt al., 2007 ; Bolzonellaet al., 2019)

Néanmoins aujourd’hui, les pesticides scfortementsoupgconnés de présenter un ris
pour la santé de I’'homme et pour son environne (Huanget al., 2020; Schreinemacheet
al., 2020) Historiquement, c’est a I'américaine Rachel Cargoe I'on doit la premier
dénonciation des effets des pesticider I'environnement et la santé. C’est son ouvr
intitulé  «le printemps silenciewy en 1963, qui a entrainé [linterdiction
dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) aux E+Unis en 1972. De nombreux écrits ,

depuis, vu le jour.

Ces derniéres décengjda tres large utilisation de pesticides, et lenérsence ubiquist
conduisent a retrouver de faibles quantités depoaduits dans les différer compartiments
environnementaurt dans les denrées alimente (Carvalho, 2017)En effet moins de 19
des pesticides utilisés pour la lutte antiparasitaiteignent finalement les ravageurs cikt
tandis que la quantité restante pénétre dans lel'sal et l'air, causant une polluti
environnementaleémanente(Harsimran et Garg, 2014 ; Meghdazt Mirza Mohammad,
2017 ; Singhet al., 2020) Les pesticides sont ainsi a l'origine de contanidmaide

populations humainest ils suscitent de nombreuses inquiétudes quaetra effets sur |
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santé(NicolopoulouStamatiet al., 2016 ; Vrijheidet al., 2016; Zlatnik, 201¢ ; Ye et al.,

2017) Révélés toxiques ou cancérigenes pour 'lhomma, rmmbrede pesticidewont été
interdits. Malgré celacertains se retrouvent encore actuellement densilonnement di
nombreuses années aprearlinterdiction (DDT, dieldrine, chlordécone, hilge) (Band et

al., 2011 ; Hellouet al., 2013. En outre, on signale la perte massive de bioslité&efiée ¢
'usage des insecticides a large spe(Altieri et Nicholls, 2004; Bianchiet al., 2006 ;
Hallmannet al., 2017) ainsi que l'impact sur les organismes auxilie(Stark e Banks, 2003
. Desneux et al., 2007) L'usage intensif de ces produits provoque eégatemie

développement de formes résistantes de ravageues wis de différents typed’insecticides
limitant ainsi leur efficacitéYanget al., 2009 ; Tomeet al., 2011; Carvalhoet al., 2013 ;
Harropet al., 2014 ; Sparkst Nauen, 201).

Dans les pays dits « sodsveloppé » méme les produits tres toxiques, dont 'usage.
interdit dans les payedustrialisé, sont encore largement utilisés, et avec beausmips de
précautions.Selon un communiqué de presse de I'Organisationr palimentation el
agriculture (FAO, 2001) environ 30% des pesticides commercialisés danpdgs en voi

de développement ne sont pas conformes audards de qualité internationa

Face a cette situation, les enjeux pour la reckeembnt considérats; cependant,
I'industrie phytosanitaire a développes molécules plus sélectives; oeslécules présente
des profils de sécurité humaine et environnemensaeliorée (Guedeset al., 2016)
dégradables et moins toxiques pour les organismes/isés(Kostyukovskyet al., 2000)ou
encore, plus spécifiquasblant les paramétres biologiques, physiologiques et [noiciues
des organismes vivants, tant a I'échelle du simmdé/idu que des écosystémes entiers.
alternatives permettrontin fonctionnement équilibré et durable agro-écosystéemes
(Ramade, 2011).

Des molécules synthétiguede moindre impact environnemental, alternative
pesticides conventionnels, ont pu étre dévelopges commercialisées par des firn
phytosanitaire€En 2002, la société Bayer CropScie a introduit le spivdiclofene, un divé
de l'acide tétronique e$ premier cétoén cyclique, un acaricide a large spectre avel
nouveau mode d'actiodjnhibition de l'acétyl CoA carboxylase. Peu denps apres, |
spiromésifenea été introduit, éalement un dérivé de l'acide tétronique, un aaseiat ur
insecticide destiné a lutter contre les acarierysguihages et les aleurodes. spirotétramate,

un dérivé d'acide tétramiquest le troisiemanembre du groupe des cétoeél ; il a été
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récemmentommercialisé comme insecticide efficace contrealesirodes, les pucerons (

feuilles et d'autres homopteres nuisit

Le spiromésifen@st un insecticide/acaricide systémique appartegamgroupechimique
des dérivés de l'acidgtronique égalemerconnu sous le nom de kétoén(Nauen et
Konanz, 2005) Ce composé, introduit dans plusieurs pays auscdas dernieres anné
devient un produitlé pour le contréle des aleurodes et des acarileast également devel
un élément important du programme de gestion dédistance(Ishaayaet Horowitz, 2007)
en raison a la fois de son action sélective swsylahese des lipide(Zhao et al., 2009 ;
Bensafi-Gheraibiat al., 201: ; Abdel-Fatatet al., 2019 ; Kissounet al., 2020 et de sa faible
toxicité contre les organismes non cit(Planeset al., 2013 ; Bouabidat al., 2017a ; Cherif
et al., 2018) En Algérie, il est actuellement homologué pour utibsation sur les plante
ornementales, légumieres et fruitieres cultivsousserres et en plein champ. L'activ
biologique des acides tétroniques est en corréadiec l'inhibition de la lipogene, en
particulier les triglycérides et les acides gra&j/ibres (Varghese et Mathew, 20.. Il est
répertorié dans le «groupe 23» comme inhibiteurs'atstyl CoA carboxylase dans
classification de I'Insecticide Resistance Actioon@nitte¢ (IRAC). Cette enzyme catalyse
carboxylation de l'acétyl CoA en malonyl CoA, qut dune des premieres étapes di

biosynthese des AGs.

Précédemment, il a été reporté quespiromésifénananifeste une activité insecticia
I'égard des pupes derosophila melanogaster et réduitle taux de lipides totaux corpor. Il
a également été démontré quil augmente le taux nmddondialdéhyde (MDA), u
biomarqueur de la peroxydation lipidique apres raitdment topique cheD. melanogaster
(Bensafi-Gheraibiaet al., 2013 et lorsqu'il est ajouté a l'eau d'élevi chez Culiseta
longiareolata (Diptera: Culicidae)(Bouabidaet al., 2017b) Abdel+atahet al. (2019) ont
constaté que lespirotétramal et le spiromésifene affectent qualitativement
guantitativement les AGs ct Spodoptera littoralis. Chez les pupes d2. melanogaster, il a
été démontré que ce compca réduit les quantités de glucides totaet de glycogéne
augmentd'activité du lactate déshydrogéneKissoumet al., 2016) Plus récemment, il
egalement été rapportps'il affectait la fécondité et la viabilité des fseeghez les mouche
résultant de pupes traité@€sissoumet al., 2020); une telle réduction de Icapacité de
reproduction suggeére que Ispiromésiféneaffecte le processus de vitellogenévia
I'inhibition des précurseurs lipidiques et le comipment sexuepeutétrevia la synthése des
phéromones cuticulaire8ensai-Gheraibiaet al. (2020)ont notéune perturbation du proi
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électrophoretique des protéines ovariennes et uméndtion de la quantité de certains H

chez les adultes d&. melanogaster aprés traitement par application topique des f.

Les lipides sont des molécules de stockage prismaineliquées dans plusieurs fonctic
vitales, allant du stockage d’énergie a la biosynthése diomes en passant par
signalisation cellulaire ou la composition des meanks cellulaire:(Flaver-Pouchonet al.,
2014 ; Xuet al., 2018; Krauset al., 2019 ; Toprak, 2020)En outre, les phéromon
sexuelles,parmi lesquelles se trouvelles hydrocarbures cuticulaires (F), ainsi que
diverses sécrétions défensives contiennent oussarhétisés a partir des lipid(Klowden,
2007) Les HCs, principaux composés de la fine couchdigiges couvrant lacuticule,
protégent les insectes contre la dessiccation eenfo de mtiples roles dans |
communication chimique, y compris l'agrégation, réconnaissance du partenaire e
signalisation de I'état de reproduc' (Ferveur, 2005 ; Ferveuwt al., 201¢ ; Snellingset al.,
2018 ; Feyereisen, 2020Ces molécules dérivent s AGs et leur biosynthése a
particulierement étudiée chD. melanogaster, un insecte modele clé. Chez cette mouche
HCs présentent des profils sexuellement dimoi (Jallon, 1984 Jallon etWicker-Thomas,
2003)

Dans la nature, les insectes comme les Drosopiliesconfrontés a une exposition ¢
insecticidesBien que les insecticides soient généralement gy a des concentrations
entrainent une mort rapide des espéeces nuisibesgsidus se dégradt avec le temps sur I
plantes, les animaux, I'eau et les sols, entraidestexpositions sublétal(Desneuxet al.,
2005 ; Badjiet al., 2007) En outre, les espéeces niciblées y compris les espéc
d'Arthropodes, peuvent étre exposées a des coations sublétales de pesticides pendar
longues périodes, ce qui entraine conséquences imprévisibledles queles épidémies de
ravageursCordeiroet al., 2017 ; Haddiet al., 2015)

L'exposition a des concentrations sublé d’insecticides a été associée a
modification de la physiologie, du comportementest, fin de compte, de I'aptitude de
population d'insectes utilggour les activités humair (Henry et al., 2017 ; Rundlofet al.,
2015 ; Mitchellet al., 2017. Des essais expérimentaux approfondis sur I'expositiox
insecticides a des doses sublétales ont été almé de multiples traits comportement;
(Guedeset al., 2016) en patrticulier l'altération de l'apprentissagedailf et de la mémoir

chez les abeille&Siviter el al., 2018. L'accent a également été mis sur l'activité esorade
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I'importance de la prédatigrnoominget al., 2017)et de la recherche de nourrit(Schneider
etal., 2012 ; Lamsét al., 2018 .

Le stade larvaire de linsecte correspoau moment ou [lindividu ingurgit
continuellement de grosses quantités de nourriled’ceufa la larve de *™stade, il y a un
accroissement de la masse d’environ 2 ; C'est donda larve qui esla plus susceptible
d'étre fortement exposerix pesticideet sacapacité de fuite est limitée. Le stade ad
correspond au stade de reproduction avec une iéobiicrue et donc une capade fuite
(Chareonviriyaphapt al., 201 ; Cordeiroet al., 2013 ; Nansest al., 2016. Ces deux stades
montrent des aspectphysiologques distincts permettant deompléter des fonctior
différenciées l'effet de I'exposition aux insecticides peut doarier considérablement d'
stade a l'autre de la vie l'insecti (Liu et al., 2013 ; Zhuet al., 2002) Des études récent
ont révélé que l'exposition des larves a des cdrat@nssubléthalegd'insecticides peut €
outre entrainer des déclins et des altérationscdegortements sociaux chez les adulte
différentes especes d'insectes non cib(Fourrieret al., 2015; Tuzun et Stoks, 20 ;
Whitehornet al., 2018) De tels effets dtransfert se produisent non seulement lors ¢
métamorphose, mais aussi la génération suivanteépeuaffectée négativement, bien qu'
ne soit plus directemeémexposée aux secticidegCostaet al., 2014; Ceuppenset al., 2015 ;

Mdller et al., 2017)

Les larves, comme les adultes, sont capable desgiwdormes d’apprentissage pas:
d’'une simple habituation aux apprentissages adffsciivers (Gerberet Stocker, 2007 ;
Gerberet al., 2009) L'impact de l'alimentation sudiverses formes dpprentissa¢ est de
plus en plus étudjéchez les larvecomme chez les adulté®ethier, 198 ; Russellet al.,
2013) Ainsi, de nombreuses études ont démontré que ce typecaodépeut étre influenc
par I'expérience sensorielle individuelle et magkfien fonction d’'une expérience larvaire
adulte(Desneuxet al., 2007; Dukas, 2008 ; Tricoire-Leignedt al., 2012)

Les connaissances acquises en physiologie, endtmgia et génétique depuis pl
d'un siécle chezD. melanogaster représentent une base fondamentale qualitative
appréciable pour une meilleure compréhension déstseket mécanismes d’action
pestidgdes. Cette espece représente donc un modele igoéde choix, non seulement pc
son utilisation dans la recherche fondamentalggliGuée (toxicologie) mais aussi pour ¢

statut d’insecte nonible en agronomi
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La présente étude vise a évalu'effet du spiromésiféeneomme produit alternatif at
pesticides conventionnels dans la gestion de lata@se. Nous avons émis I'hypothese
l'interférence du produit testé sur la biosynthdee lipides pourrait affecter a la fois
guantité d’AGset les profils des HCs et par conséquent le corapmnt sexuel. E
particulier, nous déterminons ses effets sur [@sglds mais aussi sur les I ; ces derniers
étant parmi les principaux composants biochimigimpligués dans la communicati
chimiqueet la reproductionNous avons aussi émis I'hypothése qu’une exposjii@toce
(pendant la vie prénaginale) pourrait avoir deconséquencesur les mécanismes
reconnaissance des molécules présentes dans ¢engment et détectésoit par olfaction (a

distance) ou par gustation (conte

Les principaux objectifs de notre étude ::

1. Evaluer la toxicité d'une formulation commercialas spiromésifen (Oberon)
administré par application topique, sur des lahegroisieme stade larvaire (L3)
D. melanogaster. mais ausspar ingestion/contachu cours du développement -
imaginal.

2. Tester les effets de deux concentrations sublét@®d40 et CL25)obtenues par
application topiquesur I'’évolution du taux des lipides corporels chez pegpe: et du
malondialdéhyde (MDA), un biomarqueur de la peroxyatatipidique

3. Envisager l'effet de I'exposition f-imaginalede cette molécule sur le développerr
larvaire et pupal, le poids corporel des adultdsiwgtsurvie

4. Evaluer I'impact duspiromésifen, administré par ingestiorsur le taux des acid
gras etdes hydrocarbures cuticulair

5. Comparer legéponses comportementales entre individus adukpssés ou non &
cours de leur développement -imaginal au spiromésifend>féférence alimentair
olfaction,comportement sexuel, choix de po).

6. Examiner 'effet différé du spiromésifene,administré par ingestion/cont, sur
I'évolution du poids et des principaux constitudntehimiques des ovaires (glucid
protéines et lipides totaux) au cours la maturation sexuelle des femelles survivi

au traitement.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation du matériel biologiqu

Les études menées damon projet de thesent été réalisées sur I'espéDrosophila
melanogasterappartenant a la lignéCanton S.Drosophila melanogast (du Grecdroso: la
rosée ephilos: qui aime), est un insecte diptéélevé depuis le début du vingtieme siecle
suite des travaux pionniers de Thomas Hunt Mc (1830). Il en établit la premier
cartographie génétique ce qui lui valut le prix Rbkn 1933. La drosophile est rapiderr
devenue un organisme modele sur lequel travailajgturd’hui plusieurs dizaines de milliers
chercheurs en génétique et en biolou développemeniGilbert et al, 2013 mais également
en neurogénétique de I'apprentissiDukas, 2008)de nombreux@entifiques l'utilisent auss
comme modeéle pour certaines maladies humaines, edimmnaladie de Parkinson ou celle
Huntington(\Whitworth, 2011.

D. melanogastefMeigen, 183( est connue sous le nom de « mouche de vinaigreir:
son attirance envers les puitd fermentés(McKenzie, 1974 McKenzieet McKechnie, 1979 ;
Hoffmann et Parsons, 1990'est un insecte Diptere Brachycere hygrophileodrhétabole
métamorphose complet€es mouches, sont de couljaune brunatre giésint environ 0,5 mg
et mesurenB8 a 4 mm de lor, ailes inclusesGilbert, 1996; Slack, 2004 D. melanogasteest
caactérisée par une reproduction tres rap(Griffiths et al., 2002) cet insecte élevée ¢
laboratoire, se reproduit toute I'année, sansraption, avec une nouvelle génération tous le
jours a une température de 25°C donnant ainsi @20 générations par i (Ashburner et
Thompson, 1978)

Les Drosophileprésentent un dimorphisme se» (Fig. 1).Pour différencier les méales

les femelles, plusieurs caractéres peuvent étreicdéne.
a. Taille : Les femelles sorgénéralemerplus grandes que les males.

¢ Femelles: 4 mm

« Males: 3 mm
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b. Abdomen : L'abdomen de la femelle est de forme pointue, aescsegments terminaux
couleur claireet bien distincl. L'abdomen du male est plus arrondi, avec des ety

terminauxou leur pigmentation est fusiont.

c. Organes sexuels Lorsque la mouche est sur le dos, on peut obsehex le male le pén
tres coloré situé a I'extrémité de I'abdomen ajmes la plaque vaginale située au méme en

chez la femelle n'est pas colo
d. Peignes sexuels

* Femelles : Absence de peis

* Males : présents au niveau de la premiére paipattes

Les femelles sont sexuellement matures et s’aceatipénviron 12 heures apt
I'émergence. Elles stockent le sperme des méleguals<elles se sont accouplées pour pot

I'utiliser ultérieulement et commencent a pondre un jour plus(Tavernieret Lizeaux, 2002)

Figure 1. Dimorphisme sexuel chd. melanogastervue latérale du corps male et feme

(A) ; vue dorsale ;B) vue ventral ; (C) vue des pattes (Source : Mgve http://flymove.uni-

muenster.de/Genetics/Flies/GeneFliespage).
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La classificatiorsystématique dD. melanogasteest la suivante :

RégneAnimalia
Embranchement Arthropo
Sous-Embranchement Hexapc
Classe Insec

SousE€lasse Pterygo

Ordre Dipter:

Sous-Ordre Brachycel

Famille Drosophilida
Sous-Famille Drosophilina
GenreDrosophile
EspeceDrosophila melanogaste(Meigen, 1830)

Les femelles connaissent un développement plugleaguie celui des mal(Greenspan et
Ferveur, 2000Q)ChezD. melanogaste, la femelle pond directement ses ceufs sur un mdig
servirade substrat alimentaire aux larves qui en sortirbatfemelle peut pondrau maximum
deuxcentaines d’'ceufs au cours de saselonla qualité du substrat alimente et surtout de la

température ambiante.

Le cycle de vie dd. melanogaste comprend I'embryogénése, trois stades larvaires
stade pupal qui se termine par I'émergence d’'unecm® qui est capable de voler et de

reproduire. Le cycle d@éveloppemercomplet de I'ceuf a I'ceudure 2 semaines envirt

» Stades larvaires: Une tentaine d’heures apres la ponte, les ceufs vontreegour
donner naissance a upetite larve blanchatre. Celte-se nourrit alors de la pulpe
fruit en creusant des galeries. La drosophile eitssforme de larve durant 5 a 6 jo
environ en munt &raver: 3 stades larvaires, pendant lesquels elle m et croit
enormémenfCampbelet Reece, 2004)

e Stade pupal: Les périodes embryonnaire et larvaire se sucdtéeeconduisent a |
formation d’'une pupe. La taille de I'animal est aetétinée par la taille de la larve
lissue d’'une période de forte croissance larvi(Colombaniet al. 2006); la larve
rampe jugu’a une portion seche des aliments, ou a I'extée¢ apreenviron 4 a 5 jours

passés sous forme de pupe, apparait, enfin l'aailé (\Watsonet al. 1994).
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e Stade adulte: Aprés une nymphose de 5 jours,ne température de 25°C et ataux
d’humidité de 70%, la Drosophile adulte non engogeentée sort de la pupe et au k
de 8 heures la pigmentation edéfinitive et les ailes sont gonflées. Les adu
s’alimentent des fruits murs ou avariés, de végétule champignons en déccosition

ainsi que les liquides ferment(Tracqui et Demongeot, 2003)

Eufs
Pupe -
1¢" stade
larvaire
Stade pré-
pupal
- 2éme stade
O larvaire
- _
#

3éme stade
larvaire

Figure 2. Cycle de développement D. melanogasterLa durée d'ungénératio est d’environ
10 jours a25°C, avec environ 1 jour polembryogenese, 1 jour pour feemier stade larvaire,
1 jour pour scond stade larvaire, 3 jours pour le troisiemdestarvaire et 5 jours pour stade

pupal (Source : FMove http://flymoveunimuenster.de/Genetics/Flies/GeneFliespage).

2.2. Technigue d'éevage au laboratoire

Les Drosophiles utilisées pour I'ensemble des emmarations sont des mouches Can
S (CS ; lignéesauvage originaire Ameériquedu Nord et maintenue en laboratoire depuis 1¢
Cette lignée est utilisédans de nombreux laboratoires de reche L'élevage se fait sur milie
artificiel, dans des flacons en plasti de 30 ml contenant 10 nadu milieu nutritif standar
semi-solidecomposé de farine de mais (33,33 g), d-agar (4,8 g), de levure (33,33 Q)
d’antifongique [25 ml de méth-hydroxy-4benzoate a 10 % dans I'éthanol 95%]. L’élevag
fait & une température de 25° C et un taux d’husnidilative de 65% + 5% avece scotophase
de 12h de lumiére. Pour assurer un bon rende, on fait séquentiellement des repiquz. La
densité des panés a été maintenue a un nivelimité afin d’éviter toute compétition entre |

larves.

10
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2.3. Présentation de I'insecticide

Le spiromésifene Qberon® 240 S : solution concentrée Bayel CropScience,
Germany) a été fourni par Bayer CropScience (AfgerC’est le nom commun du -
diméthylbutyrate de Baésity-2-oxo-1-oxaspiro [4.4] non-3-enyle. Sa formule brute e
C23H3004 etsa masse molaire est de 370g (Fig.6). C’est un nouvel insecticide/acaric
systémique dérivé des acides tétroniques spirapyeli doté d’'un mode d’action uniqt
I'inhibition de la synthése des lipides en empéthamiosynthése des acides g(Mannet al.,
2012)

H-,_C- CHy

yao j

Figure 3. Formule de structure cspiromésifenéEuropean Food Safety Authority, 201.
2.4. Traitement et tests de toxicit

Afin de caractériser 'efficacité dspiromésifene chedrosophila melanogast deux types

detraitement ont été envisa :

Application topique : Aprés un screening préalable, $piromésifen a été testé a
différente concentrations (1:; 25 ; 50 ; 10Q 150 et 20Qug/ul). Le produit ¢té administré par
application topique sur les larves denier stade (L3 12h avant la formation du puparium)
D. melanogaster raison d'lul de matiee active dilué dans un mélange acétone/eau (5(
Les larves témoins recgoivenul de solvant seul (&tone/eau : 50/50). Les tests de toxicité
été réalisés dans des boites de Pétri en plastique atamp chacune 30 individ ; trois

répétitions ont été realisées pour chaconcentration.

Incorporation dans le milieu: gorés des observations préliminaires, plusi
concentrations (1 ; 2,5 ;;57,5 et 10 pude matiere activeg/de milieu standard) ont été teste
Le produit a été mélangé au mil nutritif et administré lors du développement-imaginal de

D. melanogasterPour chaque test, 50 ceufs (<4 heures) ont été spldais chaque flacon

11
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contenant 4 g du milieu nutritmélangé ou non a différentes concentrationspiromesifene.
Le milieu non traité a été utilisé comme témoin. test a été réalisé aveO répétitions par

concentration.

Aprés émergence des adultes, la mortalitéenregistrée et le pourcentage de mort
observée est corrigé par la formuleAbbott. (1925)qui permetde soustrail la mortalité
naturelle.Les pourcentages de mortalités ccéessubissent une transformation angulaire s
Bliss. (1938)cité parFisherel Yates. (1957)Les données normaliséest I'objet d’'une analys
de la variance a un critére de classification. besrtalités crrigées obtenues permett:
d’étadir une courbe des probits en fonction des logardéh décimau: des doses. Les
pourcentages se convertissent en leurs pr(Fisher et Yates, 1957l.e logarithmedécimal des
concentrations de |étalitde I'exuviation adulte (CL50 et CL90) sont déterésma partir de
droites de régression selon le procédé mathéue deFinney. (197). Les intervalles de
confiances sont ensuite calculés selon la métheSwaroopet al. (1966 avec une probabilité
de 95%.La régression non linéaire exprimant le pourcentégtalité corrigée en fonction |
logarithme de la concentration a permis égalemisticher les concentrations létales ainsi
les concentrations sublétales utilisées dans ditide (CL10 et CL2!. Les calculs sont
effectués a l'aide du logiciel GraphPad prism wars6.01 (GraphPad software, La J

California, U.S.A.).

2.5.Mesure des parametres didéveloppement
2.5.1.Durée du développement larvaire et nymphi

Afin d'évaluer la durée didéveloppement larvaire et nymphals séries témoin et
traitées des observations ont été faites toutes les 1&kgusqu'a la pupaison puis toutes le:
heures jusqu'a I'émergence des adultes. Trentditi@me par concentration ont éeffectuées

pour chaque série.
2.5.2.Poids et teneur en eau des adult

Les males et femelles adultes survivants ont éieyés 5 jours apres I'émergenceurs
poids frais et sec ont été déterminés a l'aideeddatance analytique (x 10 ; Sartorius R160-
P). Des lots de 10 mouches anesthésiées vivantest@mpesés pour obtenir leur poids fr
Ensuite, chaque lot a été conservé pendant 24 hidaflacon en vee vide dans un incubate
a 45T pendant 24 heures pour permettre une dessiccatiopléte avant d'étrde nouveau

12
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peseé. Le niveau relatif d'eau dans chaque lot astténé sura base du rapport poids frisec.
Chague expérience a été répétée 12 fois sur dastédlins contenant 10 individ, pour chaque
sexe.

2.5.3.Survie des male

Les méles ayant survécu aux traitement-imaginauxont été conservés par groupes
10 dans des flacons en verre contenant du miliandatrd. Chaque semaine, les mouc
vivantes ont été transférées dans de nouveauxnBlaewec du milieu frais et nombre

d'individus morts a été noté.

-y

Lot de 10 mdles o

adultes ont été oF |oF |o¥ | ¥ | o7 | O ﬁ
L

placés dans les tubes Renouvellement du milieu
tout les 5 jours

Mortalité

Analyse de survie

Adultes  Adultes
morts survivants

Figure 4. Procédure expérimentale pour I'évaluation de laisutes adultes cD. melanogaster
2.6. Extraction et dosagesles constituantsbiochimiques dans le corps
2.6.1.Dosage des lipides totat

Le contenu en lipides corporels totaux est détegrsagion la méthode (Goldsworthyet
al. (1972)utilisant le réactif sulfophosphovanillinique (0,8&e vanilline, 55 ml d’eau distillé
195 ml d’acide orhophosphrique a 85%) et une smiuthere de lifdes a 25 mg/ml (25 r
d’huile de table, 1 ml éther/chloroforme (v/v)) com standard. Aprés évaporation des pi
aliquotes de 10Ql du surnagent Il dans un baa sec a 40°C pendant environ 20 mn,
additionne 1 ml d’acide sulfurique concentré (9 ; les tubes fermés sont agités puis chat
dans un bain a sec a 100°C pendant 10 minutessApfeidissement, on préleve 2ul de

chaque tube eppendorf qu'on met dans des tubesaa @asxquels on ajoute 2,5 ml de rés

13
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sulfo-phospho-vanilliniqueAprés 30 minutes a I'obscurité, le complexe se reokn rose. L
densité optique est lue dans un spectrophotometne dongueur d’'onde de 530 nm. La quar
de lipides est estimée a partir de la droite dees&sgon obtenue apres une gamme d'étalol
(Tableau }, effectuée a partir d'une solution mére de lipif@endre 2,5 mg d'huile de tourne
99% triglycérides) dans un tube eppendorf et ajautal d'éthe

Tableau 1: Réalisation de la gamme d'étalonnage des lif

Tubes

Solution mére de lipides pl) 0 20 40 60 80 100

Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V 100 80 60 40 20 00

Réactif de vanilline (ml) 25 25 25 2& 25 2,5

14
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Echantillon
(groupe de 4 pupes)

R
1 ml de TCA 320 %

2k
b

Broyage (homogénéiseur a ultrasons)

W
Centrifugation (3000 trs/min, 10 min)

/ \

L

Surnageant 11 Culot IT
|_I | |
W v
Aliquot (100 pl) 1 ml NaeH (0.1 N)
J J
Evaporation totale Agitation

1 ml d’acide sulfurique
Agitation

W

10 min au bain de sable

|

L

Dosage aliquot (100 pl)

J

Agitation

PROTEINES
(Bradford, 1976)

Dozage aliquot (200 pl)

1

by
LIFIDES
(Goldsworthy et al, 1972)

Figure 5. Extraction des protéines et lipides totiselonShibkoet al. (1966)
2.6.2. Dosage dgsrotéines totale:

Les protéines ont été quantifiees selon la métlde Bradford.(1976, qui utilise le bleu
brillant de coomassie comme reactif (BBC) (G 25@&rdk) et I'aloumine ¢ sérum de boeuf
(BSA) comme standard (Sigma). La gamme d’étalonreage réalisée a partir d’'une soluti
mere de BSA (1Img/ml) et du BBC (On homogénéiserh@e BBC dans 50 ml éthanol 95°,
on y ajoute 100 ml d’'acide orthophosphorique a &% tout est conlété a 1000 ml avec ¢
I'eau distillée). La durée de la conservation dactié est de 2 a 3 semaines a 4°C. L'absorb
est lue au spectrophotomeétre a une longueur d'ded895 nm cctre un blanc de gamn
(Tableau 2).
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Tableau 2 :Réalisation de la gamr d'étalonnage des protéi.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de BSA pl) 0 20 40 60 80  10C
Eau distillée (i) 100 80 60 40 20 00
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.6.3.Extraction et dosage du malondialdéhyc

Les pupes nouvellemeexuvies des lignédemoins et traitées sont prélevees a différ
ages (24, 72 heures) de leur développement nympleakai est conduit aveca 6 répétitions,
chacune correspondant a un lot de 4 pupes. Lesmgrdbroyéesaux ultrasons dans 1 ml
tampon tris-HCI(50 mM, pH 7,5) [1,5137g tris, 0,0730 g EDTA (acitbyléne diamine tét-
acétigue), 42,78 g sucrose, 250 ml eau disti Une fois 'homogénéisation réalisée,
centrifugation est effectuée pendant 10 min a 1G006s/min et le surnageant récupservira
au dosage du malondialdéhyde (MDA). Le dosage éaslise avec 50(ul du surnageant,
additionné de 2,5 ml de TCgacide trichloroacétiquellQ0 g TCA et compléter a 1000 ml a\
de d’eau distillée). Ape chauffage au bain marie a 100°C pendanmin et refroidissemet
dans de la glace, une deuxieme centrifugationféstteée a 1 000 tours/min pendant 10 mi
Une fraction aliquote de 2 ml du surnageant essglcélevée a laquelle on ajoute 1 ml d’ac
thiobarbiturique (TBA) [6,7 g TBA, 10001 eau distillée].

Apres un second chauffage (100 °C, 15 min) et idissement, 1,5 ml de butanol sont rajou
Apres agitation, une derniere centrifugation (10a00rs/min, 10 min) est réalisée et

surnageant constitué de 1 ml de butanol renferile complexe ATB (acide thiobarbituriqu
IMDA est récupéré. Le MDA est dosé selon la méthaeDraper etHadley (199C. La méthode
est basée sur la mesure colorimétrique de la ofaetitre ATB avec le MDA, composé issu

la peroxydation lipidique deacides gras polyinsaturés des membranes cellul@ossmant ur
produit rouge brun dontititensite de la coloration est mesuréere longueur d’'onde de 532 r

contre un blanc (tampon tri4€l). Le taux de MDA est déterminé selon la formsiévante
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X = [(DO/156)x (Vt/ Vs)]/ mg de protéin

X : Taux du MDA (mM/mg de protéine

DO: La densité optique obtenue aprés hydrolyse du itzsb32 nn
156: Coefficient d’extinction molaire de I'ATB (ml1 cm-J).

Vt : Volume total de la cuvélml).

Vs : Volumedu surnageant utilisé (0,5 n

mg de protéines :Quantité de protéines exprimée en

La détermination du taux de MDA nécessite le doskgeprotéines réalisé selon la méth

décrite précédemment.

2.6.4.Extraction des acides gras et analyse par chroatographie en phase gazeu-

spectrométrie de masse

Les acides gras (AGsontenus dans le corps entier ont été extraitmsShenet al.
(2010) Des mouches viergégées de cing jours ayant survétix traitemen' pré-imaginal ont
été conservées par gragde 5, selon le se et a -20C. Le broyage a été réalisé en d
étapes a l'aide d'un broyeur et de billes de bmyagtalliques(Biospecs Products 1 mm
diamétre)placées au fond d'un flacon contenant 1,5 ml dehamél. Aprés décantation
guelques minutes dans la glace, le surnageantteaésféré dans un flacon en veet mélangé
avec 11,4 de C150 (acide pentadécanoique; étalon interne) et 2@enlF3 MetOH (solution
méthanolique a 14% de trifluorure de bore). La ttmua étébouchéesous azote, chauffée
100°C pendant 1 h puis refroidieunetempérature ambiante. 0,25 ml de KCI 0,37 M etril!

d'’hexane ont été ajoutés avant centrifugation (3¢/ min pendant 5 minutes a :C).

Les extraits ont été analysés en utilisant un agip@P2010 Shimadzu C¢-MS équipé
d'unecolonne capillaire de ty] CP 58 FFAP (50 m x 0,25 mde diameétre intérieur, épaisse
de film de 0,20 mm, Agileit La colonne a € maint@ue de maniére isotherme £°C pendant
2 min, pus programmeée a la vitesse de 3°C -1 a 240°C. lélium a été utilisé comme ¢
vecteura une vitesse linéaire de 47 cr-1. L'orifice d'injection a été réglé a °C. Le
spectromeétre de masse adtionné a 70 eV et le balayage a été effectuédie @0 amu a O,
balayages s-1. La fentiinjection a été ouverte 1 min apres l'injectibacétoine a été identifi¢
en utilisant son temps de rétention et son model&aymentatio ; les ions diagrstiques ont
été comparés a la fois a la bibliotheque NIST / EMHH et au spectre de masse du stan

chimique de synthese (Sig-Aldrich, St Quentin Fallavier, France) analyséssdas méme
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conditions. La quantité (ng/insectes) de chaque composa été calculée sur la base

données obtenues arir de I'étalon interne (C10).

2.6.5.Extraction des hydrocarbures cuticulaires et analyse par chromatogaphie en

phase gazeuse

Leshydrocarbures cuticulaires (H( ont été extraits selon le protocole décrit Antony
et Jallon (1982)et Marcillac et al (2005) Des mouches vierges agées dfours ont été
congelées a -20C puis extraites individuellement pendant 5 minsda@ pl d'hexane contens
3,33 ng/ul de C26 (hexacosane) et 3,33 ng/pl de C3-triacontaneltilisés comme standards
internes. Les analyses chimiques des extraitstéréfiectuées avec un chromatographe en g
gazeuse CP3380 Varian, équipé d'un détecteur aaibmm de flamme et d'un inteur split-
splitless (60 ml / min splitow ; ouverture de la valve 30 s apres injection). dolenne Cl-sil
5CB (25 mx 0,25 mm DI, épaisseur de film 0,12 uprgilént) a été utilisée pour les analyses.
programme ddempérature a commencé a °C, augmentant de 10°C / min a °C, puis
augmentant de 2°C / min28(°C, et en senaintenant pendant 10 min. De I'hélium a été et
comme gaz vecteyvitesse de 50 crs a température ambiante). Les températures ¢ectéor
et du détecteur étaientspectivement de 280 et 2/C. L'identité chimique des hydrocarbu
cuticulaires a été vérifiée en utilisant un systédee chromatographie en phase gaz-
spectrométrie de masse équipé d'une ce CP Sil 5CB.36 La quantité (linsecte) de chaque
composat a été calculée sur la base des lectures obt@medir des étalons intern

2.7.Extraction et dosage des constituants biochimiqu des ovaires
2.7.1. Dissection et prélevement des ovaii

Apres I'émergence des adultes, les femelles ageés 3, 5 et 7 jours sont disséque
sous une loupe binoculaire, fixées sur le ventreupa aiguille sur une boite de paraf ; les
pattes et les ailes sont sectionnées et le tégutedisbdomen est coupé avec des n-ciseaux
afin de récupérer les ovas. Ces derniers sont ainsi préleves afin de détereurmasse. Les
ovaires prélevés des séries témoins et traitéedténesés a I'aide d’'une balance de précisic
0,1 mg) Model GD-50NTEP, Sartoriu(Goettingen, Germanygt conservés a 4°C par lots d

dans 1 ml d’acide trichloroacétique (TCA) a 20 %qguaux dosages biochimiqut
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2.7.2. Extractiondes constituant:

L’extraction des principaux constituants biochimegqudes ovaires ¢D. melanogasten
été réalisée selon le procédé Shibkoet al. (1966) Les ovaires sont prélevés par lot de .
conserveés dans 1 ml de TCA (20%) a 4°C ; quatra@ r@pétitions sont réalisées par sé€
Apres un broyage aux ultrasons (Sonifie-30) et centrifugatio (5000 tours/min pendant
mn), le surnageant | est récupéré et servira aagadodes glucides totaux. Tandis qu’au culot
ajoute 1ml d’'un mélange éther/chloroforme (1V/1¥pres une seconde centrifugation (5
tours/min pendant 10 min), on obtide surnageant Il qui sera utilisé pour le dosageligpedes
(Goldsworthyet al, 1972) tandis que le culot Il dissout dans la soude (O)1sMrvira pour I

guantification des protéines selon (Bradford, 1¢
2.7.3 Dosage des lipide ovariens

Le taux de lipides est déterminé selon la métha&Goldsworthyet al (1972)qui utilise
la vanilline [0,38 g vanilline, 55 ml eau distilléE95 ml acide orthophosphorique 85%] corr
réactif et une solution mére de lipides a 2,5 mg/Zb mg d’huile d table (ELIO), 1 ml
éther/chloroforme (v/v)] comme standard. Le doseggaéalisé sur des prises aliquotes depl
des extraits lipidiques ou de la gamme étalon aetkegion ajoute 1 ml d’acide sulfurique (
%). Apres agitation et chauffage dans deins a sec a 100 °C pendant 10 mn,
refroidissement, 200l sont repris auxquels sont ajés 2,5 ml du réactif vanilline. Le mélan
une fois agité et mis a I'obscurité pendant 30 m@suune coloration rose se développe |

l'intensité est lue a wlongueur d’onde de 5:nm (Tableau 3).

Tableau 3 :Reéalisation de la gamme d’étalonn des lipide ovariens.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Lipide (pl) 0 20 40 60 80 100
Ether/Chloroforme (ul) 100 80 60 40 20 0
Quantité de lipides fQ) 0 50 100 150 20C 250
Réactif Vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
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2.7.4 Dosage des glucideovariens

Le dosage des glucic a été réalisé selon la techniqueldechateauet Florkin. (1959)
Elle consiste a additionner 4 ml de réactif d'amlera 10(ul du surnageant | contenu dans
tube a essai et de chauffer le mélange a 80 °Capérd® mn. Une coloration verte se dévelo
dont l'intensité est proportionnelle a la quandiééglucides présente dans I'échantillon. La lec
de l'absorbance est faith I'aide d'un spectrophotométre (-Visible-Proche IR, ES11430)
une longueur d'onde de 620 nm. La quantification edectfiée a partir d'une gamt
d'étalonnage (Tableau 4kgalisée avec une solution mére de glucose (S-Aldrich, USA) (1
mg/ml d’eaudistillée) comme standal

Tableau 4: Réalisation de la gamme d’étalonn des glucides ovarie.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Glucose (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

2.7.5Dosage des protéineovariennes

Les protéines ont été quantifiees selon la métldeBradford. (1976 qui utilise le bleu
brillant de Coomassie G 250 (Fluka, UK) comme Iiéagt I'albumine de sérum de bce
(SigmaAldrich, USA) (Img/ml) comme stand: .Le dosage des protéines dans les ovai
été effectué dans une fraction aliquote de pl. La lecture des absorbances «alisée a une
longueur d’onde de 595 nm contre un blanc de gafiiaaeau 5
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Tableau 5: Réalisation de la gamme d’étalcagedes protéines ovarient.

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (l) 100 80 60 40 20 0
Quantité de protéines (ug) 0 20 40 60 80 100
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.8. Tests de comportement

2.8.1.Comportement de préférence olfactive

Les mouchesierges ayant survécu aux traitements au courstddes pr-imaginaux ont
été collectée et conservées individuellement dans des flacontenant du milieu nutrit frais.
Aprés 4 a 7 jours, ces mouc ont été mise a jeliner sur umieau de papier filtre humid8h
avant le testChaque adulte est ensuite introduit dans un olfaéte en forme de YUn papier
filtre préalablement incubé a 25° C pendant 18hsdanmilieu traité avec Ispiromésifene (1

Ma/g; 5 ug/g ou 7,5 pg/@u un milieu standard vierge a été déposé dansuehbrps di
I'olfactometre avant le début du te

Au bout de 4hmaximun, on note sa réponse (attraction, répul, absence de réponse)
vis-avis d’un choix entre le miliecontenant du Spiromésifefalant de 1 ug/g a 7.5u9/g) ou
milieu témoin viergeToutes les expériences ont été réalisées entrel® leéures du matin. L
test a été réalisé sous une lumiere rouge loinfaimpoules LED
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Milieu temoin Milizu traite
(vierge) (1; 5; 7.5 wg/g)

Figure 6. Représentatiorschématique de I'olfactométre Y utilisé pour évallge préférenc
olfactive entrele milieu contenant dSpiromésifene (allant de 1 pg/gr®d pg/g) ou le milieu

témoin vierge.
2.8.2. Préféence alimentaire (test multiCafi)

La préférence alimentaire entre une solution ddrétmsansspiromeésifen (T) et une
solution qui contient dgpiromésifen (1ug/ul ou 5ug/ul) a été évaluée. Ces tests séatteés
sur des groupes de 5 mouches agées de 4 irs (méles et femelles [g@rés) placées pends
guatreheures dans un dispositilultiCafe comprenant 4 capillaires remplis de chacune des

solutions (5 pl).

Les mouches ont été affamées pendant 18 heures darkacaEss avec un morceau
coton humidifié placé au fond diacon avant la réalisation du tesés solutions contenant (
spiromésifeneont été diluées dans de I'eau distillée. Ills oré éblorésen rouge avec la

sulforhodamine afin de visualiser facilement laifentde surface de la solution a exami

Des images de capillaires ont été capturées avapres le test avec un appareil pr
de 8 mégapixels. Cela nous a permis de détermineplume de la solution ingérée par
mouches lors du test d'alimentation. Ensuite, Veat d'évaporation a « soustrait des niveaux
expérimentaux et la quantité de nourriture ing&xé&e mesurée a l'aide du logiciel ImageJ
consommation en spété évaluée avec un indice de préférence (Rl $éjuation suivan : Pl
= (Vsp -Vt) / (Vsp + Vi), Vsp et Vt eprésentant respectivement le volume des solu

contenant du spiromésiféerédes solutions témoin de contr
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Figure 7. Représentation schématique du test mafe utilisé pour évaluer la préférence
consommation entre une solution de controns spiromeésifenel() et une solution qui contie

du spiromeésifen€lug/ulou 5ug/}).
2.8.3.Comportement sexuel et progénitur

Les mouchewierges nouvellement écloses ayant survécu autermants au cours d
stades prémaginaux ont été collectéeLes males ont été gardés séparément tandis qt
femelles ont été élevées en groupes (5 par fladdisplement des males permet d’éviter
interactions entre eux quarsqu’elles ont lieu lors de premiers jours deiadulte, entrainent
une diminutionde l'agressivité edu pourcentage d’accouplemeiitvetec et Ferveur, 20).
Tous les insectes utilisés étaient agés entre53jairs afin qu'ils soient sexuellement matu
Concernant les tests’agcouplemer, le male est dabord introduit darla cellule de
comportement puis;ing minutes aprs, la femelle. Les tests comportementaux ont touj@té
réalisés entre 8 et 12 heures du matin, correspbradapremier pic d'activité comportement
des mouche&Grillet et al.,2006. Ces tests se d@rlent dans une salle a une température e
hygrométrie ambiantesonstante. L'intensité de la parade des males et la capacstaccouple

sont notées pendant une hel

Les parametres suivants sont enregi :
Le taux d'accouplemennombrede males accouplés sur le nombre total de n
La latence d'accouplemertiemp: écoulé entre le début du testle début de I'accoupleme

La durée de I'accouplemeriemps de copulatiol
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Différentes combinaisons de couples ont été te : (F: fenelle; M: male; T: témoin; 1: 1 pg/c
2,5:2,5u9/g; 5: 5 ug/g; 7,5: 7,5 po/g; 10: 10gx
Couples 1: Fx Mt: Femelles TémoinX Malestsmoins
Couples 2 : R x MT : Femelles; X MaleStemoins
Couples 3: F T x M : Femellesrgmoins X Males;
Couples 4 : kx M7 : Femelles; X Méales;

Couples 5: B sx MT: Femelles; sX Malest

Couples 6 : F T x M2,5: Femellesr¢moins X Males; 5
Couples 7 : B s x M2,5 : Femelles, s X Males; s
Couples 8 : Ex MT : Femelless X MaleStémoins
Couples 9 : ik x Ms: Femellesrgmoins X Maless
Couples 10 : Ex Ms: Femelless X Maless

Couples 11 : F5 X Mt: Femelles; 5 X MaleStémoins
Couples 12 : F x M 75: Femellesremoins X Malesy s
Couples 13 : Fsx M 75: Femelles; 5 X Méalesy s
Couples 14 : kox Mt : Femelles;p X MaleStémoins
Couples 15 : X M 19: Femellesremoins X Malesio

Couples 16 : px M 19: Femelles;o X Malesqg

Figure 8. Dispositif utilisé pendant les tests de comportel

Apres l'accouplement, chaque femelle a été intte dars un flacon contenant envir
4g de milieu afin de compter sa progéniture. Le nemtbadultes obtenus 12 jours ag

l'accouplement est noté.
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2.8.4 Préférence d’oviposition en condition de choix ode non choi

Des adultes males et femellesmales et 5 femelles) vierges agées de 3 a 5 jayasit
survécus au traitement préalable au stad-imaginal sont mis a s’accoupler pendant 4h,
sont libérés pendant 24h dans un dispositif exp@griat en verre (&£ = 8,5 cm) fermés par
couvercle enfermant deux pees cuvettes remplies avec ohilieu nutritif (diametre = 35 mn
hauteur = 5 mm), l'une contenale milieu nutritif témoin et l'autrde milieu nutritif traité
(spiromésifene 1 ou 5uglges cuvette servant de pondoirs, les ceufs deés sur chaque
pondoir peuvent étrééenombreé:

Un Indice dePréférence Oviposition (PO) est calculé seloilaver-Pouchonet al
(2014)comme suit IPO fnombre dceufs sur milieu traité) — (hombreaduf: sur milieu témoin)

/ (nombre d’ceufsur milieu traité) + (nombre ceufs sur milieu témoin).

T e e
. L=

Avec choix —

Milien témoin

K.\'nu Choix

By EFe £
3 :
P e

e

Figure 9. Procédure expérimentale pour I'évaluation de |é&pedce d’oviposition en conditic

de choix ou de non choix.

2.9. Analyses statistiques

La moyenneet 'erreur standard (SEM) ecalculée pour chaque groupe d’expérie
n’utilisant pas des proportio ; pour ces dernieres, ce sont les intervalles déarce a 95% qu
sont précisés. La normalité et I'égalité des vadmnont été confirmées, respectivement g
aux tests de Basdtt et de Brow-Forsythe avant I'utilisation des tests paramétrsqoa nor-
paramétriques. La régression non linéaire utilisane courbe dose réponse sigmoii
exprimant le pourcentage des mortalités enregstedefonction des logarithmes des dos

permis d’estimer les différentes doses lét(Sadeghet al, 2009)
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L’analyse de la variance (un et deux criteres dssification) suivie du test HSD (Hon
Significative Difference) de Tukey est utilisée pdraiter les résultats concern le poids
corporel, le nombre de descendant, les lipideuxotee malondialdéhyde, les acides gras,
hydrocarbures, le poids des ovaires, les lipidesriens, les glucides ovariens, les proté
ovariennes, respectivemerites données concernantdurée de développement, les temps
latences et la durée d’accouplements, le nombrefd’@gondus, la préférence alimentaire ¢
analysés grace au test de Kru-Wallis combiné avec le test de Dunn’s. Le test dani-
Whitney est utilisé pour compareindice de préférence d’ovipositionPQ). Les tests log-rank
Mantel-Cox et KaplaMeier sont utilisés pour traiter les données dsulvie. Le test du C-
square {2) est utilisé pour comparer le potentiel reproductt la préférence olfactive. Tous
calculs ont été effectués a l'aide du logiciel Gdad Prism d’'analyse et de traitem

statistiqgue des données version 6.01 pour Windoks
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3. RESULTATS

3.1. Toxicité duspiromésifenc¢ a I'égard deD. melanogaster
3.1.1 Toxicité duspiromésiféne par application topique chez &< larves

L’efficacité du spirorésiféne a été testée par application topgrdes larves L3 dD.
melanogaster avec différentesconcentrationg12,5, 25, 50, 100, 150 et 2Q@/ul). Les
individus témoins recoivent pl du solvant seul (acétone/eaB0/50). La mortalit observée
des adultesst mentionnée dans le tablez avec des taux variant de 14 % (1g¢dul) a plus
de 89 % (20@wg/ul), avec une relation do-réponseles pourcentages mortalité observée
chez les séries traitées ont été enscorrigés par la formule d’Abbott (1925)fin de
soustrairela mortalité naturell (Tableau J. Aprés une transformation angulaire |
pourcentages de morta (Tableau 8), les donnéamt fait I'objet d’'une analyse de
variance a un critérge classificationqui réveéle un effet concentrati tres hautement
significatif (p < 0,001).

Tableau 6 : Effet duspiromésifen (ug/ul) administé par application topique sur llarves
L3 deD. melanogaster, sur le tux de mortalité observée (moyena&EM ; n= 3 répétitions
comportant chacune 30 individt

Concentrations @g/pl)

SENEOEN  Témoin 12t 25 50
1 4 13 28 50 64 82 88
2 4 15 32 68 64 80 88
3 12 14 24 48 68 76 92

m+SEM 6.66+2,66 14,00+ 0,5 28,00+2,30 55,33+6,36 65,33+1,3' 79,33+1,76 89,33+1,33

Tableau 7 : Effet duspiromésifen (ug/ul) administé par application topique sur les lar
L3 de D. melanogaster, sur le tau de mortalité corrigée (m = SE; n = 3 répétitions
comportant chacune 30 individt

Concentrations @g/pl)

Répétitions 12,5 25 50 100 150 200
1 9,37 25 47,91 62,5 81,25 87,50
2 11.45 29,16 53,12 62,5 79,16 87,50
3 8,51 19,14 43,75 65,95 74,46 91,66
m = SEM 9,77+0,87 24,43+2,90 48,26+2,71 63,65+1,15 7829+2,00 88,89+1,38
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Tableau 8 : Effet duspiromésifén (ug/pl) administrépar application topique sues larves
L3 deD. melanogaster. Transformation angulaire duux de mortalité corrigée (m + SE ; n
= 3 répétitions comportant chacune individus).

Concentrations @g/pl)

Répétitions 12,5 25 50 100 150 200
1 17,46 30,00 43,28 51,94 64,16 68,87
2 19,37 32,58 46,72 51,94 62.,73 68,87
3 16,43 25,84 40,98 53,73 59,34 71,57
m + SEM 17,75+0,86 29,47+1,96 43,66+1,66 52,54 +0,5962,0¢+ 1,42 69,77 £ 0,90

La courbe doseéponse exprimant lepourcentages de mortalité emé€tion du logarithme d
la concentrationappliquée (Fig. 10) a permis l'estimation degaleurs desdifférentes

concentrations létales [ ainsi que leurs intervalles de ccance (IC) (Tableau).

Tableau 9 : Toxicité du spiromésifene administrén vivo par application topique sues
larves L3 deD. melanogaster : détermination des concentratiogsale: (CL pg/ul) avec leur
intervalle de confiance (IC

CL (pg/ul) Valeur Intervalle de confiance
Clo 11,61 7,81-17,24
CL s 25,76 20,06 — 33,09
Clsg 57,18 48,71 - 67,14
ClL g 281,70 198,30 — 400,20
100A
£ g0
D
2 601
S
(&)
\9 40'
3
5 201
=
C L] L] L] L] L]
0,C 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Log Concentartion (pg/pl)

Figure 10. Toxicité duspiromésifen (ugfil) en application topique sues larves L3 d®.
melanogaster.
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3.1.2. Toxicité du spiromésifen¢ administré par ingestioncontaci au cours des

stades immatures

Le spiromésifene até test par ingestion/contacincorporé dans le milieu d'éleve)
sur les stades piéiaginau: a des concentrations variant de 1 a 10 , induisant une
mortalité chez les adultevec s pourcentaggwécisés dans le tableau. La mortalité des
adultes, de l'ordre de 5,06 * (3% chez les témoins (mortalitéhaturelle ») augmente avec
la concentrationchez toutes les séries trait ; ainsi, le purcentage de mortalité obsen
qui est de 8,06 + 0,15%vec la concentration la plus faible ed¢ 91,40 £ 0,3% avec la

concentration la pluélevéx.

Les pourcentages dortalités observé chez les séries traitées ont étéuite corrigés
par la formule dAbbott (1925) afin de soustrairéa mortalité naturelle(Tableau 11). Les
résultats de la mortalité corrigée montrent desrgentagesvarient de 3,1 + 0,02% a la

concentrationa plus faible (ng/g) a 90,93 + 0,33% a la concentrati@plus forte (1 pg/g).

L’'analyse de la variance a un critere de clasgificaeffectuée aprés transformati
angulaire des pourcentages de mortalité réun effet traitemerthautement sicificatif (p <
0,001) Le classement des doses par le teSD de Tukey révéle lastence de 5 groupe

statistiques (Fig. 11).

La courbe doseéponse exprimant les pourcentages de mortalitéfonction du
logarithme de la concentrati appliquée (Fig. 12) germis l'estimation es valeurs des
différentesconcentrations létales L) ainsi que leurs intervalles de ccance (IC) (Tableau
12).

Tableau 10 : Effet du spiromésifen (ugg) administré par ingesti/contact au cours du
développement prignaginalde D. melanogaster sur le taux de mortalité obser des adultes
(m £ SEM ; n= épétitions comportant chacune tceufs).

Répétitions  Témoins

R1 5,20 8,22 13,50 29,70 54,28 91,20

R2 5,20 8,22 15,32 29,24 55,24 91.00

R3 4,80 7,76 14,66 27,50 56,24 92.00
m + SEM 5,06+0,13  8,06+0,15 14,49+0,53  28,81+0,67 55,25+0,5! 91,40+0,30

29



RESULTATS

Tableau 11 : Effet du spiromésiféen (ugg) administré par ingesti/contact au cours du
développement prignaginalde D. melanogaster, sur le taux de mortalité corric des adultes
(m £ SEM ;n= 3 répétitions comportant chacun«) ceufs).

Répétitions
R1 3,18 08,75 25,84 51,7 90,71
R2 3,18 10,67 25,35 52,7¢ 90,50
R3 3,10 10,35 23,84 54,0: 91,59
m + SEM 3,15+0,02 9,92+0,59 25,01+0,60 52,86+0,6! 90,93+0,33
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Figure 11. Mortalité corrigée (%) des adul apres administration dspiromésifene et
classement des doses testées par le test HSD asg.Tids lettres différentes indiquela
présence d'une différence significal entre concentrations.
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Figure 12. Courbe doseéponse exprimant le pourcentage de mortalité géerien fonctiol
du logarithme de la concentratioe spiromésifene (ug/g).
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Tableau 12 :Toxicité duspiromésifen administré par ingestioau cours du développeme
pré-imaginal deD. melanogaster : détermination des concentratiorsale: (CL pg/g) avec
leur intervalle de confian (IC).

CL (ng/g) Valeur Intervalle de confiance
CLyo 2,61 1,67 - 4,08
CLys 4,02 3,06 — 5,27
Clso 6,18 5,28 -7,24
ClLgo 14,64 9,78 -21,91

3.2. Effets duspiromésiféen¢ sur le développement
3.2.1.Effets sur la durée de développeme larvaire et pupal

Le spiromésifenadministré a différentes concentrations ingestior/contact au cours
du développement piéaginal deD. melanogaster augmente significativement la durée
développement desasles larvaire et pupal (Fig.). En effet,la durée de développemeres
larves varie suivanine relation dos-réponse (p < 0,001) : les valeun®yennes enregistrées
sont de 101,3 £ 0,27elre: pour les témoins, 103,7 £ 0,26 h pour la pluble concentration
(1pg/g) et 131,1 + 1,32 pour la plus forte concentration (10pg/g). spiromésiféne induit
donc un allongemermte la durée ddéveloppemengkvaire variant entrenviron 2,5 h pour la
plus faible concentratioret 30 h pour la plus forte concentra (Fig. 13 A). Une
augmentation de la durée du stade pupal est égaleemregistréepour toutes les
concentrations testées (p < 0,(. Lesvaleurs moyennes sont de 197,7 + 0,46 h pou
témoins, 199,5 + 0,51 h pour la plus faible conamn (1pg/g) et 224,6 + 2,02 h pour
plus forte concentration (10ug (Fig. 13 B).
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Figure 13. Effets du spiromésifene administré par ingesfmntac a différentes
concentrations agours du développement -imaginal deD. melanogaster sur la durée de
développementefkprimé erheures) des stades larvaire) et pupal B) (m + SEM ; n= 94 -
485). Les barressuivies d'une méme lettrindiquent des valeurs qune sont pas
significativement différente(p > 0,05).

3.2.2. Effets sur & poids corporel et la teneur en eaues adulte:

Les effets des difféntes concentrations spiromésifenesur le poids corporefrais de
la femelle et du mélsont illustrés sur figure 14. Les femelle®moirs pésent 1,52 + 0,007
mg, le traitement agpiromésiféen au cours du stade pré-imagiraitrane une réduction
significative (F, 66 = 54,6¢ ; p < 0,001) du poids frais des femellégs valeurs moyennt
enregistréeshez les séries traitées < de 1,50 £ 0,004 mg pour la concenon la plus
faible (1 pgg) et de 1,36 £ 0,01 mg pour la centrationla plus élevée (10 ug/g)ig. 14A).
Le spiromésifene dimireuauss de maniere significative le poids frais des malasrppport
aux series téemoins £ = 56,27 ; p < 0,001). Les vales moyennes enregistrées ¢ de 0,86
+ 0,007 mg pour ketémoin, 0,81 + 0,004 pour la ceentration la plus faible (1 yg) et 0,71
+ 0,007 mg pour laancentration la plus élevée (Ig/g) (Fig. 148B). Concernant le poids
corporel seg de la femelle et du ne sont illustrés sur la figure 15. | femelles témoins
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pesent 0,35 £ 0,008 mde traitement au spiromeésiferau cours du stadepré-imaginal
entraine une augmentatismgnificative (ks 6s= 122,4 ; p < 0,01) du poids fraides femelles.
Les valeurs moyennes enregistrchez les séries traitées salg 0,4( £ 0,004 mg pour la
concentratn la plus faible (1 ug) et de 0,51 + 0,004 mg pour la centration la plus élevé
(10 ug/g) (fig. 18\). Le spironésifene augmente aussi de mea@ significative le poids ss
des males par rapport aux séries témoils ¢ = 43,97 ; p < 0,0D). Les valers moyennes
enregistrées somte 0,21 0,003 mg pour les témoins, 0,21 + 0,q&8ur la coccentration la
plus faible (1 pugf) et 0,24 + 0,0C mg pour la oncentration la plus élevée (1g/g) (Fig.
15B). Le spiromésifena également eu un effet sia teneur en eacorporelle defemelles
(Fig. 16A) et des males i@ 16B) par rapport aux témoinss(lgs= 141,¢; p < 0,001) pour les
femelles et (F 6= 67,77; p <0,0001) pour les males.
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Figure 14. Effets du spiromésifen administré par ingestidtontac a différentes
concentrationgu cours du développement -imaginal deD. melanogaster sur le poids frais
des adultes femelleA) et mal¢ (B) (5 jours aprés I'émergence) (n= 10 répétitions Q¢
adulte3. Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sas significativement différentes p

0,05.
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Figure 15. Effets du spiromésiféneadministré par ingestidcontact a différente
concentrationsw cours du développement -imaginal deD. melanogaster sur le poids secs
des adultes femelleAj et male (B) (5 jours apres I'émergence) (n= 10 répétitions @¢
adulte3. Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sas significativement différentea

p > 0,05.
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Figure 16. Effets du spiromésifene administré par ingesfmntac a différentes
concentrationgu cours du développement -imaginal deD. melanogaster sur la teneur en
eau des adultes femelld)(et male B) (5 jours apres I'émergence) (n= 10 répétitions @
adultes). Le moyennes suivies d’'une méme lettre ne sor significativement différentes
> 0,05.

3.2.3 Effetssur la survie des male

D'apres la figure 17e traitement aispiromésiféeneau cours du stade f-imaginal de
D.melanogaster entraine unaéduction de la survie des adultes mtest du lo-rank, 2 =
52,93, dl =5, p < 0,001)a mortalité enregistrée est dépendante de la adsénistré. Chez
les adultes témoins, temgs Iétal 50 (TL50) est de 84 h contre 7@dur la concentreon la

plus faible (1 png/g) et 63 pour la concentratioralplus élevée (10 pg/g) (Fic7).

35



RESULTATS

| =

100 — Control
1
? 75_ ....... 2’5
S 5
'g 50- 7,5
& 10
251
0 T T .
0 30 60 120

Temps (jours)

Figure 17. Effets duspiromésifen administré par ingestioa différentes concentratiolau
cours du développement -imaginal deD. melanogaster sur la survie des mal adultes (n =
100).

3.3. Effets duspiromésiféne¢ sur les lipides corporels
3.31. Effets sur le taux de lipides totaux corpore

Les larves L3 ont été traitées par applicationdoei La teneur en lipides tota
corporels a étééterminée chez les séries témoins et traitée;p et Clys) a différents jours
au cours du développement nymphalg. 18. Les résultats enregistrés chez les pi
témoins indiquent une diminution significative daux de lipides corporels au cours
développement nymphal (0 vs 2 jours p < 0,01 ; B jaurs p < 0,001 ; 1 vs 3 jours p <0,C
Pour les séries traitées, spiromésifenaéduit de maniere significative la teneur en ligi
totaux des pupes a tous les ages au cours du peeehent nympll et ceci de fagcon do-
dépendante. L’analyse de la variance révéele dedseffge (3, 4= 170,7 ; p < 0,001) ¢
traitement (k 43 = 644.1 ; p <0,001) significatifs Les taux de lipidesuf/mg de tissu frais
enregistrés a 3 jours chez les putraitéessont de 14,61 + 1,21 pour la série témoin ; 9,(
1,27 pour la série traitée avec lajp et 5,92 + 0.98 pour la série traitée avec lis (Tableau
13). Ainsi, une réduction significative est obtenwe@la concentration la pliélevée a tous
les ages (Cis) (témoin vs Cls p < 0,01 ; Cho vs Clys p < 0,05).

36



RESULTATS

Tableau 13 :Taux de lipides totaux corporelgg/mg de tissu) au cours développement nymphal
deD. melanogaster apres traitement par application topique des lai@egn + SEM ; n= 5 répétitior
chacune correspondant & un groupe de 4 pL

Traitement Ages (jours)
0 1 2 3
Témoin 23,84 + 0,6fa 20,03+ 0,3% 17,01 +0,1%c 14,61 + 0,54
A A A A
CL 1 15,01 +0,3za 12,60+ 0,16 10,98 + 0,44c 9,08 +0,57
B B B B
CL s 12,17 £ 0,3ta 9,38+0,1% 8,65+ 0,12c 5,92 + 0,44
C C C C

Pour un méme traitement, les moyennes suivies du@@e lettreen minuscule ne sont pas significativem
différentes, tandi que pour un méme age, les moyennes suivies dahéme lettreen majuscule ne sont pas
significativement différentes a p > 0,.
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Figure 18. Evolution du taux de lipides totaux corpore|sy/fng de tissu) au cours |
développement nymphal ¢D. melanogaster apres traitement par application topique
larves L3 (m £ SEM n = 5 répétitions de 4 pupes chaci ; pour un méme age, |
moyennes swies d’une méme lettre minuscule ne sont pas sogivement différentes a p
0,05.
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3.3.2. Effets sur le taux de malondialdéhyd

Les taux de malondialdéhyde (ML, un biomarqueur de la peroxydation lipidic ont été
déterminés chez les séries témoins et traitéears cdu développement nymphal seloi
méthode dédraper etHadley (199C. Les résultats sonmeprésentés dans le tableal et la
figure 19 Chez les témoins, le taux de MDA ne varie pasifigativement (p > 0,05) a
cours du temps,ahdis que les résultats obtenus chez les sériggegamontrent un
augmentation significativa O jour avec la Cls (p > 0,05). Au ler jour les taux continuer
augmenter d’'une maniére tres significative 0,01) avec la Cis. Puis diminue de maniére
non significative (p > 0,05) au 2éme jour pour ligment se stabiliser aux 3emes joi
L’analyse de la variance montre un effet traitentegg significatif (I, 4= 25,05; p < 0,01) ;
les résultats indiqueritgalement une différence significative chez laestrditée (C,s) entre

les pupes agées d'un joetrcellesdgées de 3 jours.

Tableau 14 :Taux deMDA (uM/mg de protéines) chez les purde D. melanogaster apres
traitement parapplication topique des larves (m + SEM; n= 5 répétition, chacune
correspondat a un groupe de 4 puy).

Traitement Ages (jours)

0 1 2 3

Témoin 0,075 + 0,008 0,080 + 0,012 0,096 + 0,014 0,089+ 0,015
A A A A

CLyo 0,111 + 0,004 0,119 + 0,006 0,138 + 0,016 0,165+ 0,01&
AB AB AB B

Clys 0,136 + 0,00& 0,155 + 0,004 0,165 +0,01% 0,112 + 0,022
B B B AB

Pour un méme traitement, les moyennes suivies d'n@me lettreen minuscule ne sont pas significativem
différentes, tandis que pour un méme age, les nmegesuivies d'une méme letten majuscule ne sont pas

significativement différentes a p > 0,L.
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Figure 19. Effet du spiromésifen surle taux de MDA (uUM/mg de protéines) au cours
développement nymphale D. melanogaster apres traitement par application topique
larves L3 (m £ SEM n = 5 répétitions de 4 pupes chee) ; pour un méme age, |
moyennes suivies d'une méme lettre nscule ne sont pas significativement différentes>
0,05.

3.3.3. Effet sur les acides gras corporel

Les teneurs en AGant été déterminées chez les mouches survivaneaexpositior
pré-imaginale aspiromésifén (Fig. 20 et Tableaux 15 et 16). Paries neuf AGs détectés
chez les adtes males et femell, quatre étaient saturés (AGS ; C12:0, C14:0, C16:@;0),
trois éaient monoinsaturé(AGMIS ; Cl14:1n-5, C16:1n-7, C1B:-9), et deux étaient
polyinsaturés (AGPIS 18:2r-6, 18:3n3). Les résultats spectraux CG/SM ont montré gs
femelles contiennent des quantitéss élevées d'AG que les méales. Quatres majeurs ont
été identifies chez lemdultes témoins et traités : C16:17-C14:0, C18:1-9, C16:0. Chez les
femelles, ledraitements aispiromésiféne onaffecté la quantité totale d'/ avec un effet
dosedépendant significatif 5 4= 75,79; p < 0,001). Chdes femelles traitées avec 1 et
ug/g, la quantité moyenne d'AG détectés par fel était de 6473 ng et 3211
respectivement. En comparaison, les feme¢émoins ont produit 7051 ng d'AG (1 19A).
Par conséquent, la quantité totale d'’AG a dimimséy'i > 50% de la quantité témoin ch
les femelles traitées avec la centration la plus élevée. Six A@nt éé affectés : C12:0,
C14.0, C16:0, C16:1n-A18:1r-9, C18:2n-6 (tableau }5Des résultats similair ont été
retrouvés chez les malesla quantité totale d'AG également été réduite par s les

traitements aspiromésifen (Fs, 4= 43,08 ; p < 0,001). Les valesumoyennes enregistré
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sont de 3488 ngiale pour Is témoins, 2937 ng/male pour la centration la plus faibl

(1ng/g) et 1629 ngiéle pour la corentration la plus élevée (10 pg/fig. 18B). Six AGs ont
été affectés chez les méates14:0,C16:0, C16:1n-7, C18:0, C18:2-C182n-6 (tab. 16).

Tableau 15.Effets duspiromésifén administré par ingestioa différentes concentratioiau
cours du développement -imaginal sur les acides gras des femdlesnelanogaster (m +
SEM ; n = 10 répétitions Total AGs = Total des acidagas ; AGS = acide gras satur
AGIS = acide gras insatyré

Acide gras Témoins

C12:0 423+17.21a 439+16.39 421+17.29a 404+14.42a 334+18.19a 206+10.45b
C14:0 1471+69.14a  1302+62.35 1419+41.41a 1361+45.74ab  1056+62.50 643+43.72d
C14:1n-5 83+5.34a 84+3.15; 81+2.83a 89+5.44a 72+5.85a 36+2.63a
C16:0 1283+46.35a  1101+25.83 1059+18.29bc 984+20.28c 743+15.55d 604+24.22e
C16:1n-7 1679+60.24a 1608+41.61a 1512+42.08bc 147242490c  1181+50.13 736+26.41e
C18:0 129+8.95a 101+2.36 85+3.57a 79+2.66a 74x4.47a 65+3.74a
C18:1n-9 1336+£29.09a 1210+32.41 960+37.44c 963+29.07c 750+15.82d 593+21.11e
C18:2n-6 607+7.93a 585+12.38 450+14.63b 453+12.53b 379+17.63b 311+13.99¢c
C18:3n-3 39+1.54a 43+1.02i 21+0.99a 22+0.73a 21+1.28a 19+0.90a
Total AGs 7050+229.30a 6473+181.6a 6008+150b 5827+131.60b 4610+140.40 3213+107.50d
AGS 3306+138.00a 2943+98.89 2984+67.62ab 2828+77.84b  2207+88.39 1518+60.25d
AGIS 3744+99.81a  3530+86.70 3024+87.89b 2999+62.18b  2403+55.61 1695+52.32d

Pour le méme acide gras, les valeurs suivies tteddlifférentes sont significativement différendgs < 0,05
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Tableau 16. Effets du spiromésiféne administré par ingesfmontact a différente
concentrationsau cours du développement -imaginal sur les acides grases malesD.
melanogaster (m £ SEM ;n = 10 répétitions ; Total AGs = Totdesacides gras ; AGS =
acides gras saturé&\GIS = acids gras insaturés).

1 ugle

C12:0 159+7.89a 139+8.62 145+8.48a 145+9.50a  145%7.26a 118+11.52a
C14:0 696+34.80a 592+35.14b 654+20.91ab 573+18.96c 544+21.25c  376+32.56d
Cl4:ln-5  41x2.34a 37+3.18; 38+2.61a 33+4.70a 30+4.59a 23+2.62a
C16:0 608+38.30a  469+20.12| 427+12.24bc 353+9.70c  369+12.50c 253+9.37¢
C16:1n-7  842+38.08a  722+33.39 655+18.66bc 596+14.12c 494+51.72d  388+24.07¢
C18:0 135x42.48a 552,501 27+2.21b 30+2.66b 38+3.82b 32+2.91b
C181n-9 617+#26.39a  536+20.84| 300+15.89¢ 292+11.96c 287+10.99c  245+10.82c
C18:2n-6  366+22.35a  361+13.64 207+12.09b 231+9.02b  181%+10.77b  179+13.35p
C18:3n-3  25+1.88a 26+1.23 10+1.11a 11+1.61a 8+1.10a 16x0.65a
Total AGs 3489+161.10a 2937+114.50 2463+77.21c 2264+55.10c 2096+74.57c  1630+80.07d
AGS 1597+85.77a 1255%61.35 1254+35.84b 1102+31.75b 1095+39.91b  779+44.61c
AGIS 1892+83.50a 1682+59.59 1209+46.04b 1162+28.37b 1001+58bc  851+37.51C

Pour le méme acide gras, les valeurs suivies tteddlifférente sont significativement différentesap <0
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Figure 20. Effet du spirorésifene administré parngestion/conta, a différentes
concentrations au stade -imaginal deD. melanogaster, sur la quantité d'acides gichez les
adultes fenelles (A) et méles (B) (m £ SE ; n = 10 répétitions Total AGs = Total des
acides gras ; AGS acide gras satu ; AGIS = acide gras insaturéourun méme acide gras,
les barres avec des lettidifférentes indiquent des différences significagiaep < 0,05.
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3.34. Effets sur les hydrocarbures cuticulaire:

L'analyse enchromatographie en phase gazeuCPG) des extraitshexaniques
d’adultes femelleset malesa révélé la présence de 30 et @mposé, respectivement
(lableaux 17 et 18 Le profil deshydrocarbures cuticulaires (HCdes mouches témoins
présente un dimorphisme se» carles femelles synthétisent abondamment des comjhi-
insaturés (dienes) alors que les males produibeaucoup plus 'dHCs mono-insaturés
(monoenes) que les femelles. Chez les mD. melanogaster, les principaux composés s(
le (Z) -7-tricoséne (7-Thandis que leurs femelles produismajoritairemendu (Z, Z) -7, 11)
-heptacosadiene (7,1D).

Nos données montrent que le traitemenspiromésifenaffecte les quantités totales
HCs chez les deux sexes. Les femelles traitées omtrénanediminution des quantité
totales d’HCavec un effet do-dépendant (§g4= 88,23; p <0,001) (2016 ng/femelle et 11
ng/femelle pour les séries traitées a 1 et 10 prg&pectivement), par rapport aux feme
témoins (2128 négmelle) Fig. 21A). Lescomparaisons entre les femelles tém et traitées
ont également révélé des différences significatpour douze HCs7,11TD, C23, 9,13PL
7,11PD, 5,9PD, 25Br, 9P, 7,11HD, 27Br, 7H, 7,11IND@Br (Fs s4= 78,55; p < 0,001)
(Tableau 17). D’autredifférences significatives ont également été observéis ks male
témoins et traités au niveau des quantités tot’'HC diminuant entre 2066 rmale (pour les
témoins) et 1841 ng/méale et 1013 male pour la corentration la plus faible (1ug) et la
concentration laplus élevée (10 ug) (Fig. 2B), respectivement. SefHCs ont été
clairement affectés9T, 7T, 5T, C23, 25Br, 7P, 27Br (Tablel8).
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Tableau 17. Effet du spiromésiféneadministré par ingestiécontac a différentes
concentrations, au stade -imaginal cheZD.melanogaster sur les hydrocarbures cuticulai
des femellegmoyenne + SM ; n = 15 répétitions ; ng/femelles).

Composés Témoins 7.5u0/g

c21 12+0.48a 10+0.28a 9+0.58a 10+0.64a 7+0.38a 5+0.48a
C22 5+0.18a 5+0.08a 4+0.34a 5+0.28a 4+0.24a 4+0.20a
7,11 TD 32+1.78a 28+1.22ab 25+2.00ab 17+2.3lac = 12+1.69bc 7+0.88c
23Br 14+0.41a 12+0.68a 10+0.87a 8+0.84a 4+0.89a 1+0.19a
9T 8+0.67a 7+0.46a 6+0.53a 5+0.38a 4+0.28a 3+0.20a
T 28+1.80a 24+0.99a 20+1.07a 20+0.53a 15+0.84a 18+4.25a
5T 18+9.54a 9+3.09a 5+0.20a 5+0.30a 5+0.17a 4+0.14a
Cc23 114+8.92a 114+3.37a 111+4.49a 115+4.54a  97+4.30ab 82+4.78b
C24 6+1.15a 5+0.38a 4+0.22a 8+139a 5+0.32a 5+0.46a
9,13 PD 40+14.07ac 24+4.63ab 17+0.75b 45+13.00c 11+0.57b 13+4.46b
7,11 PD 95+4.00a 76+4.37b 64+5.21b 64+3.38b 45+3.02c 36+3.23c
5,9 PD 49+2.04a 39+2.22ab 33+2.65abc 33t1.72abc  23+1.54bc 18+1.64c
25Br 36+1.51a 29+1.65ab 24+1.96ab 24+1.27ab 17+1.14b 14+1.21b
9p 86+4.79a 80+3.09a 68+2.87ab 57+2.59bc 46+2.01c 42+3.34c
7P 23+2.02a 19+0.96a 16+0.95a 12+0.82a 12+1.12a 12+2.31a
5P 4+0.17a 4+0.20a 3+0.09a 3+0.22a 3+0.22a 3+0.33a
C25 61+1.77a 64+2.19a 67+3.04a 5943.79a 57+3.61a 55+3.58a
9,13HD 16+0.92a 16+0.77a 15+0.85a 11+1.01a 9+0.50a 7+0.61a
7,11HD 762+18.28a 726+14.29b 678+17.22c 571+21.86d 466+12.86e 393+13.70f
27Br 261+6.26a 249+4.89ab 232+5.90b 195+7.48c  160+4.40d 135+4.69¢e
5,9HD 21+0.50a 2040.39a 19+0.47a 16+0.59a 13+0.35a 11+0.37a
7H 51+1.57a 55+3.11a 58+3.32a 48+3.82ab  42+2.95ab 33+3.48b
c27 19+0.89a 19+0.90a 21+1.42a 19+1.32a 21+1.79a 20+2.06a
C28 10+0.53a 10+0.32a 11+1.76a 8+0.32a 710.41a 8+0.96a
9,13ND 10+0.43a 8+0.41a 9+0.44a 4+0.54a 5+0.27a 4+0.34a
7,11ND 207+9.47a 220+8.27a 221+9.59a 158+8.10b  154+7.80b 133+10.95¢
29Br 112+5.10a 118+4.45a 119+5.16a 85+4.36b 83+4.20b 71+5.89b
7N 2+0.21a 2+0.13a 2+0.14a 1+0.12a 1+0.23a 1+0.14a
Cc29 5+0.17a 5+0.10a 4+0.15a 4+0.17a 4+0.25a 3+0.24a
31Br 21+1.87a 19+1.07a 17+2.03a 18+1.80a 10+1.06a 10+0.70a
Total HC 2128+56.32a 2016+36.83ab 1892+40.20b 1628+41.21 1342+33.74d 1151+35.15
Désaturés 1455+47.86a 1359+27.76b 1257+28.24c  1071+27.33 867+21.80e 738+23.11f
Linaires 230+8.86a 231+5.35a 232+7.65a 227+8.42a  201+9.02a 18248.23a
Ramifiés 443+10.43a 426+7.63a 40348.68ab 330+9.75bc  274+6.92cd 231+8.43d

Pour un méme hydrocarbure cuticulaire, les valeuisies de lettres différentes sont significativeidifférente a

p<0,05
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Tableau 18.Effet duspiromésifen administré par ingestion/contacdifférentes concentrations,
stade pré-imaginal chéx.melanogaster sur les hydrocarbures cuticulaidss méales (r+ SEM ; n =
15 répétitions ; ng/males).

Cc21 36+3.38 37+4.13; 23+2.24a 20+1.70a 21+1.97a 15+1.37a
7D 12+0.86a 11+0.75:i 9+0.50a 8+0.36a 7+0.40a 6+0.33a
Cva 183+45.28a 94+19.04l 57+18.17bc 27+9.54c 45+14.14c 44+13.04c
Cc22 11+0.46a 12+1.34i 9+0.38a 8+.032a 7+0.31a 7+0.37a
23Br 13+0.75a 14+1.63i 8+0.72a 5+0.61a 5+0.25a 5+0.40a
9T 84+5.59a 66+4.10al 51+3.57ab 39+2.41b 34+1.30b 29+1.48b
T 901+47.52a 794+41.63 688+24.45c 562+21.16d 523+24.37d 418+25.46
5T 76+4.26a 74+2.62al 56+2.63ab 45+2.13ab 42+1.35ab 33+2.60b
C23 206+10.94a 182+6.22a 165+6.19abc 143+5.62bc 138+4.84c 125+6.55¢
25Br 156+12.21a 135+12.23a 113+9.72b 61+8.02c 57+3.43c 56+5.49¢c
9p 38+3.91a 29+3.00:i 27+3.32a 19+1.44a 14+1.06a 17+1.44a
7P 240+32.61a 208+22.50 157+15.31b 129+14.28bc 112+12.68c 116+12.87bc
5P 8+1.96a 8+1.10: 5+0.42a 4+0.36a 4+0.34a 4+0.35a
C25 24+1.48a 25+1.81: 22+1.07a 20+1.19a 18+1.01a 18+1.07a
27Br 178+7.31a 159+9.18a 126+4.33bc 117+2.94c 114+3.94c 102+4.31c
7H 3+0.50a 6+0.81: 3+0.26a 2+0.17a 2+0.17a 2+0.21a
c27 7+0.88a 9+1.36: 6+0.75a 6+0.68a 5+0.25a 6+0.61a
29Br 62+5.11a 62+1.81: 52+4.49a 56+5.25a 47+1.99a 45+4.03a
C29 2+0.26a 2+0.14: 2+0.06a 2+0.15a 2+0.06a 2+0.12a
31Br 9+0.77a 8+0.62: 9+1.23a 9+1.26a 7+0.42a 7+0.48a
Total HC 2066+74.97a 1841+48.17 1531+37.22¢c 1255+34.08d 1159+16.30de 1013+47.02e
Désaturés  1364+53.57a 1196+29.52 995+30.09¢c 808+25.71d 739+16.59d 626+35.43e
Linaires 285+12.77a 267+7.0%ab 227+7.36abc 199+6.35bc 190+5.27bc 173+8.70c
Ramifiés 417+13.71a 378+16.6:ab 309+10.43bc 248+10.18cd  230+4.18cd 214+10.08d

Pour un méme hydrocarbucetticulaire, les valeurs suivies de lettres diffiées sont gnificativement différentes a

<0,05.
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Figure 21. Effet du spiromésifén administré par ingestion, a différentes concerunati at

stade pré-imaginal dB. melanogaster, sur la quantité d'’hydrocarbures cuticulaichez les
femelles A) et les malesB) (m £ SEM ; n = 15 répétitiols Pour un méme groupe
d’hydrocarbureuticulaires, les barres avec des lettres différentes indiqdestdifférence

significatives a p < 0,05.
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3.4. Effet sur le poids eta composition biochimique des ovaire
3.4.1.Effets sur le poids des ovaire

Les variations du poids des ovaires chez les s@iaeins et traitées sont représen
dans le tableau 1& la figure22. Chez les séries témoins, le poids frais des ovaugmentse
progressivement durant la maturité sexuelle d’'uamigre hautement significative jusqu’i
jours (p< 0,001) puis diminue par la suite (7éme jour).t€évolution esparalléle chez les
séries traitées (2,5, 5, 7,5 et 10 ug/g) avec une augmentation faigtive (p < 0,001) du
poids des ovaires jusqu'a 5 jours puis une dinonusignificative des le 7éme jour de la
adulte. Le traitement provoque une réduction sicgifve (f < 0,001) di poids des ovaires a
tous les ages comparativement aux témoins dila maturation sexuel. L'analyse de la
variance a deux criteres de classification révés effetsde 'age (Is, o6 = 32606,64; p <
0,001) et du traitememtu spiromésifén(Fs, gs= 28115,22; p< 0,001) hautement significati

avec une interaction age/traitemtres significative (I, 96= 554,44; p< 0,001).

Tableau 19 :Effet du spirorésifeneadministré par ingestion a différentes concentnatiau
stade pré-imaginal d8. melanogaster, sur le poids des ovairesi(x SEV ; n = 5 répétitions
chacune comportant 4 paires d'ove).

Ages durant la vie adulte (jours

Traitement
0 3 5 7
0,76 + 0,00%a 0,90 + 0,006 1,02 + 0,004 0,80 + 0,005
Témoin
A A A A
0,59 + 0,00t 0,74 + 0,002 0,99 + 0,00 0,63 + 0,004
1 ug/g
B B B B
0,55+ 0,00 a 0,68 + 0,003 0,94 + 0,002 0,61 + 0,003
2,5 ug/g
C C C C
0,53 +0,00za 0,61+ 0,00m 0,88 + 0,005 0,55 + 0,005
5 pg/g
D D D D
0,46 + 0,00z 0,55 + 0,005 0,77 + 0,00 0,39 + 0,003
7,5 pglg
E E E E
0,34+0,00 a 0,41 + 0,002 0,50 + 0,01c 0,32 + 0,003
10 uglg F F F F

Pour un méme traitement les moyennes suivies dmé@me lettreen minuscule ne sont pas significativem
différentes, tandis que pour un méme age les ma&gesnivies d’'une méme letten majuscule ne sont pas

significativement différentes a p > 0,(
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Figure 22. Effet du spirorésiféeneadministré par ingestion a différentes concentnatiau

stade pré-imaginal che®. melanogaster sur le poids des ovairegn = SEM; n = 5

répétitions,chacune comportant 4 paires d'ove ; pour un méme age les moyennes sui

d’'une méme lettre minusle ne sont pas significativement différel, tandis que pour un
méme traitementles moyennes suivies d'une méme letimajuscule ne sont pas
significativement différentes ¢ > 0,05).

3.4.2.Effets sur le taux des lipides ovarier

L’effet du piromésifén a été évalué sur le taux des lipides ova a différents ages
(0, 3, 5 et 7 jours) apresiministratiol par ingestion a différentes concentrat (1 a 10 ug/g)
au stade pré-imaginahe: D. melanogaster. Au cours de la maturité sexue le taux des
lipides ovariens des séries témoins augmente diugaeiere hautement significatientre 0
jour et 5 jours (p < 0,001)uis décroit dés 1e*7¢jour. Cette évolution esparalléle chez les
séries traitéeslLe traitement provoque une réductisignificative (f < 0,001) du taux de
lipides a tous les ages comparativement aux tém(Tableau 20Fig. 23). L'analyse de la
variancea deux criteres de classificatirévele des effets de I'ages(lee= 99,96 ; p < 0,001)
et du traitement { o= 208,27 ; p< 0,001) hautement significatifs a' une interaction

age/traitement tresignificative (Fis, 6= 5,02 ; p < 0,001).
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Tableau 20 :Effet duspiromésifén administré par ingestion a différentes concentnatiau
stade pré-imaginal chd2. melanogaster, surle taux des lipides ovarie (m + SEM ; n =5
répétitionschacune comportant 4 paires d'ove).

Traitement Ages durant la vie adulte (jours

0 3 5 7

Témoin 105,73 £ 3,2%a 132,28 £+ 2,90 162,86 + 3,3«c 125,96 + 3,83
A A A A

1 ug/g 87,53+3,4a 106,29 +4,3D> 139,17 + 3,3k 110,17 £5,2
B B B B

2,5 uglg 79,86 £ 3,6 a 88,48 + 3,72a¢ 111,19+3,8b 99,83 + 5,55%c
BC C C B

5 po/g 76,24 + 3,64a 83,00 + 4,64 95,19+ 2,27 85,07 + 1,6Gb
BC CD D C

7,5 pg/g 64,58 + 2,7 69,52 +3,2% 82,74+ 1,7 72,64 +1,06b
CD D E C

10 po/g 58,97+10a 66,77 £ 1,63 79,77 £ 228 69,20 + 1,96b
D D E C

Pour un méme traitement les moyennes suivies du@me lettreen minuscule ne sont pas significativem

différentes, tandis que pour un méme age les m@gesnivies d'une méme letten majuscule ne sont pas
significativement différentes a p > 0,(
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Figure 23. Effet du spirorésiféeneadministré par ingestion a différentes concentnatiau

stade pré-imaginal cheB. melanogaster sur les lipides ovariengm + SEM; n = 5

répétitions,chacune comportant 4 paires d'ove ; pour un méme age les moyennes sui

d’'une méme lettre minuscule ne sont pas signifieatient différente, tandis que pour un
méme traitementes moyennes suivies d’'une méme leten majuscule ne sont pas
significativement différentes ¢ > 0,05).

3.4.3.Effets sur le taux des glucides ovariel

La teneur en glucides ovariens a été estimée esezries témoins et traité(1, 2,5, 5,
7,5et 10 ug/g) a différents jours au code la maturation sexuell@gbleau: 21, Fig. 24).
Les résultats enregistrés chez les ovaires desss&moins indiquent une augmenta
significative (p <0,001) du taux des glucides ovariens au cours deatarité sexuelle (0 a
jours), par contre, ce taux diminue significement au 7éme jour. Cette évolution
similaire chez les séries traitées. spiromésiféneéduit de maniere hautement significat
(p <0,001) la teneur en glucides ovariens a tous les ag cours de la maturité sexuell:
ceci de facon doseépendant¢Tableau 2). L’analyse de la variance a deux criteres
classification révele des effede 'age (k, 96 = 820,19 ; p < 0,001) edu traitement (F o5=
643,34 ; p< 0,001) hautement significatifs e une interaction age/traitemertres
significative (ks, 96= 4,00 ; | < 0,001).
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Tableau 21 : Effet duspiromésifen administré par ingestion a différentes concentnatiau
stade pré-imaginal chd2. melanogaster sur le taux des glucidessarien: (m + SEM; n =5
répétitionschacune comportant 4 paires d'ove).

Ages durant la vie adulte (jours

Traitement

0 3 5 7
50,91 + 1,3¢a 64,05 + 1,40 77,34 £ 3,16 72,33 + 5,651
Témoin
A A A A
4521 + 2 9¢a 52,51 + 1,9% 72,12 +2,15% 61,72 + 3,91
1 uolg B B B B
37,61+3,6a 50,65 + 1,86 66,84 + 1,7 58,67 + 5,191
2,5 ug/g
C B C BC
30,47 + 3,4% 41,39 + 3,69 60,79 + 2,6% 52,56 + 1,621
> Hol D C D C
17,90 + 2,47a 35,44 + 3,59 54,11+ 2,76 44,39 + 1,80
7,5 ug/g £ b £ b
1422 +28a 28,00+ 1,48 41,44 + 3,86 32,07 + 3,62
10 Hofg F E F E

Pour un méme traitement les moyennes suivies dm@me lettreen minuscule ne sont pas significativem
différentes, tandis que pour un méme age les ma&gesnivies d’'une méme lel en majuscule ne sont pas
significativement différentes a p > 0,(
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Figure 24. Effet du spiromésifén administré par ingestidcontact a différentes
concentrations au stade -imaginal chezD. melanogaster sur les glucides ovariel (m *
SEM ; n = 5 répétitionsgchacune comportant 4 paires d'ovairggour un méme age |
moyennes suivies d’une méme lelen minuscule ne sont pas significativement différe,
tandis que pour un méme traitemles moyennes suivies d’'une méme leen majuscule ne
sont pas sigficativement différentes a > 0,05).

3.4.4 Effets sur le taux des protéineovariennes

L’effet du spiromésifen a été évalué sur le taux des protéioeariernes a différents
ages (0, 3, 5 et 7 jouraprésadministratiorpar ingestion a différentes concentrat (1 a 10
Hg/g) au stade préaaginal chez D. melanogaster. Au cours de la maturité sexuel
I'évolution du taux en protéines ovariennes présame augmentation significative <
0,001) chez la série témoin 0 a 5 jours, pis une baisse significative au 7éme jour. Che.
séries traitées, on remarque une méme évolutiomad&sde protéines au cours du temps
chez les témoin®n not¢ des valeurs significativement inférieures (¢ du traitement)
(Tableau 22, Fig. 25).’analyse de la variance a deux critéres de classibn révéle de
effets de l'age (F o= 383,5:; p < 0,001) et du traitement 5(e&= 559,7"; p < 0,001)
hautement significatifs ageune interaction age/traitement teggnificative (Fis o5= 11,62 ; p
<0,001).
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Tableau 22 : Effet du spiromésifene administré par ingesfmontac a différentes
concentrations au stade -imaginal chezD. melanogaster sur le taux desprotéines
ovariennes (m = SEMn = 5répétitions chacune comportahpaires d'ovaire).

Ages durant la vie adulte (jours

Traitement
0 3 5 7
130,72 + 7,6(a 164,65 +2,7% 24559 +1,1%c 166,58 +5,8%
Témoin
A A A A
1 ua) 117,83 +5,07%a 140,99 + 3,63 183,04 + 2,6(c 144,16 £3,1D
HOTd AB B B B
105,08 : 2,06a 116,61 + 3,14 154,08 £5,7b 128,22 +4,0%
2,5 ug/g
B C C B
69,12 £ 5,7¢a 92,81 +4,3b 142,69 + 3,8 84,43 + 4,86
5 uo/g
C D D C
58,74 + 3,6¢ 80,22 +3,12 108,18 + 5,1¢c 71,44 + 2,83b
7,5 ug/g
CD DE E CD
48,89 +59a 72,26 +3,7Db 95,60+3,3¢C 63,71+ 4,70
10 po/g
D E F D

Pour un méme traitement les moyennes suivies dinBene lettre minuscule ne sont pas significativer

différentes, tandis que pour un méme age les m&germsuivies d’'une méme lettre majuscule ne sont
significativement différentes a p > 0,(
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Figure 25. Effet du spiromésifen administré par ingestion a différentes concentnatiau

stade pré-imaginal che2. melanogaster, sur les protéines ovariees (m £+ SEM; n =5
répétitions,chacune comportant 4 paires d'ove ; pour un méme age les moyennes sui

d’'une méme lettre eminuscule ne sont pas significativement différe, tandis que pour un
méme traitemenies moyennes suivies d’'une méme leten majuscule ne sont pas
significativement différentes ¢ > 0,05).

3.5. Effets duspiromésiféne sur le comportement
3.5.1.Effets sur la préférence olfactiv:

L’exposition préimaginae au spiromésiféene affecte choix olfactii des malesD.
melanogaster en augmentande maniére tres significative leattiranceenvers les milieux
traités, et ceomparativement aumales témoins (p = 0,88). Les résultats obtenus montr
guil y a une attirance des males traités envers les milcontenant5 et 7 ug/g
comparativement amilieu témoir (Khi carré ;x> = 11,24 ; dl = 5 p = 0,04 ; Fig. 26 B, et
Khi carré ;x> = 18,60 ; dE 5; p = 0,0023 ; Fig. 26 C, respectivemeRgr contre, il n'y a pas
d’effet envers le milie@vecl pg/g (Khi carré = 4,17 ; dl =5 ; p 9,52 ; Fig. 26 A).
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Figure 26. Effet du spiromésifen administré par ingestion a différentes concentnatiau
stade pré-imaginal sua préférence olfactivdes males dB. melanogaster. A : Milieu témoin
vs Milieu avec 1 pg/g despiromésifene ;B : Milieu témoin vs milieu avec5 pg/g de
spiromésiféne € : Milieu témoinvs milieu avec 7,5 pg/g degpiromésifén (m = SEM ; n = 50
males ; pour un mémaenilieu les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont
significativement différent¢; tandis que pour un méme traitern, les différences
significatives sont les suivant : * p< 0,05 ; ** p< 0,01 ; ** p<0,00].
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3.5.2. Effetssur la préférence alimentaire

Les résitats concernant l'indice de préférence alimentaes femelles et maleD.
melanogaster témoins outraités au spiromeésifeneorst représentés sur la figure7. Les
valeurs obtenues sontQ.226, 0.262, 0.354 pour les maétraités aveda solution 1 pg/g et -
0.280, -0.150,0.075 pour les femell traitées avec la méme solutid®ourle traitement avec
la solution 5 pg/g les valeurs obtenipour les méales son0;7146, 0,304, 0,205 «0,323, -
0,122, 0,236 pour les femelles. L'analyse statistigue desnées révele dedifférences
significatives entre ihdice de préférence alimentaientre s male traitées et les males
témoins. En effetavec le traitement 1 pg/g, le test de Krusk&lfallis révele un effet
hautement significatifKW= 35,41 ; p < 0,001 ; Fig. 27 A). Degésultats similaires sol
observés poute traitement 5 pg/g avec des différences hauter significatives (KW=
32,16 ; p < 0,001) (Fig. 7 B). Dans ces deux as, l'exposition pr-imaginale au
spiromésifene augmente donc la propension des rad@&® attirés vers un milieu mélang
I'insecticide.
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Figure 27. Effet du spiromésifen administré par ingestion a différentes concentnatiau
stade pré-imaginal chéxz. melanogaster, sur la préférence alimentaibe: Solution 1 pg/gB
: 5 pug/g (m £ SEM n = 15 adulte ; pour un méme milieles moyennes suivies d’'une mé
lettre en minuscule ne sont pas significativemeffer@énte:, tandis que pour un mér
traitementes moyennes suivies d’'une méme lettr majusculene sont pas significativeme
différentes a p > 0,05).
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3.5.3. Effets sule comportement sexue et progéniture
3.5.3.1 Effet sur le potentiel reproducteu

Le spiromésifeneadministré par ingestic a différenes concentrations, au stade
imaginal cheD. melanogaster affecte le comportemesexuel des adulteméales et femelles
avec un effet dosdépendant par rapport acouples témoins (Fig.8. Chez les individus
exposeés au spiromésifénes fréquences d’accouplements s@éaluite: : le test du Chi-carré
(x2) indique un effet significatiglobal des concentrations utilisé@2=50,4(; dl =15; p <
0,001).

120-
100 ab

80+

404

Fréquence d'accouplement (%)

20-

Fr 1 FT F1 F25 FT F25 F5 FT Fs5 F75 FT F75 Fic FT Fi1o
MT MT M1 M1 M1 M25M25 MT Ms Ms M1t M75M75 MT M10 M10

Concentrations (u1g/g)

Figure 28. Effet du spiromésifén , administré par ingestiGcontac a différentes
concentrations au stade -imaginal chezD. melanogaster, sur la frequence d'accouplem
(moyennes eintervalles de confiance 95% ; n = 30 répétitionsF: femelle, M: male, :
témoin et 1, 2,5, 5, 7,5, 10 correspondent respatient édes expositions 1 pg/g, 2,5 ng/g,
5 ug/g, 7,5 pg/g, 10 pgiges barres ornées de lettres différenteBquent des différence
significatives a p < 0,05.
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3.5.3.2 Effet sur la latence et la durée accouplement

L’effet du spiromésifén a aussi é évalué sur le temps de late, c’est a dire la
rapidité a s’accoupleffFig. 29) et la durée d’accouplemeitest a dire I'intervalle entre
début et la fin de I'accoupleme(Fig. 30) aprés administratigrar ingestiorde I'insecticide a
différentes concentrationd a 10 pg/g) awcours du développemepré-imaginal ched.
melanogaster. Les htences d’accouplement augmentsignificativemer chez les individus
exposeés auplus fortes concentratiorpar comparaisons aux couples tém(F X Mt = 11
+ 1,06 min. Ainsi avec les doses les plus éle': X M5=16,50+ 1,14 mi; F;5X M75=
18 £ 1,57 min; b X Myp= 21,65 * 1,47 minL’analyse statistique indigudes différences
tres significatves entre ces latenc (KW = 48,33 ; p < 0,001).

La durée d’accouplement diminue significativementre les couples témoir(Fr X Mt =
20,14 + 0,57 min) eles coupledraités selon la concentration appliq ; i X Ms = 15,65 +
0,57 min ; FsX M75= 13,80+ 0,64 mi; FioX M10= 10,50 + 0,62 mi. L'analyse statistique
indique un effet hautemerignificatif (KW = 227,4 ; p < 0,001).

25

[N
@

abc

=
T

Latence d'accouplement (min)
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Fr F1 FtT F1 F25 FT F25 Fs FT F5 F75 F1 F75 Fio FT Fi1o
M1 MT M1 M1 M1 M25M25MT Ms Ms Mt M75M75 MT M10 M10

Concentrations (1g/g)

Figure 29. Effet du spirorésifeneadministré par ingestion a différentes concentnatiau
stade pré-imaginal ché&2. melanogaster sur la latencé'accouplement (moyens + SEM ; n
= 30 répétitions F: femelle, M: male, : témoin et 1, 2,5, 5, 7,5, 10 corresponc
respectivement des expositions 1 pg/g, 2,5 ug/g, 5 pa/g, 7,519 /g, ug/g d’'insecticide),
les barres ornées titres différentes indiquent des différences dicatives a p - 0,05.

58



RESULTATS

25+

N
?

cde

[EEN
g

Durée d'accouplment (min)
=
o

()]
1

Fr R Ft F1 Fos5 FT F2s B Ft Fs F75 FT F75 Fic FT Fio
Mt MT M1 M1 M1 M25M25 MT Ms Ms M1t M75M75 MT M10M10

Concentrations (1g/g)

Figure 30. Effet du spiromésifen , administré par ingestion a différentes concelatnat au
stade pré-imaginal chd2. melanogaster, sur la durée d'accouplemdnioyenne + SEM ; n
= 30 répétitions F: femelle, M: male, : témoin et 1, 2,5, 5, 7,5, 10 corresponc
respectivement aes expositions 1 pg/ g, 25ug9/9,5u9/9, 75 ug/ g, 10 g
d’insecticide), les barresrnées d lettres différentes indiquent des différences Sicatives a
p <0,05.

3.5.3.3 Effet surla fécondité

Les descendan&dultesproduits pares couples témoins et traités été comptés et
comparés (Fig. 31 L'analyse statistique des données a montré uménwtion dos-
dépendante d’individudans la descendance F1 pour touteicouplestraités par rapport aux
couples témoins (kBlz2= 139,¢; p <0,001). Dans I'ensemble, l'effet le plus imporiarte
noté lorsque les deux partenaires ont étéés avec les concentrations spiromésifene les

plus élevées.
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Figure 31. Effet du spiromésifen administré par ingestion a différentes concentnatiau
stade pré-imaginal dB. melanogaster surle nombre de descends (n = 30 couples ; F:
femelle, M: méle, Ttémoin et 1, 2,5, 5, 7,5, 10 corresponcrespectivementa 1 pug/ g, «
mg/g,5ug/49,75ug/ g, 10 ug), Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sot
significativement différentes p > 0,!

3.5.4. Effets sura fécondité et la préférence du site d’ovipositiol

Le spiromésifeneadministré par ingestic a différentes concentrationau cours du
développement priénagina de D. melanogaster affecte la fécondité des femelles
réduisant de maniére hautement significative lebrend’ceufs pondus et ce comparativen
aux témoins (p < 0,0Q1Les résultats obtenus en condition de non choixtreah une
préférence claire déolviposition plutét sur un milieu témoin que sur un milieu traité ef
pour les deux concentrations testées (1 et 5 | Les femelles pondent moins d’ceufs
un milieu traité comparativeent au milieu non traité (Fig. 32)e test de Krusk-Wallis
révele des différences significatives entre legédints insectes testés (témoins, 1 «
Hg/g) et ce pour le milieu témoin (KW= 36 ; p < 0,001), le milieu 1 /g (KW= 33,41; p
< 0,001) et pour le milieu 5 pg (KW= 20,77; p < 0,001) (Fig. 33).

Les résultats concernant l'indice de préférencesigmsition (IPO) des femelleD.
melanogaster témoins ou traitéeau spiromésiféne sont negsentés sur la figure3. Les
valeurs de I'IlPO obtenues sont toujours négativesont- 0,354, -0,479,- 0,466 pour le
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milieu 1 pg/g ; - 0,449, 0,493, - 0,584 pour le milieu 5 png/g e0,163,- 0,139, - 0,488
pour le milieu 1 et 5 pg/g et ce respectivementr pes femelles témoins, traitées a 1 p
et traitées a 5 ug/g.

Les femelles traitée et témoinschoisissent donc de pondre un milieu témoin et
evitent le milieu traité avec l'insectici. Cet évitement est plus fort chez les femelles

étaient préalablement exposées au spiromés

L’analyse statistiqudindique des différences significatives entre I'lPO des fhes
traitées et des femelles téins. En effet, envers le milieu 1 pgle test de Mar-Whitney
révele un effet significatif entre les femelles @ns etcellestraitées avec 1 pug/g (U =
4,00 ; p < 0,001) et & pg/c (U= 4,00; p < 0,001). Cependant, aucunefférence
significative n’est enregistrée entre les deux ddsstés (U= 97,0( ; p = 0,053) (Fig. 33
A). Concernant le milietcontenant 5 pg/g, le test de Mawhitney révele un effet
significatif entre les femelles témoinscelles traitées avec 5 pgfd = 15,00 ; p < 0,001)
et entre les deuxoncentratior testées (U = 31,00 p = 0,0004. Cependant, aucune
différence significative n’est enregistrée entre femellestémoins etcelles traitées a 1
png/g (U =69,00 p = 0,07 (Fig. 33 B).

Des résultat similaires sont observés pdes réponses enveles milieux contenant
1 et 5 pg/gavec des difféerences significatives entre les feaselémoins ecelles traitées
avec 5 pg/g (U =,80; p < 0,001 ainsi qu’entre les deuxoncentratior testées (U = 4,00;
p < 0,001) Aucun effet dose n’est enregé entre les femkds témoins et traitis par 1
ung/g (U =72,00; p =0,09 (Fig. 33 C).
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Figure 32. Effet du spiromésifen administré par ingestion a différentes concentnatiau
stade pré-imaginal chdz. melanogaster, surle nombre d’ceufs pondus en condition de
choix du milieu de pontar( £ SEN ; n = 15-20 femellespour un mémmilieu les moyennes
suivies d’'une mémeettre minuscule ne sont pas significativement cifiiée;, tandis que pour
un méme traitementes moyennes suivies d’'une méme letmajuscule ne sont pas
significativement différentes ¢ > 0,05).
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Figure 33. Indice de préférence d'oviposition (IPO) des feemlD. melanogaster en
condition de choix du milieu de pontA : Milieu témoin vs milieu avecl ug/g de
spiromeésifeneB : Milieu témoinvs milieu avec 5 pg/g dspiromeésifen, C : Milieu avec 1
Hag/gvs milieu avecs ng/g despiromésifenelLes moyennes suivies d’'une méme lettre ne
pas significativement différentes (p > 0,05). Lettrés minuscules indiquent une différe
significative entre les individus témoinsceux traités pour uméme milieL
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4. DISCUSSION

L'utilisation des pesticides n'a cessé d'augmenterours des 60 dernieres années
sorte que les molécules de pesticides ou leurdugsie retrouvent aujourd’hui dans le mc
entier et dans tous les écosystéer(Vorosmartyet al, 2010; Roseret Ritchie, 2015 ;
Cruzeiroet al, 2017) Actuellement, des résidus de pesticides sordétecté dans les sols,
dans I'eau des lacs et desigres, dans les eaux de pludans l'air et toute la chaine

alimentaire.

Les organismes vivants sont dccontinuellement exposés a disses variables de
ces pesticideCeux-cipeuvent avoir des effets indésirables plus ou mianp®rtants, comm
la perturbation de plusieurs systemes physiologigimpliqués dans lacroissance, la
reproduction et le métakisine) d’organismes non cibléssagneet al., 1999. Ces produits
ont également condudt I'invasior de nouvelles especes nuisibles &agparition de souche

résistantegKristenseret al.,200% ; Swantoret al.,2011)

Parmi ces moléculese trouve le spiromésiféne geist un dérivé des acid
tétroniques. Il agit comme inhibiteue 'acetylCoA carboxylase et comme inhibiteur de
lipogenese, ce qui induitne baisse de lipides dans le corps des inseaiésstrempéchant
formation des régulateside croissani et diminuant le pouvoir reproducteur des adi(U.S.
EPA, 2008Agence de la Protection de I'Environnement dessEtanis. Du fait de son
importance dans les programmes de gestion de istaiése(Horowitz et Ishaaya, 2004 ;
Ishaaya et Horowitz, 200ét de son mode d’acticspécifique(Nauenet Konanz 2005) il a
été classé avec le spiromae et le spirodicloféne dans lgroupe 23 par le comi
insecticide d'action de résistan(Nauenet al., 2008) Plusieurs études récentes ont mo
I'efficacité du spiromésifenecontre divers insectesecteurs et ravaget comme Culex
guinquefasciatugsShahet al, 2016, Culex pipienset Culiseta longiareolat (Bouabida el
al., 2017a et h)Neoseiulugalifornicus(Sarbazet al, 2017)et Spodoptera littorali (Abdel-
Fatahel al., 2019)
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4.1. Toxicité duspiromésifenea I'égard de Drosophila melanogaster

Le but de lapremiére partiecde ma théseétait d’évaluer la toxicité d’'une formulatic
commerciale duspiromésifén (Oberon), chez l'insecte modél®. melanogaste afin de
préciser les conditions expérimentales de traité. Pour cela, deux modee traitement ont
été mis en ceuvre : (Iaitement par application topique sur les la L3, et (2) traitement
par ingestion (et contact) avec l'insecticide addité au mieu d'élevage et administrée
cours du développement praagina.

Nos résultats indiquent que spiromésiféeneest toxique et induit un effet insecticide
'égard deD. melanogasteavec une relation do-réponse significative, et ceci pour le:
modes d’applicationNos résultats sont en accord ¢ destravaux antérieurs portant sur
toxicité du spiromésifenehez les pupes de la méme espé&ngec un traitement topiq
(Kissoumet al., 2020) Ainsi, les larves semblent plus sensibles que les plorsque le
produit est administré par application topi. De méme, des travaux antérieurs realisé
sein de notre laboratoire indiquent que les laatdssadultesD. melanogastesemblent étre
plus sensibles au Neem Azal (application topicque les nymphe&oulahbelel al., 2015 ;
Oulhaci etal., 2018) Les effets d spiromésifeneadditionné a I'eau d'éleve ont été évalués
chez dautres espéces de Diptéres, notammentlarves du 4™ stade deCuliseta
longiareolata et Culex pipiens(Bouabida el al., 2017a et h) Les résultatcobtenus sont
similaires a ceux trouvés chdBemisia tabacierconsistant a appligu le produit sur les
feuilles de coton en laboratc (DLs=500 et Dlgo=1400ug/L) (Kontsedalo\et al.,2009)

Dans la littératurela sensibilité des insectes aux insecticides vselon le taux de
pénétration a travers la cuticule, I'absorption lparinsectes, le transport dans les tissu
corps et le métabolism@esardet al, 2011) Ainsi, la toxicité des pesticides dépend d¢
chimie des pesticidesju mode d'applicatic, de lew taux d'utilisation, des conditiol
microclimatiques et des stades dveloppement de l'insecte étudi€o(itsedalo et al.,2009;
Shahet al.,2016) Kaplanet al (2012)ont noté que le spiromésifeast moins toxiqusur les
stades adultes dBleoseiulus californict (Acari : Phytoseiidae) par rappoaux stades
immatures. La toxicitéle trois concentrations (0,25, 0,5, 1 ml/ | d'ed@ispiromésifene sur
les stades immatures & californicu: varie en fonction de la durée d'expositpendant le
développementHassan1992) Le spiromeésifena'est révélé particuliérement toxigquand
il était appligué auxstades juvéniles s aleurodes et des tétranyquesntsedalo et al.,
2009)
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Par ailleurs, lespiromésifencest efficace contrBemisia tabacbiotype Q résistantes
pyriproxyfen et aux insecticides néonicotinoic(Horowitz et Ishaay: 2004 ; Nauen et
Konanz, 2005 ; Roditakist al. 2009 ; Lucet al, 2010) mais aussi cheR. tabac biotype B
(Schusteret al.2010) Chez la mémespece, le spiromésifépeésente un effet plus marc
sur les ceufet les stades larvaires, tandis que son effet edémchezles stades nymphaux

et les adulte§Nauenet al.,200% ; Nauen et Konanz, 2005)
4.2. Effet du spiromésifenesur le développement

L’espéceD. melanogaste a été largement utilisée comme organisme modele
étudier I'impact des insecticid Chez les insectes, le développement et la reprimiusbnt
contrbléspar des facteurs extern(température, nutrition, photopériode) mais aust&rnes
comme les hormones et les neurohormao(Gilbert et al, 2002 ; Lafont et al, 2005 ;
Gruntenko etRauschenbach, 20 ; Hiruma et Kaneko, 2013)Le développement pc-
embryonnaire des insectes «caractéerisé par des mues successives et des mplarses
permettant la croissance et le changement de falenkanimal par des mues larvaires
celles nécessaires au programme a(Gadeet al.,1997; Kozlova et Thmmel, 2000)

Le développement e insectes peut étre perturbé par difféerents ficsbes, se
traduisant généralement par allongement de la durée de développement, I'apparde
malformations morphologiqueet/ou par une réduction de la longévitéua, 2013) Nos
résultats indiquent que I'exposition -imaginale au spiromésiferseaffectéa la fois la durée
des stadegarvaire et nymphal ainsi que le poids corporelsfiet secsdes adultes et par
conséquent leur rétentiaieau. L’augmentationde la durée des stades de développe
peut étre expliquée par la réduction constatéadlsves indispensable a la croissance
développementReim et al., 2006) L’application chezD. melanogasted’'un analogue de
’hormone juvénile, le pyriproxféne a la fin du dernier stade larvaire (, a provoqué un
allongementde la durée du stacnymphal comparativement aux témao (Bensebaaet al,
2015) Alizadehet al.(2012)ont rapporté uiallongementle la durée de développement ¢
les larves et les pupes Bhuittela xylostell. traitées au pyriproxyféne. Des effets similaires
éte également enregistrés sous I'ed'analogues de I'hormone juvénileu méthoprer chez
Bombyx mori(Miranda et al., 2002) du kinopréene chef. pipiens(Hamaidiaet Soltani,
2014)et du fénoxycarbe cheCorcyra cephalonicadSingh etTiwari, 2014. L'application du
spiromésifene (Cdg et Clgg) a induit une diminution significative du poids corgl et di
volume des larves de quatrieme stad«C. longiareolatapar rapport aux témoir(Bouabida
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et al., 2017b) Muller et al. (201€) ont constaté que I'exposition des larves au pyratite
lambda-chalothrine pour quelques joua prolongéla durée du développemelarvaire de
Phaedon cochleariadde plus, les males adultes exposés aux insectiéi@ésnt plus légel
gue les males non exposés. De méme, les de Pieris brassica exposées a des
concentrations sublétales de I'imidaclopi(néonicotinoidepnt également montré une du
de développement accrue et wréduction de lanasse corporelle adulsuggérant que des
effets de transnétamorphoseourraient étre conserves dddave a I'adult (\Whitehornet al,
2018)

La duréede développement, la mortalité et le poids desekarsont les indices
performance les plus importants et les plus étudesss le cadre des études reliées
dynamige des populations d’'insecteLa duréede développement affecte directemen
durée d’exposition de I'insecte aux ennemis nasurlus la durée est longue, plus l'inse
sera exposé aux attagues des ennemis naturels icdinguuera ainsi les niveaux t

population de l'insecté/Neseloh et Andreadis, 19¢

Chez les insectes, la croissance et la tailledimlal corps sordéfinies principalement
par l'alimentation durant les stades larve et sont également soumrs a des facteurs
environnementaux, physiologiques, génétique de coordination de développement
différents organegViirth et Shingletol, 2012 ; Nijhoutet al, 2014) En effet, les larves qui ¢
développent lentement rencontrdes conditions d’alimentatiguius difficiles, ce qui affecte
leur viabilité ainsique leur capacité a accumulees nutriments nécessairpour leur
développement(Anxolabehere, 1978) Nunney. (1996) a dénontré I'existence d'un
compromis entre le développement rapide des lat/gspoids et la fécondité des adultes
laboratoireZwaanet al. (1995 ont également constaté que la dutéaléveloppement rapir

et le poids des adultes étaient négativement

Plusieurs études oggalemensoulignéque la durée de développement et la long
des adultesont toutes deux lié& dedacteurs de stress environnemental tee I'exposition
aux insecticidesMayer et Baker 1984 ; Zwaaret al., 1995) Le novaluron (inhibiteur de |
synthese de la chitined la Cleo chez des larvesslet L4 de C. pipiensprovoque une
augmentatiorsignificative de la durée de développement lar suivie par une diminutio
significative de la longévité des aduliainsi que celle de la taillselon es concentrations
utilisées, et mémdéapparition de certaies aberrationsnorphologiques(Djeghaderet al,

2014) Nos résultats indiquent que les méles non expasispiromésifeneau cours de leur
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développement priénaginal ont vécu plus longtemps que les miraités. De méme, la
longévité adulte a été réduite chN. californicusexposé awspiromésifen (Cloyd et al.,
2006)ou au spirodiclofen@viaroufpooret al., 2016) De nombreuses études ont rapport
réduction de la longévité chez lerosophile suite au traitement awdautres produitcomme
le pyriproxyféne(Bensebaat al, 2015)ou I'azadirachtinéBezzarBendjazizet al..2016) Le
raccourcissement de la longévité apres traitemiestroé dans notre étude pourrait étre
une réduction de l'absorption de la nourritsuite a I'effet deihsecticide sur la préféren

alimentaire €bu sur la capacité sensorie(Maroufpooret al.,2016)

La régulation de la teneur en eau est essentielie [a survie de tous les organism
Chez les insectes, I'eau peut étre obtenue pankommation, l'absorption de la vapeuru
atmosphérique et la production d'eau au cours diabulksme. Simultanément, I'eau
perdue par les processus d'excrétion, de trangmiratiticulaire et respiratoire dans les
sécrétions corporellegiadley, 1994) Les lipides épicuticulaireuent de ombreux réles
chez les insectesnais le premier a étre reconnu est celui de bar@eta transpiration
travers la surface de I'animal. Le rapport surfameme augmente avec la taille, de sorte
les petits animaux sont de plus en plensibles a la déshydratatidreur importance pour |
conservation de I'eau est mise en évidence paitlgiie méme un bref traitement avec
solvants organiques pour éliminer les lipides déase peut entrainer une augmentation d
a 100 fois desaux de perte d'eg(Hadley, 1994 Gibbs et Rajpurohit, 201. SelonFerveur
et al. (2018) les mouches ayant une teneur en eau plus « etune proportion plus faibl
d’'HC désaturésians le corps adipel(corps gras) due ane expression défectueuse de

désaturase ont montré une résistance réduiteessacdatior

Dans cettettude, la teneur en eau des mouches adultes m&mwalles  été réduite
par le spriromésifeneze qui suggere une altérations lipides (et donc des Hcs couvri
I'épicuticulevia une inhibition de la synthese des lipides. En gifed été rapporté que
produit testé inhibe l'acét@oA carboxylase (ACCase) et interfere avec la bitigse de
lipides clez les insectes ets acariengBretschneidert al., 2012) Plus spécifiguement,
Lummenet al. (2014)ont montré que le métaboli« énol »de l'insecticide cyclique cétoér
apparente, le spirotétramate, inhibe 'ACCasTetranychus urticaeninteragissant avec

domaine de la carboxyltransférase (C
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4.3. Effet du spiromésifenesur la reproduction

Le potentiel reproducteur des insectes reste l¢edacle plus important de le
indéniable pullulation. L'étude de la reproductiest donccapitale dans toute approc
raisonnée pour diminuer sensiblement les dégatsésapar ces insectes. Le contrble d
capacité reproductrice des insectes est un éléfaedamental auquel le physiologiste p
apporter une contribution significati Le succés reproducteur d'un individu représent
capacité a produirane descendance viatet capable de se reproduire a son (Barneset
al., 2008) La fécondité des femelles, esée par le nombre d'ceufs ponc est un indicateur

de la condition physiquatgement utilis(Sweverst al.,2005)

Nos résultats montrewuele traitement au stade pré-imaginmaduit une diminution du
pourcentage d'accouplemesitde la fertilité réduisant laombre de descendants de par
ayantsurvécu au traitement j-imaginal. Cette diminution de Rconditéest dépendante de
la concentration utiliséet du sext les effets du spiromésiféne seraidiita une perturbation
de la vitellogenese et de la spermatogenese cam a une diminutiorde la fécondé et de
la fertilité (Velazquezet al., 199C ; Sweverset al., 2005) Nos résultats concordent avec
données obtenues pdérensai-Gheraibiaet al. (2020) et Kissoum et al (2020) apres
application topique duspiromésifén sur les pupes nouvellemeréxuviées deD.
melanogasterce composé agit sue potentiel reproducteur de lard3ophile et inhibe |
fertilité etla fécondité des adultes qui survivent au traite.

Le spiromésifene entraé également une diminution die fécondité et la fertilité ch
d’autres espeéces telles diacarienT. urticae(Nauen et Konanz, 2005Vjarci¢ et al.,2010)
B. tabaci(Van Pottelbergest al., 2009 ; Kontsedaloet al., 2009) avec une relation do-
réponse dépendante. kpiroiétramate a provoqué ch€z pipiensune réduction du nomb

d'ceufs ponduavec un trés faible taux de sui des stades larvairésiatouc, 2018)

Des effets similaires ont été observés (D. melanogasteapres traitemeravec cybil
(pyréthrinoide)(Razdaret al., 2003) béta-cyfluthringNaddaet al., 2005 et le Neem Azal
(Boulahbelet al., 2015) De mém, des effets similaires ont été rapporchez Ephestia
kuehniellaexposé a des agores d'ecdystéroidessoltani-Mazouniet al., 2012 ; Nation,
2016) La réduction de la fertilité observchezE. kuehniellasuggere u effet des agonistes
des ecdyst®ides sur le processus vitellogenésevia la production d’hormone de mue

également sur le comportement sex(Soltani-Mazounket al, 2012; Nation 2016)

69



DISCUSSION

Des variations quantitatives et qualitatives di la nutrition influencent aus:
significativement la reproduction et le comporteinent comme le succes reproducteur ¢
son ensemblgThompsonel Pellmyr, 1991) Chez Drosophilag des modificatios dans
’lhoméostasie énergétique affectent séveremenggeoduction(Sieber et Spradling, 20 ;
Zhenget al, 2016) il a étédémontré qu’'une composition en lipides correctees’a cruciale
pour la spermatogeneséaurinyecz et al, 2016) Chez D. melanogaste, les voies de
signalisation de l'insuline, des ecdystéroideses’'HJ jouent un rble crucial dans le suct

de la reproductiofToivonen et Partridge, 20 ; Nassel et Broeck, 2016)

L'ovogenése est un processus qui nécessite unaiéneorsidérable et qui do
s’adapter en permanence a des parametres nutatsofinctuantsJouandiret al.,2014) Nos
tests révelent que Epiromésifenediminue le poids frais des ovairessdfemelles adulteD.

melanogasteapres traitmen pré-imaginal, comparativement ai@mellestémoins.

Les effets dépressifs observés sur le poids dait®weuvent s’expliquer par
perturbation de I'ovogénese et la vitellogén(Sethet al., 2002) via la diminution de I
synthése des précurseurs vitellogéns au niveau du corps gras et/ou de leur incorpmr
dans les ovocytes. Ces matériaux (lipides, proseimggucides) sont tous requis pour
développement de l'appareil géni(Kunkel et Nordin, 1985)Ceci suggere une action
spiromeésiféne sur le madiolisme lipidique perturbant ainsi la vitellogéaée laDrosophile.
Nos résultats concordent avec les données oks aprés application topique
spiromésifenesur les pupes nouvellemeéxuviées deD. melanogasterconcernant une
diminution du poids ovariefKissourn et al., 2016) Le caractére inhibiteur de la lipogen
du spiromésiféne est signad§alemenchezC. pipienset C. longiareolataapres traitement
par le méme insecticid®ouabideet al.,2017a et h)

Des effets similaires orété enregistrés avec de nombreux insecticippliqués sur
différentes especedes insecticides neurotoxiques comme le Benfuraddrimoxacarbe
(groupe des oxadiazine®u I'’Azadirachtin induisent es effetssimilaires chez Blatella
germanica/Tineet al.,2011; Maizaet al.,2004, 2013)

Les réserves énergétiques ont été considérées camemebiomarqueurs prédict
d’effets sur la dynamique et la structure des pafputs (Le Gal et al. 1997 ; Scott-

Fordsmancet al., 2000) De plus, denombreux auteurs ont montré une corrélation pa
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entre les réserves énergétiques et le succes tepeod ou encore la croissance

organismesDe Coen eflanssen, 200.

Les lipides jouent un rdle primordial dans les pssus de reproduction et
développement des insectes ou ils représentendB@oadu poids sec des ovocy(Allais et
al., 1964 ; Troyet al.,1975; Kawooyaet Law, 1988 ; Briegel, 1990lls sont trasportés du
corps gras, site de leursrslyése et stockag(Keeley, 1985 ; Van Heudenet Law, 1989)
vers les organes utilisateurs, notamment les av(Kilby, 1963 ; Chino et al., 1981)via

I’lhémolymphe pour étre utilisés lors de la \logénesé\Wigglesworth, 1972,

ChezD. melanogasterle spiromésifeneadministré par ingestion/contact au cours
stades pré-imaginaéduit la teneur en lipides totaux ovariens au €alérla maturité sexue,
et ceci suivantne relation dosréponse, confirmant ainsi son mécanisme d’actiamaire
sur la synthéese des lipides l'inhibition de I'acetyl-CoA carboxylaseCette enzyme catalyse
la carboxylation de l'acet-CoA en malonyl-CoA, line des premiere étapes de

biosynthése des acides gtasetschneideet al.,2003 ; Nauen et Konan2005)

Cette réduction peut avoir des causes differerdgsuae diminution de leur synthe
et/ou de leur libération dans I'hnémolymphe pardeps gras, soit une perturbation de |
incorporation dans I'ovocyte. ChB. germanicaune diminution des taux dipides ovariens
a été induite par umraitement avec l'acide borique, un insecticidergamique (Kilani-
Morakchiet al., 2009) et avec I'talofenozide (agoniste des ecdysteroides) ou le apéthe
(mimétique de I'hormone de mu(Maizaet al.,2004) ainsi qu’avec I'ndoxacarb¢Maizaet
al., 2010) Le méthoxyfenozide provoque également une diminutioa teix de lipide

ovariens apres traitement des pud’E. kuehniellaSoltani-Mazounket al. 2012)

Les glucides sont mobilisés principalement a [ des réserves de glycogene dan
corps gras, sous l'induction des neuropeptidegjuteentraine une augmentation du t.
d'hydrates de carbone solubles dans I'hnémolyr(Louat, 2013) Les sucres représentent 1
source d'énergie indispensable pourorganismes vivants et somtobilisé: sous forme de
glucose; les taux de glucides tissulaires sont strictemiéstdux événements physiologiqt
tels que la me et la reproductio(Kaufmann et Brown, 2008Le contenu des ovaires
glucides montre uneéduction chez les individus trai ; cette diminution serait due a u
perturbation du meétabolisme de base des ovocyteguceimpligue une réduction

'accumulation du vitellus indispensable a I'acesg@ment et a la maturation des ovoc
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Nos résulats sont en accord avec ceux rapportés D. melanogaste apres
application topigue dwspiromésifenesur les pupes nouvellemeguviée (Kissoum et
Soltani, 2016 ; Kissouret al. 2020) ainsi que cheB. germanicatraitée par 'ndoxacarbe
(Djemaounet al., 2015) En outre, linhibition de la vitellogénese chB. germanicaa
egalement été observée aprés traitement avec edaiyjpes d'insecticides tels que l'ac
borique (Habeset al., 2013) le benfuracarb, I'azadirachtin et I'imidaclopri(Maiza et al.,
2004 ; Tineet al.,2011; Messiacet Habes, 2015)

Les protéines jouent un role fondamental dans &#oigme de toutes les espée
biologiques vivantes connues. Ces derniéres erdeard diverses réactions et peuvent as:
la catalysébiochimique, la réulation hormonale et s’intégrdans la cellule comme élémel
structuraux en méme temps que les glucides etipedes (Jacobet Monod 1961) La
reproduction chez les insectes dépend des protéioesnment la vitellogénine (protéi
constituant 80% des substances de réserve de 'ceuf) qui etédigee dans le corps gr.
cette protéine étant par la suite acheminée etpocée dans les ovocyt(Sweverset al.,
2005)

Le spiromésifendiminue significativement les taux de protéinesrmraes en fonctio
de la concentratiomdministréepar ingestion au cours des stades ipréginau: chezD.
melanogasterUne perturbation du profil electrophoretique deet§ines ovariennes a ¢
notée chezD. melanogasteapres traitement par application topique des pi(Bensafi-
Ghrerabieet al, 2020 ) ChezB. germanicaune diminution des taux de protéines ovariel
a été obtenue apres traitement avec l'acide barigueinsecticide inorganiqu(Kilani-
Morakchi et al., 2009) et avec I'halofenozide ou leéthoprengMaiza et al., 2004) ainsi
gu’'avec l'indoxacarbéMVaizaet al.,2010) Le RH-0345un agoniste des ecdystéroit réduit
les concentrations des protéines ovarier(Soltani-Mazouniet al., 2001 chezT. molitor.
Une réduction du taux des métabolites ovariens la méme espécesliau apres traitemet
avec le @lubenzuron, un insecticide inhibiteur de la sy@gh de la chitine(Soltani-Mazouni
et Soltani, 1992¢t le KK42, un dérivé de l'imidazole, utilisé cfT. molitor in vivo (Soltani-
Mazouniet al.,2001)
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4.4. Effet sur les lipidescorporels

4.4.1. Effet du spiromisifen administré par application topique sur les lipides
totaux corporels et lemalondialdéhyde

Les lipides jouent un role crucial dans le métamoé général et la reproducticar ils
ont de nombreuses fonctions dans les celluleswendad leur role évident dans le stockag:
I'énergie. En particulier, ils constituent les meanis cellulaires et leurs produits servent
messagers intraet extracellulaires contrélant et régulant de nauses fonctions vitales «
corps(Shenet al., 2010 ;Arrese et soulages, 20100.e métabolisme des lipides est essel
pour la croissance et la reproduction et fourdhdrgie nécessaire pendant les périt
prolongées sans alimentat (Gibbs et Crockett, 1998La quantité de lipides chez |
insectes varie considérablemenpeut étre influencée par de nombreux facteurs nmognt
le stade de développement, I'état nutritionnekdre, la température, la diapause et le
Chez la plupart des insectes, les femelles corgi@nmplus de lipides que les mal
probablement parce @une grande partie de réserve lipidique est lisée pour la productio
d'ceufsGibbs et Crockett]199¢).

ChezD. melanogastere spiromésifeneéduit rapidement la teneur lipides corporels
totaux au cours du développement nymphal et suivantune relation dos-réponseles
diminutions quantitatives dipides observées chez les puptémoins € traitées pourraient
étre causées par l'utilisatialiénergie nécessaire pour la métamorph@sec la destruction
des organes de la larve) aigsie I'élaboration des structures de 'aduRécemment, il a éf
signalé que le spirotétrangatun autre dérivé de l'acide tétronique, iait I'acétyl CoA
carboxylase, ce qui entraine des perturbationa deoissance et dteneurs e lipides chez le
nématodeéCaenorhabditis elega (Gutbrodet al, 2020)

Harperet al. (1977)ont expliqué que la diminution des lipides totaoxsle stress de
pesticides reflete leur utilisation immédiate pogpondre aux besoins énergétiq Lohar et
Wright. (1993)ont observé une réduction de la quantité de lipiss I'hémolymphe, |
corps graset les ovocytes chez les femelT. molitor exposées au malathion. lls ont mor
également que la réductide la teneur en lipides pouvait étiue a I'effet de l'insecticide sl
I'hormone adipocinétique qui controle le métabodéisdes lipides. En ce qui concerne
teneur totale en lipides, un certain nombre d'agentiquesinduisentdes perturbations d

graisses dans différents organes corp des animaux vertébrés et invertéb(Rawi et al.,
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1995) Abdel-A et al. (2006 ont montréque le chlorfluazuron provoquait une diminut
significative des protéines totales, des lipidedest glucides chez la larve S. littoralis Les
niveaux de glycogene, de protéines et de lipideseat tendance a baisser par rapport
témoins a tous les stades et sexes de la guépendiparasitoidPimpla turionellar L.
elevée suiGalleria mellonella I. et exposée a diverses doseblétales de cyperméthri
(Saket al., 2006) Alimoharrmadi et et.(2014)ont signalé une réduction significative de
guantité de lipides chez les larvd'Hippodamia variegatdaraitées au spirodiclofe. La
teneur totale en lipides a montré une augmentatmna résistance et un déclin chez
coléopteres sensibléhyzopertha dominiy, traités par la deltaméthrine a des concentra
supérieures a la sublétalitéli et al.,2014) L'insectifuge alléhrine a entrainé une diminuti
du taux de lipides chez les blattes males et fen dePeriplaneta americar (Amrutsagar et
Joshi, 2017) Des études antérieur@vaient déja signalé que $#piromésifen affecte les
guantités de lipides et le taux (malondialdéhyde chez les pupes D. melanogaster

(Bensafi-Gheraibiat al.,2013 et les larves d€. longiareolata(Bouabidaet al.,2017b)

Les conséquences de I'exposition a certains pdsticse manifestent en premier |
par une peroxydation des ides membranaires avec le malaidéhyd: (MDA) comme
produit final (Zielinski et Fortner, 2000) le MDA constitueun indicateur précoce d’ur
agression toxique efpar conséque, il peut étre utilisé comme biomarqueur du st
oxydatif lié auxdommages oxydatifs des lipid(Funeset al., 2006 ; Box et al., 2007 ;
Ladhar-Chaabounet al., 200¢ ; Lavariaset al., 2011 ; ParrillaFaylor et al., 2013) Ces
perturbations fonctionnelles peuvent aboutir a latndes cellules. Ainsi, la peroxydati

lipidique est une source endogéne des dommagésid (Marnett, 200).

La présente thésmontre que lespiromésifeneppliqué sur les larveD. melanogaster
du dernier stade (L3) augmente rapidement le tauMBA (24 h apres le traitement)
rapport aux témoins. Ceci révele quespiromeésifenenduit un stress oxydatif qui conduit
la peroxydation des lipides. Le statut normal estauré 3 jours apréeraitement, ce qui
suggere l'activation d'un systeme de détoxicaties geroxydes lipidique En accord avec
nos résultatsBensafiGheraibiaet al. (2013) ont trouvé que lspiromésifeneprovoque une
augmentation tres significatidu MDA uniquemengpres 1 jour avec la (s chez les pupes
D. melanogasterBouabidaet a. (2017a)notent égalementne augmentation significative
taux de MDA enregistré suite a une déficience ditesge de défense antioxydant clC.
pipiensexposé aspiromesifen(CLsg et Clgg). De plus, une augmentation du taux du M
a éte signalée chez leseeettesPalaemon adspersusouvellemengxuviée traitées avec le
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méme produit l(echekhabAhmec-Chaouch, 2018) Enfin, Bairi (2020) a signalé une
augmentation significative avec une relation ~réponse du taux de MDA chez I'escar
Helix aspersaexposé pendant 96a deux concentrations létale§ et 10 pg/ml) de

spiromésiféne.

4.4.2. Effet duspiromésifen¢ administré par ingestion sur le taux d’acides gragt le

profil des hydrocarbures cuticulaires

Les acides gras (A€}, principaux composants des lipides, sont utilisésnroe
carburant dans tous les systemes métabolicet jouat un rdle important dans réponse
biochimique et physiologiqu(Neveset al., 2015) Chez les insectes, une modification d
teneur en AGs peut &fter la fécondité des femell(Bauerfeindet a., 2007) et le ré-
accouplementBaeret al.,2001 ainsi que la prduction de phéromones sexuel(Ueyamaet
al., 2005) La présence et la composition deGs dans les membranes cellulaires peu
egalement affecter I'adaptation au froid chez lasdphile (Overgaardet al., 2008) Les
analyses par CP@nt révélé une duction de la quantité totale d'AGbkez les adultes mal

et femelles d®. melanogaste

Le spiromésifeneet le pirotétramatdestés par ingestion sur les larves du second
de S.littoralis réduisent les taux s acides grade 10,33 et 8,67 %gespectivemel ainsi que
le nombre d'acides grésbdel-Fatahel al., 2019)

Les lipides jouent également un réle crucial dangdmmunication chimique, éte
donné qu'ils participent a la synthése des hydbocas cuticulairesdont certains agissent
comme phéromone&ioward et Blomquist, 2005)Au cours des dernieres décennies,
aspects biochimiques, éogigues et comportementaux dHCs ont fait I'objet de
nomlreuses études chez les inse(Ferveur, 2005 ; Howard &lomaquist,2005 ; Smithet
al., 2009 ; Blomquisiet Bagneres, 20. ; Berson et Simmons, 2019es HCs couvrant la
cuticule des insectes offrent une protection cotdredessiccation et d'autres probléer
environnementaux en agis® comme une barriere physiqi(Ferveu et al., 2018) en
réduisant la pénétration des insecticides, desyisodhimiques et des toxir (Wanget al.,
2020) Les HCsoffrent également une protection contre les attagiee micr-organismes,

d'insectes parasites et de prédate(Gotechbiowskiet al, 2013)

Chez la Dosophile, la composition s HCspeut étre influencée par plusieurs facte

tels que I'age, le sexe, la matura sexuelle l'interaction avec le sexe oppose, la tempér,
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la nourriture et les hormonéslomquistet al., 1987 ; ferveur, 2005Everaertcet al., 2010 ;
Fedinaet al., 2012 ; Chianget al. 2016 ; Snelling®t al.,2018) Les modifications de profil
des HCs peuvent affectde comportement d'accoupleme(Ferveur et Sureau, 1996)
Conformément a nos attentes, le prolHC chez les adulteS. melanogaste a été modifié
suite autraitement insecticid Des effets similaires ont été enregistrés apredicapipn
topique du spiromésiferehez les pupes nouvellemeéxuviées dd®. melanogaste (Bensafi-
Gheraibiaet al, 2020) L'halofénozide, un agoniste des ecdystéroides, sa@idles quaités
des principales HCdans les larves dC. pipiens(Amira, 2013) Muller et al. (2017) ont
égalenent montré un impact négatif suit une exposition sublétakux pyréthroide sur le

profil des HCsau cours des deux génératisuccessives de. cochleariat.
4.5.Effet sur le comportemen

Le développement, la reproduction et la survieidssctes dépendent de la percep
de différents signaux sensoriels les informantlawualité de leur environneme(Thibertet
al., 2016) La chimioperceptiol est essentielle pour que les animaux détecterdlii@ents
nutritifs, évitent les composés toxigqt et trouvent un partenaire sexuel et une n
écologique adéquate comme c’est le chez la Drosophil§Desneuxet al. 2007 ; Badi,
2015) La deétectiorchimio sensoriell est principalement controlger des systemeolfactif
et gustatif. Lesystéme olfact sert a détecter a distarles molécules volatiles présentes d
'environnement, alors que systeme gustatifermet de détecter les molécunon-volatiles

par contactRoland et Remi, 201.

Des études récentes ont montré que les pesticelesept également interférer avec
communication chimique systems olfactif et gustatif) des espéces exposées et
provoquer des réponses comportetales inadéquate®ayley, 2002, Guedeset al., 2016)
Le changement decomportement constitue un signal d'alerte précotike, ucar le
comportement est 10 a 1000 fois plus sensible quklité de l'environnement que |
estimations classiques de la 5o (Hellou et al., 2008 ; Ismanet Grieneisen2014) Les
changements de comportement dus a l'expositiorpasticides se produisent soit en rai
du mode d'action du composé, soit en raison depansegénétiquement détermir de
'organisme au pesticide lai€me ou aux modifications de I'environnement dagsiél le
pesticide est utilisé, ce qui peut minimiser ou reéranforcer les effets de I'expositi
(Gould, 1984 ; Haynes, 1988)
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45.1. Effet sur la préférence olfactive ¢ alimentaire

De nombreux travaux ont rapporté que I'expositiar msecticides pouvait conduire
des défauts dans le comportement des insectegr&ité comportements peuvent étre alt
comme la mobilité, la recherche de nourriture ohdtEs mais aussi le comgtement
alimentaire(Tomeet al.,201% ; Louat, 2013)En effet, dans la nature, les insectes consa
une grande partie de leur vie a la recherche derihog, en grande partie pour pouvoil
déposer leur progénitureCe processus implique différents écanismes comme
reconnaissance de multiples signaux dques ou sensoriels, mais al la mémoire et

'apprentissagéDukas, 2008)

Cependant, ds organes olfactifs et gustatifs sont particuliegst importants pot
permettre aux insectede bien évaluer edistinguer entre différentesource alimentaires
contenant des composeés nutritifs ou des substaoxiesies. Une mouche qui se déplace
un substrat, est capable de percevoir des odeurdeparécepteurs olfactifs localisés sur
antennes et palpes labiaux, et des stimuli sapidepeu volatils ar I'intermédiaire d¢
sensilles gustatives localisées sur ses pattepjémss buccales et éventuellement ses all
son ovipositeur. Ces organes peuvent la rensegynda présence de substances toxique
irritantes par contact (qui poussent lauche a quitter 'environnement toxique) ou d’ode
induisant une répulsion a distance (qui permet antaiche d’éviter le contact avec
pesticide par exempléj\gha, 201E€. Il est largement admis que I'expérience alimeniaéngt
influencer la sélectiorde la plant-hote chez les insectgshytophage. La théorie de la
mémoire larvaire suggere que les insectes adulbesremt une préférence pour la ple-hoéte
sur laquelle ils se sont développés a I'état de=lat une mémoire du substalimentaire est
stockée dans lewwystéeme nerveux central et transféau cours de lanétamorphose au sta
adulte. Cependant, il existe encore peu de preduesonditionnement p-imaginal sur le
choix des adultes car la métamorphose implique nes&ucturationmajeure du systen
nerveux central, qui devrait effac la plus grande partie de maémoire chimique stockée ¢
les larves(Barron, 2001.) Alternativement, le conct d'héritage chimique dCorbet. (1985)
suppose que I'empreinte chimique de la plante peut étre stockée dans I'hémolymphe ¢
larve puis a la surface de la nymphe. Ainsi, loestps jeunes adultes émergent, ils détec
les signaux chimiques émis par la pl-h6te a la surface des nymphes, ce qui entrain
changements dans le conngment ultérieur de l'adulte. L'expérience acqasecours di
stade imago peut également induire une préférdheeété démontré que I'expériende
I'imago peut induire des préférences de sites deefbr@z cetaines especes de |épidopte
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(Traynier, 1984 Cunningharet al, 1998 ; Zhanet al, 2007) Il est aussi possible que ¢
modifications épigénétiques puissent traduire cedifications intri- et intergénérationnelle
(Remy et Hobert, 2005Flaver-Pouchoret al., 2014)

Dans notreétude, nousavons test&es concepts en étudiant les effets de I'expéri
alimentaire pré-imaginaleavec des milieux traités avec différentesoncentrations du
spiromésifenesur la préférence ultérieure des adula cet insecticid. Les expériences
menées en olfactometet en multiCafe onmontré que les males issus de larves gt
développent préalablement sur des milieux traité®égt attirés par les odeurs émises pe
dernier (milieu nutritif mélangé au spiromeésifeet choisissent de consomr la solution qui
contient du spiromésifensontrairement aux témoiret aux femelles traitéequi choisissent

le milieu témoiret évitent le spiromésifée.

Les travaux pionniergle Thorpe. (1939puis deHershberger and Smi (1967) ont
montré que des individus naifs présentaient uneas@we envers la menthe poivre
contrairement aux individus exposés durant la wiwdire qui montraient une attractic
Celleci était maintenue lorsque les pupes ou les ladeestade L3 étaienavées a l'eau
distillée, et lorsque les individus étaient isaliésant les premiers jours de leur vie imagir
(Thorpe, 1939)Manning. (L967) a montré des résultasgmilaires. Il a conditionné des larv
a associer I'odeur aversive géraniol & une mbmpense alimentaire. Au stade adulte,
individus isus de ces larves conditionnprésentaient une diminution de I'aversion enve

géraniol suggérant une mémaassociative persistante a travers la métamor,.

L’identification globale du « mesge odeur » par l'insecte implique une succes
d’événements qui se situent en trois niveaux com@idaires, le niveau moléculaiou
s’établit I'interaction spécifique entre le stimslat le systeme récepteur, le niveau cellul
ou s’effectue le codayolfactif, le niveau central  se fait la reconnaissance global
message qui finalement débouchera sur l'acte caemental (Hadjel, 2017; Habbachi,
2009) Cependant, aette préférenc qu'on retrouve chez les maleavers les miliex traités
peut étre induite suite aelkposition précoc a cet insecticidesuggérant une mémoi
attractive envers cette moléc. Une altération de la perceptioncet/da transduction du sign
peut égalemenétre a I'origine de cet impact. En revancde tels effets peuvent étre
également a des adjuvants de formulation plut@ Gumolécule el-méme(Walter, 1999 ;

Lianget al, 2003; Isman, 200¢.
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Certaingnsecticides peuvent avoir un effet répulsif sgrilesecte. Bezza-Bendjaziael
al. (2016) ont montrésque ’application de l'azadirachtine chez les larves d8 D.
melanogasteinduit une averon des adultes enrge cet insecticide ainsi cun effet anti-
appétant et une perturbation de I'activité des eremydigestives chez les larve les adultes
ont été notéBezzarBendjaziaet al.,2017) Le spinosad présente un effet répulsif pour 1
prédateurs du thrips des petits fruFrankliniella occidentaliy. Cet effet répulsif est prése
durant les deux premiers jours de la vie drédateurs qui évitent les zones traitées
spinosad (Rahman et al, 2011. D’autres insecticides comme les carbamates e
organophosphorés provoquent une incapacité dedlesb@ communiquer le lieu de
nourriture par une danse tres spécif (Thompson, 2003)L’expositiondes abeilles a des
doses sublétales d’'imidaclopri(0,04 ng/larvependant leur développemen’affecte pas le
développement des larvesiais les adulte présentent des défauts danscomportement
associé a l'olfaction. Cdéfaut de comporternt suggére une diminution demémorisation
et de I'apprentissage des adultes qui ne set plus capables de localisernourriture et la
direction de la ruche, ceeintrainant ur réduction importante du nombd’individus de la

colonie(Yanget al.,2012)
45.2. Effet sur le comportement sexuel et I'oviposan

La communication entre partenaires sexuels tieet place importante dans la par:
nuptiale; sans une communication efficace, les individup@@vent pas s’accoupl«ChezD.
melanogastercomme chez tous les animata parade sexuelle a lieu avalaccouplement :
elle est composée de comportements stéréotypés propasgmcquesext et requiert de
nombreux signaux sensoriel(Greenspan et Ferveur, 2000Le comportement de
Drosophiles est basé sur la reconnaissance de sobstahimigues et notamment
phéromones qui jouent un rdle important dans dietiion et la discrimination des partenai
sexuelgMarkow etO'Grady, 200 ; Lasbleizet al.,2006)

Notre étude indiqueue I'expositionpré-imaginale awspiromésiféneaffecte la parade
sexuelle des adulteQutre son effet sur la diminution de la fertilitede la féconditéelle a
egalement un impact sur la parade nuptiale etdegortements copulatoires. Par rapport
couples témoins, les couples traités initient uaputation plus tardve et de plus courte
durée. Ces effets peuvedire di a l'altération de la réceptivities femelles indie par le
changement du profil dddCs des males et aussi des femeilésucillac et al., 2005) En

général, la copulatiodes mouchesD. melanogasterdure environ 20 minutes pend:

79



DISCUSSION

lesquelles le male transfere le sperme, diveprotéines et la phéromone d'acétate d-
vaccenyle dans le tractus reproducteur de la fen(Laturney etBilleter, 201¢ ; Misra et
Wolfner, 2020)

Nos résultats concordemrivec les données obtenues pazsoumet al (2020) aprés
application topique duspiromésifén sur les pupes nouvellemeréxuviées deD.
melanogasterEl-bahet al. (2016)ont noté que I'exposition a des concentrationsésalel
d'extraits végétaux de. harmalz, affecte les différentes séquences du comportesetel
chez la méme especBes perturbations du comportement sexuel et deedandité on
egalement été décrites dans des expérierutilisant d'autres insecticides. CheD.
melanogasterl'azadirachtine modifie le comportement reproducties deuxsexesvia les
processus d'accouplement et dst-accouplementiribi et al.,2017)

Apres I'accouplement, la seconde phase essengielle la reproduction de l'insecte ¢
I'oviposition. CheZes espéces qui se nourrissent sur le site d’oiipo, le comportemente
pontedes femelles répond a deux objer : pondre un maximum d’ceufs le plus rapiden
possible et placer ses ceufs dans un environneméaltafin d’augmente la probabilité de
survie des descendaritSohenet al., 2002 ; Josepkt al., 2009 ; Notter-lausmanret Dorn,
2010) Par conséquent, la premiere nourriture a laquell@progéniture aura acces, s
généralement I'hdte sur lequel la femelle a ponds eufs. Dans ceconditions, une
corrélation étroite devrait exister entre la préfime des femelles pour certains sites de f
et la performance larvaire sur les plantes choispes les femelles (hypothe

préférence/performance).

La capacité de léemellesD. melanogastea évaluer la meilleure source de nourrit
disponible ou pondre dépend a la fois de sa capneurale adéterminer la qualité de
nourriture, mais aussi de son expéri«. La préférence d’oviposition des femelles peut
influencée padifférents facteurs tels que la température, lautexou encore la cowr du
substrat alimentairg-ogleman, 197 ; Takamura et Fuyama, 1988attestiet al, 2014)ainsi
que des facteurs internégenétiques et non génétiqt, reflétant I'étatphysiologique de |
femelle(Jallowet al.,2004)

L’environnement peut avoégalemenun effet sur le comportement de ponte che:
insectes. Certains pesticides peuvent étre répulsdur les insectes provoquant 1

diminution du nombre d’ceufsondus. L'effet répulsif des insecticides peut égednt induire
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une diete ou une baisse de I'alimentation chesdate pouvant conduire a une réductiot
la féconditéLi et al.,2007)

Les résultats obtenus en condition de choix mohuee préférece d’oviposition su
un milieu témoinque sur un milieu traitéUne diminution importante du nombre d’cel
pondus a été enregistrée chez les femelles traéerapportaux témoins Des résultats
similaires ont été notés avec les extraitP. harmalasur la fertilité et le choix de ponte ch
D. melanogastetEl-Bah et al. 2016) Callosobruchus chinensi$/eeraet Mann, 2002)la
mouche de pechdactrocera zonal (Khattak et al., 2006 ; Rehmaret al., 2009a)et la
mouche de fruit d’oliveBactroceraoleae (Rehmanet al., 2009b) Le spiroetramate a un
effet répulsif sulC. pipiensavecseulement trois pontekans le milieu traité cont 26 dans le
milieu témoin (Matoug, 201). L'impact négatif de I'azadirachtine sur I'ovipositi a ét¢
aussi noté&hez plusieurs especes d’insec(Ribaet al., 2003 ; Tomeet a., 2013 ; Bezzar-
Bendjaziaet al, 2017)

Nos résultats révélent également que I'aversionspiromésifen semble étre plus
importante chez les individusyant été préalablement exposés a l'insecticideoerparaisor
aux femelles naivessuggérant une mérire de l'aversion a cette moléct Des études
récentes appuient nos résultats et rapportent danpe I'expérience p-imaginale sur le
comportement eta prise de décision chez les adt ; ellestraduiser cette capacité de
conservatiorde la mémoire de I'apprentissage a travers leestdd développeme(Dukas,
2008 ; Abed-Vieillardet al. 201< ; Flaven-Pouchomt al., 2014 ; AbeeVieillard et Cortot,
2016 ; Bezzar-Bendjazet a., 2017) De plus, selorirause Pham dRay. (2015)I'aversion

olfactive semble étre conservée chez Ifférentes espéces ded3ophile
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CONCLUSION

5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette étude a éténvisagée compte tenu de l'intérét spiromésifen (sélectivité,
molécule alternative dans ¢gestion de la résistance aux insecticiddu mécanisme d'actic
(encore mal connu) sur les lipides et du role nrapes lipides dans la communicat
chimique et la reproductiori.es expérimentations menées, en continuité avedrd@aux
antérieurs, visaint a évaluerl'effet d’'une formulation commercialedu spiromésifene

(OberorY) sur plusieurparamétre en vue d'approfondir son mode d'act

Dans une premiére pat, nous avons évalué la toxicité dpiromésifen administré
par application topiqusur les larves du dernier stade (L Les parametres de |éttté ont été
déterminés. Le spiromésifemeété administré par appltaan topique a deuconcentrations
sublétales (Clo, CLys) et sesffels évalués sur le taux de lipidesaux corpore et du MDA,
un biomarqueurde la peroxydation lipidigl.. Les analysediochimiqles révélent que le
spiromésifenegéduit de maniere significati la teneur en lipides corporels chez les pt
traitées a tous les ages développement nymphal et cesuivantune relation dos-réponse
significative.On enregistre également une induction du tat MDA chez les séries traite,
comparativement aux témoi Ceci révéle que le spiromésifemeluit un stress oxydatif q
conduit a la peroxydation des lipides. Le statutmad es restauré3 jours apres traitement,

qui suggere l'activation d’'un systeme de détoxaratie: p&oxydes lipidique:

Dans la seconde partie de notre €&, les effets duspiromésifen administré par
ingestion/contact au cours du développemer-imaginal, ont éténesuréssur la toxicité, le
développement, la reproducti les acides gras (AGsles hydrocarbures cuticules (HCs),
et le comportement ’iddividus D. melanogaster. Les données acquises mcent que
I'insecticide prolonge la durée développement des stadasvaire et pupalet qu’il diminue
le poids fraiset la teneur en e des adultes ainsi qua survie des mal ayant survécu au
traitement. De plus, lespiromésifen affecte le potentiel reproducteur eréduisant la
fécondité des adulted. melanogaster qui survivent au traitement. Lspiromésifén réduit
égalementla quantité des AGs et modifie le profil des HCszles adulte (males et
femelles) confirmant ainges diverses conséquencessim mécanisme d’action primaire ¢

la biosynthése des lipides.
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De plus,le traitement provoquune diminution du poids frais des ovaires et suivant une
relation dose€ponse significative. Les analyses biochimiquesglent que ce produit affec
la composition biochimique des ovai en réduisant de maniére significatieurs teneurs en
glucides, protéines et lipides totaux au cours @emlaturation sexuellselon la dose
appliqguée, etcomparativement aux témoins. L'ensemldes résultats suggere que
spiromésifeng administré paringestion (et contact), interfere avec le processie
vitellogénésevia la synthese dans le corps gras et/ou l'incorporates précurseurs dans

ovocytes.

Enfin, I'exposition ai spiromésiféne provoquales réponses comportemente
inadéquates en interféraptobablemer avec des mécanismes demmunication chimiqu
(systemesolfactif et gustatif. Les résultats des tests réalig¥s olfactometr et dans le
dispositif de multiCafenontrent une attraction claire des méles traité®msncette molécul
comparativement auxémoin:. Ce traitement provoque aussi des troubles impcs du
comportement sexuel etvele I'existence d’'une différence significativatre les série
témoins et traitéesceci peut étre expliqué par les perturbatiinduites su les HCs dont
certains sonimpliqués dans la reconnaissance des partenakasls€males et femelles) s
de la parade. De plus, no&sultats indique que les femelles préferent pon sur le milieu
témoin plutdt que sues milieux traités. eci confirme notre hypothéspian a I'impact de
'expérience précoceur le comportement et la prise de décision che adultes. Ceci
pourrait traduire lacapacité de conservation de la mémoire de I'apjzsage travers les

stades de développemetiez cet insecte holométabole a métamorphose ctan

L'ensemble desesultats acquilors de cette théseonfirme le mécanismd’action primaire
du spiromésifensur la synthése des lipides et des acides gradalueasophile erévéle son
action différée sur le développement, la reproductet le comportement s mouches.
A I" avenir, il serit intéressal d'envisager des expériences complémentaires poemiodes

informations plus précisesr I'impact du traitement cr D. melanogaster :

- Mesurer par PCR le niveau de transcription desrdifté gens du métabolisme pot
déterminer l'action dapiromésifén sur ces genes.
- Vérifier par RTPCR, si le niveau dARNm de la désaturase esttéffehez le:

mouches traitées apiromésifen.
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L'importancedes changements métaboliques au spiromésifen sur les 3 familles
d’enzymes de détoxificaticparmiles plus connues pour leurs réles dans la réses
aux insecticides, notamment les m-oxygénases, les estérases et les rédu,
mérité d'étre abordé.

Mesurer la réponse électrophysiologi extracellulaire individuelle de quelqu
sensilles gustatives des palpes labiaux. La réppourrait étreexaminée suivant |
stimulation a deux molécules sapides (soit le saod®, soit la caféine) dont |
réponses ont été bien caractérisées chdrosophile.

Mesurer lactivité locomotriceainsi quel'activité de l'acétylcholinestérase pour te:
I'éventuel effet neurotoxique ('insecticide.

-Effectuer des testsomportemeniux dans un tunnel de vola réalisation c tels tests
pourrait permettrele mesure le comportement en trois dimensions. Cette tecla
nous renseigneradur les mécanismes d’orientation en vol des indwitraités e
témoins soumis a des stimwchimiquesdans un environnement proche celui

rencontré dans laature

Ces expériences seraianises en ceuviafin d'approfondir le mécanisme d'action du produ

d’affiner la compréhension de ses el aux niveauxmoléculaire et comportemen
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Résumé

Cette étudevise a examiner les effet‘un produit phytosanitaire largement util
contre les ravageurs phytophe, le spiromésifenein inhibiteur de la synthésdes lipides,
sur diverses réponsgsoxicologique, physiologique et comportenale) chez Drosphila

melanogaster, Meigen, 1830 (Diptera, Drosophilidaun modele de référen

Dans un premietemps, une formulation commerciale spiromésifén (OberofY) a
été testégar application topigt sur les larvesiu dernier stade (L3kt les parametres de
|étalité (droite de régression, doses sublétaléétalies ave leurs intervalles de confiance
Slopg ont été déterminés selon les procédures converdiles de toxicologie (Analyse d
probit). Les concentratiorsibl¢tales déterminées précédemment (CL10 : et Clug/larve)
entrainenune réduction significative du taux de lipicchez les pupes aus les ages et ceci
selon une relation dogéponse Le traitement induit une augmentation rapide dwx tda
malondialdéhyd@ar rapport aux témoir

Dans un secontemps, cette formulation a été adminispar ingestion (et contac
uniguement au cours du développement-imaginal chez D. melanogaster. Cing
concentrations variant entfeet 10pug/g ont été testéeka molécule manifeste une activ
insecticide avec une relation d-réponse significative. Aux plus forte®ncenrations, elle
allonge la durée ddéveloppemenlarvaire et pupal, et diminue le poids frais et sec
adultes avec un effet dogépendnt, ainsigu’une réduction de la survie des m, et ce,
comparativement aux témoi Le traiement provoque une diminutioru poids frais des
ovaires, ainsi qu'unggduction de la teneur en glucides, protéinegpglds totaux au cours |
la maturation sexuelle. Lepiromésifen affecte aussia fécondité des femelles en réduis
de manieresignificative le nombre ceufs pondusEn outre, il réduit quantitativement le ta
des acides gras et degdrocarbures cuticulaires, a réle potentiellenm@r@éromone chez les
males et les femelles selon la concentration ap@é Le spiromésifen affecte aussi le
comportementl’accouplemende D. melanogaster en retardantas latence een réduisant sa

durée.
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En outre, ilinfluence le choix du site oviposition defemelles survivantes au traiteme
Une préférence claire avipositior sur un milieu non traitar rapport a un milieu tra est notée
reflétantune aversion a cette moléci L'exposition pré-imaginale aet insecticid renforce cette
aversion suggérant une mémorabilité de I'aversioattie moléculi
Enfin, le spiromésifénaffecte les choix olfactif elimentaire des males adu, ceci traduit
une modification de #ttractionenvers cette molécule. NoSsultats confirmerle mécanisme
d'action primaire dwspiromésifén sur les lipides. Il est probable gues|perturbations d
meétabolisme lipidiquesoient responsables des altérations gwtentiel reproductet

(comportement, phéromones cuticulairvia la vitellogénése.

Mots clés : Drosophila melanogaster, Pesticides, Mode d'actiogpiromésifen, Lipides,

Acides gras, Hydrocarburesticulaires, Reproduction, Comportement.
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Abstract

This study aims to examine the effects of spirofee, a widely useccrop protection
product, an inhibitor of lipid synthesis, against phytophagopest. In our study, we
measured various responses (toxicological, physiologicatl dehavioural) irDrosophila

melanogaster, Meigen, 1830 (Diptera, Drosophilidae), a refeeenmmodel

First, a commercial formulatn of spiromesifen (OberonR) wédested by topical
application on late thirchstar larvae (L3), and lethality parameters (rsegi@n line, subleth:
and lethal doses with their confidence intervald &tope) were determined according
conventional toxicology procedures (Probit AnalysiBhe previouly determined subleth:i
concentrations (LC10: and LC2gg/larve) resulted in a significant reduction ofdipevels in
pupae,at all ages with a do-response relationship. Treatment indueethpid increase in

MDA levels ascompared to control

Secondthis formulation was administered by ingestion (andtact) only during p-
imaginal development iD. melanogaster. Five concentrations ranging from 1 to 10 p
were tested. The molecule showed insecticidal iagtwith a significant dos-response
relationship. At the highest concentrationsincreasedhe duration of nymphal and pug
development, and decreased the fresh and dry wefgidults with a dos-dependent effect.
It also reduced survival cadult males ascompared to controls. The treient caused a
decrease in fresh weight of the ovaries, as wehl asduction in carbohydrate, protein ¢
total lipid content during sexual matuon. Spiromesifen also affer fecundity by
significantly reducing the number of eggs laidabidition, itreducedhe levels ofatty acids
and cuticular hydrocarbons, some of which having a pimemal role in males and female

depending on the concentratiused.

Spiromesifen also affects tlcopulatory behavior ob. melanogaster by delaying its
latency andreducing its duratic. In addition, it influences the choice of ovipasit site of
females surviving tdreatment. A clear preference for oviposition onuatreated mediur
over a treated medium reflecting an aversion te tholecule. Primaginal expaoure to this

insecticide reinforces this aversion suggestingeanorability of aversion to this molecu
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Finally, spiromesifen affects the olfactory anddazhoices of adult malesuggesting
a modification of the attraction to this moleculaur results confirm the primary mechani
of action of spiromesifen on lipids. It is likelydt disturbances in lipid metabolism
responsible for alterations in reproductive potniibehaior, cuticular pheromonewia the

vitellogenesis process.

Key words: Drosophila melanogaster, Pesticides, Mode of action, Spiromesifen, Lip

Fatty acids, Cuticularisydrocarbons, Reproduction, Behav
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Oberon® is a commercial formulation of spiromesifen, a pesticide inhibitor of lipid biosynthesis via acetyl CoA
carboxylase, widely used in agricultural crop protection. However, its mode of action requires further analysis.
We currently examined the effect of this product on Drosophila melanogaster as a non-target and model organism.
Different concentrations of spiromesifen were administered by ingestion (and contact) during pre-imaginal
development, and we evaluated its delayed action on adults. Our results suggest that spiromesifen induced
insecticidal activity on D. melanogaster. Moreover, spiromesifen treatment significantly increased the duration of

larval and pupal development at all tested concentrations while it shortened longevity in exposed males as
compared to control males. Also, pre-imaginal exposure to spiromesifen quantitatively affected fatty acids
supporting its primary mode of action on lipid synthesis. In addition, this product was found to modify cuticular
hydrocarbon profiles in exposed female and male flies as well as their sexual behavior and reproductive capacity.

1. Introduction

Pesticides are pivotal pest management tools designed to reduce crop
losses, as well as vector infestations. On the world scale, chemical con-
trol remains the most widely adopted mean to maintain harmful insects
at a reasonable threshold (Casida and Durkin, 2013). However, the
intensive use of insecticide often induces uncontrolled effects on envi-
ronment and human health (Bolzonella et al., 2019). In this context,
there is a demand for new products with optimal efficacy, lower appli-
cation rates in the field, increased selectivity, favourable toxicological
and environmental safety (Guedes et al., 2016; Jeschke, 2018).

Spiromesifen is a systemic product belonging to the chemical group
of spirocyclic tetronic/tetramic acid derivatives also known as ketoe-
nols, developed by Bayer CropScience (Nauen and Denholm, 2005). This
compound, introduced in several countries over the last few years, is
becoming a key compound for the control of whiteflies and mites. The
biological activity of tetronic acids correlates with inhibition of lipo-
genesis especially triglycerides and free fatty acids (FAs) (Varghese and
Mathew, 2013). It is listed in the “group 23 as inhibitors of acetyl CoA
carboxylase in the IRAC mode of action classification. This enzyme
catalyzes the carboxylation of acetyl-CoA to malonyl-CoA, which is one

* Corresponding author.
E-mail address: noureddine.soltani@univ-annaba.org (N. Soltani).

https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2021.108981

of the first steps in the biosynthesis of FAs (Nauen and Denholm, 2005;
Bretschneider et al., 2007).

Previously, spiromesifen was reported to exhibit insecticidal activity
against larvae of Culiseta longiareolata (Diptera: Culicidae) when added
to rearing water (Bouabida et al., 2017). Moreover, it was also found to
reduce amounts of the main biochemical constituents and to enhance
the rate of malondialdehyde (MDA) widely used as a marker of free
radical damage to lipid molecules. Abed El Fatah et al. (2019) found that
spiromesifen and spirotetramat (another product of spirocyclic tetronic
acid) qualitatively and quantitatively affects FAs of Spodoptera littoralis
after ingestion treated castor leaves during the second instar larvae.
More recently, it was also shown to affect the fecundity and egg viability
in flies resulting from treated pupae (Kissoum et al., 2020). Such
reduction of reproductive capacity suggested that spiromesifen affects
the vitellogenesis process via the inhibition of lipid precursors and the
sexual behavior via cuticular pheromone synthesis.

Lipids are primary storage molecules involved in several vital func-
tions, such as cellular compartmentalization and segregation, signal
transduction and chemical communication (Toprak et al., 2020). They
play important roles in communication at all levels of organization
(Gibbs and Crockett, 1998). Cuticular hydrocarbons (CHs), the main
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compounds of the thin layer of cuticular lipids, protect insects against
desiccation and play multiple roles in chemical communication,
including aggregation, mate recognition and the signaling of reproduc-
tive status (Ferveur, 2005; Ferveur et al., 2018; Snellings et al., 2018;
Feyereisen, 2019). These molecules derive from FAs and their biosyn-
thesis has been particularly studied in D. melanogaster, a key model in-
sect. D. melanogaster was extensively used as a model species in basic and
applied research (Reiter et al., 2001; Ashburner, 2005; Joly, 2006;
Whitworth, 2011; Panchal and Tiwari, 2017). The data acquired about
its physiology, endocrinology, genetics and behaviors provide a strong
basis to better understand the mode of action of pesticides.

Based on these findings, we hypothesized that the interference of the
tested product on the lipid biosynthesis could affect both FA amounts
and CH profiles and subsequently the sexual behavior. Therefore, we
examined the impact of a commercial formulation (Oberon®) contain-
ing spiromesifen, on D. melanogaster, a biological model of choice. The
main objectives of our study consisted to determine the lethality induced
by this product in individuals exposed during pre-imaginal develop-
ment. In particular, we evaluate its dose-dependent effect on growth and
development. We also measured the FA and CH amounts as well as the
sexual behavior in the male and female flies that survived to pre-
imaginal treatment.

2. Materials and methods
2.1. Insect rearing

Drosophila melanogaster (Canton-S) were raised on yeast/cornmeal/
agar medium and kept at 25 =+ 2 °C under a 12:12 h light-dark cycle and
a relative humidity of 70%. Flies were isolated under light CO2 anaes-
thesia from the first hour after emergence, and then they were held in
groups of 10 individuals according to sex in rearing glass vials (25 mm
diameter, 95 mm height) containing standard medium.

2.2. Pesticide and toxicity assays

Spiromesifen (Oberon® 240 SC: concentrated solution; Bayer
CropScience, Germany) was obtained from Bayer CropScience (Algeria).
After preliminary observations, several concentrations (1; 2.5; 5; 7.5 and
10 pg/g of active ingredient/g standard medium) were tested. The
product was mixed with the medium and administered during the pre-
imaginal development of D. melanogaster. For each test, 50 eggs (<4
h) were placed in vials containing 4 g of food mixed, or not, with various
concentrations of spiromesifen. Plain medium was used as control. The
assay was conducted with 30 replicates per concentration and the
number of adults emerging was noted. The inhibition percentages of
adult emergence were corrected in accordance with Abbott (1925) and
the toxicity data analyzed using non-linear sigmoid curve fitting. The
lethal concentrations together with their corresponding 95% confidence
limits (95% CL) and the slope of the concentration-mortality lines were
calculated.

2.3. Duration of larval and pupal development

In order to assess the duration of larval and pupal development in the
control and treated series, observations were made every 12 h until
pupation and then every 24 h until the emergence of adults. Thirty
replicates per concentration were used for each series.

2.4. Weight and water content of adults

The surviving adult males and females were collected at 5 days post-
emergence. The fresh and dry weights of the same flies were determined
using an analytical balance (+10 pg; Sartorius R160-P). Groups of 10
live anaesthetized flies were weighed to obtain their fresh weight. Then
each group was kept for 24 h in an empty glass vial in an incubator at
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45 °C to allow complete desiccation before determine their dry weight.
The relative level of water in each group was estimated based on the
fresh-dry weight ratio (Ferveur et al., 2018). Each experiment was
replicated 12 times with samples containing 10 individuals per sex.

2.5. Male survival

Since males were found more sensitive to spiromesifen than females
(Kissoum et al., 2020), male flies surviving from pre-imaginal treat-
ments were examined. Male flies were kept in groups of 10 in glass vials
containing standard medium. Each week, live flies were transferred to
new vials with fresh medium and the number of dead individuals was
noted to determine the lethality frequency.

2.6. Fatty acid extraction and gas chromatography-mass spectrometry
analysis

Fatty acids (FAs) contained in the whole body were extracted ac-
cording to Shen et al. (2010). Five-day old flies (female and male) sur-
viving from treatments during pre-imaginal stage were kept in groups of
5 individuals/sex at —20 °C. Grinding was carried out in a two-step
procedure using a grinder and 1 mm diameter metal grinding balls
(Biospecs Products) placed at the bottom of a vial containing 1.5 ml of
methanol. After decanting for a few minutes in ice, the supernatant was
transferred to a glass vial and mixed with 11.4 pl of C15:0 (pentadeca-
noic acid; internal standard) and 2.5 ml of BF3 MetOH (14% methanol
solution of boron trifluoride). Then, the solution was maintained under
nitrogen, heated at 100 °C for 1 h and then cooled at room temperature.
0.25 ml of 0.37 M KCl and 1.5 ml of hexane were added before centri-
fugation (3000 rpm for 5 min at 16 °C). The extracts were analyzed using
a QP2010 Shimadzu GC-MS apparatus in splitless mode equipped with a
CP Wax 58 FFAP (50 m x 0.25 mm i.d., 0.20 mm film thickness, Agi-
lent). The column was held isothermally at 40 °C for 2 min, then pro-
grammed at the rate of 3 °C/min to 240 °C. Helium was used as carried
gas at a linear velocity of 47 cm/s. The injector port was set at 280 °C.
The mass spectrometer was operated at 70 eV, and scanning was per-
formed from 29 to 600 amu at 0.5 scans/s. The injection split was
opened 1 min after the injection. Compounds were identified using their
retention time and fragmentation pattern; diagnostic ions were
compared with both the NIST/EPA/NIH library and the mass-spectrum
of the synthetic chemical standard (Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier,
France) analyzed under the same conditions. The amount (ng/5 insects)
of each component was calculated on the basis of the data obtained from
the internal standard pentacyclic acid (C15:0).

2.7. Cuticular hydrocarbon extraction and gas chromatography analysis

The CHs were extracted according to well establish procedures of
Antony and Jallon (1982) and Marcillac et al. (2005). More specifically,
5-day old virgin flies (female and male) were frozen at —20 °C and then
individually extracted for 5 min in 30 pl of hexane containing 3.33 ng/pl
of C26 (n-hexacosane) and 3.33 ng/pl of C30 (n-triacontane) as internal
standards. Chemical analyses of the extracts were performed with a
CP3380 Varian gas chromatograph (GC), fitted with a flame ionization
detector and a split-splitless injector (60 ml/min split-flow; valve
opening 30 s after injection). A CP-sil 5CB column (25 m x 0.25 mm ID,
0.12 pm film thickness, Agilent) was used for analyses. The temperature
program began at 120 °C, ramping at 10 °C/min to 140 °C, then ramping
at 2 °C/min to 290 °C, and holding for 10 min. Helium was used as
carrier gas (50 cm/s velocity at ambient temperature). The injector and
detector temperatures were 280 and 290 °C, respectively. The chemical
identity of the cuticular hydrocarbons was checked using gas chroma-
tography-mass spectrometry system equipped with a CP Sil 5CB column
(Everaerts et al., 2010). The amount (ng/insect) of each component was
calculated based on the readings obtained from the internal standards.
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2.8. Sexual behavior and progeny

Flies surviving from treatments during pre-imaginal stages were
collected as newly eclosed virgin insects. Males were kept separately
while females were raised in groups (5 per vial). All used insects were
aged of 3 to 5 days so that they are sexually mature. Concerning
coupling tests, the male was introduced first in the observation chamber
and the female 5 min later. Behavioral tests were always conducted
between 8 and 12 am, corresponding to the first peak of behavioral
activity of the flies (Grillet et al., 2006). The intensity of the male active
courtship display and the ability of the pair to mate were noted over a
period of 1 h. The following parameters were recorded: the mating
frequency (number of males having mated on the total number of
males), the mating latency (time elapsed from the session’s start until
mating initiation), and the mating duration (between initiation and end
of copulation). After mating, each female was introduced into a vial
containing 4 g of medium in order to count her adult offspring. The
number of adults obtained 12 days after mating was noted. Different
combinations of couples were tested (F: female; M: male; C: Control; 1: 1
ug spiromesifen/g medium; 2.5: 2.5 pg/g; 5: 5 ug/g; 7.5: 7.5 pg/g; 10:
10 pg/g):

Couple 1: F¢ X Mc: Femalecontrol X Malecontrol
Couple 2: F; x Mc: Female; x Malecontrol
Couple 3: F¢ x Mj: Femaleconiro) X Maleg
Couple 4: F; X M;: Female; x Male;

Couple 5: F 5 X Mc: Femaley 5 x Malecontrol
Couple 6: Fc X My 5: Femalecontrol x Maley s
Couple 7: F3 5 X My 5: Femaleys x Male 55
Couple 8: F5 x Mc: Females x Malecontrol
Couple 9: F¢ X Ms: Femalecontro] X Males
Couple 10: F5 x Ms: Females x Males
Couple 11: F7 5 X Mc: Female; 5 x Malecontrol
Couple 12: F¢ X My 5: Femaleconrol X Maley s
Couple 13: F; 5 X My 5: Female; 5 x Maley 5
Couple 14: F19 X M,: Female;g x Malecontrol
Couple 15: F¢ X Mjg: Femalecontrol X Malejg
Couple 16: F1g X M;q: Female;g x Maley.

2.9. Statistical analysis

The means + SEM were calculated for each experimental group. The
effect of spiromesifen treatment on fresh body weight of female and
male flies is shown in Fig. 3. Data from the toxicity assay were analyzed
using non-linear sigmoid curve fitting. The goodness of fit to the curve
model was evaluated on the basis of R? values. The homogeneity of
variances was checked using Bartlett’s and Brown-Forsythe tests. Ana-
lyses of variance (one-way and two-ways) were performed and followed
by Tukey’s HSD test for multiple comparisons when significant. Data
obtained for mating latency and mating duration were subjected to
Kruskal-Wallis (KW) test and pairwise multiple comparison using
Dunn’s method. Mating rate was analyzed using the Chi-square ()2) test.
The results of the survival tests were subjected to Kaplan-Meier survival
curves and Log-rank test. All statistical analyses were performed using
Prism v 6.01 for Windows (GraphPad Software Inc., www.graphpad.
com) and p < 0.05 was considered statistically different. The number
of individuals tested per series is given with the results.

3. Results
3.1. Insecticidal activity

Spiromesifen, administered by ingestion/contact during pre-
imaginal stages of D. melanogaster, affected in a dose-dependent

manner adult emergence. Corrected mortality percentages were as fol-
lows: 3.15 + 0.04% for the lowest concentration (1 pg/g) and 90.93 +
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Fig. 1. Toxicity of spiromesifen, administered by ingestion at different con-
centrations during pre-imaginal stage of D. melanogaster: corrected mortality
(%) of adult (mean + SEM; n = 30 replicates of 50 eggs). Control mortality:
5.06 + 0.23%. Different letters above bars indicate significant differences be-
tween tested concentrations at p < 0.05 according to Tukey’s HSD test.

Table 1

Toxicity of spiromesifen administered by ingestion, at different concentrations
during pre-imaginal stages of D. melanogaster: lethal concentrations and their
fiducial limits.

Lethal concentrations Concentrations (1g/g) Fiducial limits

LC90 14.64 9.78-21.91
LC50 6.18 5.28-7.24
LC25 4.02 3.06-5.27
LC10 2.61 1.67-4.08
Hill slope 2.55 1.37-3.72
R? 0.98 /

0.57% for the highest concentration (10 pg/g). The mortality percentage
measured in untreated control animals was 5.06 4 0.23%. Our statistical
analysis revealed a significant concentration effect (F4, 10 = 5163; p <
0.001) while the Tukey’s HSD test showed a significant increase in
mortality with increasing doses (Fig. 1). The lethal concentration (LC)
with their respective 95% fiducial limits (95% FL) was presented in
Table 1.

3.2. Effect on the duration of pre-imaginal development

Treatment during pre-imaginal stage increased the duration of larval
development at all tested concentrations (Fs, 198s = 508.5; p < 0.001).
The means values recorded were 101.3 & 0.27 h for the control, 103.7 &+
0.26 h for the lowest concentration (1 pg/g) and 131.1 + 1.32 h for the
highest concentration (10 pg/g), respectively. Thus, increased concen-
trations increased the duration of larval development, in a dose-
dependent manner (p < 0.001), by approximately +2.5 h for lowest
concentration until +30 h for the highest concentration (Fig. 2A). An
increased duration of pupal developmental was observed with all tested
concentrations except with the lower concentration (Fs 1932 = 102.9; p
< 0.001), as compared to control individuals. The mean values recorded
were: 101.7 &+ 0.46 h for control, 103.5 & 0.51 h for the lowest con-
centration (1 pg/g) and 128.6 + 2.02 h for the highest concentration (10
ug/g), respectively (Fig. 2B).

3.3. Effect on the adult body weight and water content
Spiromesifen application was also found to significantly decrease the

adult male fresh weight compared to control males (Fs ¢6 = 56.27; p <
0.001). As compared to 0.86 £ 0.007 mg obtained for control group, the
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Fig. 2. Effect of spiromesifen, administered by ingestion, at different concen-
tration during pre-imaginal stage of D. melanogaster, on the duration of larval
(A) and pupal (B) stages (mean + SEM; n = 94-485 replicates). Different letters
above bars indicate significant differences between control and tested concen-
trations at p < 0.05.

mean values obtained for treated flies ranged between 0.81 + 0.004 for
the lowest concentration and 0.71 + 0.007 mg for the highest concen-
tration (Fig. 3A). In control females the body weight was 1.52 + 0.007
mg. Spiromesifen treatments caused a significant reduction (Fs, ¢6 =
54.68; p < 0.001) in adult female fresh weight. The mean values noted in
the treated series were 1.50 & 0.004 mg for the lowest concentration and
1.36 + 0.01 mg for the highest concentration (Fig. 3B). Spiromesifen
also had a significant reduction on male (Fig. 3C) and female (Fig. 3D)
body water content compared to control male (Fs g6 = 67.77; p < 0.001)
and female flies (F5 g6 = 141.9; p < 0.001).

3.4. Effect on the adult males survival

Spiromesifen treatments during pre-imaginal stage of D. melanogaster
resulted in an enhanced lethality in adult males (Log-rank test, % =
52.93, df = 5, p < 0.001) during life span. In untreated males, 50%
adults had died (lethal time 50 = LTs) after 84 days against 70 days for
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the lowest concentration used (1 pg/g) and 63 days for the highest
concentration used (10 pg/g) (Fig. 4).

3.5. Effect on the fatty acids (FAs) of flies

Among the nine FAs detected in both male and female adults
(Table 2), four were saturated (SFAs; C12:0, C14:0, C16:0, C18:0), three
were monounsaturated (MUFAs; C14:1n-5, C16:1n—7, C18:1n—9), and
two were polyunsaturated (PUFAs; 18:2n—6, 18:3n—3). GC/MS spectral
results showed that female flies contain higher amounts of FAs than
males. Four major FAs were identified in control and treated adult:
Cl16:1n-7, C14:0, C18:1n—9, C16:0. In females, spiromesifen treat-
ments affected the total amount of FAs with a significant dose-
dependent effect (Fs 453 = 75.79; p < 0.001). In females treated with
1 pg/g and 10 pg/g, the mean quantity of FAs detected (per female) was
6473 ng and 3211 ng, respectively. In comparison, control females
produced 7051 ng FAs (Fig. 5A). Therefore, the total quantity of FAs
decreased to >50% of the control amount in females treated with the
highest concentration. Six FAs were affected: C12:0, C14:0, C16:0,
Cl16:1n—7, C18:1n—9, C18:2n—6 (Table 2). Similar results were found
in males: the total amount of FAs was also reduced by all spiromesifen
treatments (Fs, 48 = 43.08; p < 0.001). The mean values recorded were:
3488 ng/male for control, 2937 ng/male for the lowest concentration (1
pg/g) and 1629 ng/male for the highest concentration (10 pug/g),
respectively (Fig. 5B). Six FAs were affected in males: C14:0, C16:0,
Cl16:1n—-7, C18:0, C18:1n—9, C18:2n—6 (Table 3).

3.6. Effect on cuticular hydrocarbons of flies

GC analysis of male and female extracts revealed the presence of 30
components in females (Table 4) and 20 in males (Table 5). The CH
profile of control flies is clearly sexually dimorphic (Jallon, 1984;
Blomquist et al., 2018). In particular, the females abundantly synthesize
bi-unsaturated compounds (dienes) whereas males produce mono-
unsaturated HCs (monoenes) more abundantly than in females. In
D. melanogaster males, the main compounds are (Z)-7-tricosene (7T)
whereas their females produce (Z,Z)-7, 11)-heptacosadiene (7,11-HD).

Our data showed that spiromesifen treatments affected the total
amounts of CHs in both sexes. Treated females showed a decrease in the
total quantities of CHs with a dose-dependent effect (Fs, g4 = 88.23; p <
0.001) (2016 ng/female and 1151 ng/female for 1 pg/g and 10 pg/g
treated series, respectively), as compared to control females (2128 ng/
female) (Fig. 6A). Comparisons between control and treated females also
revealed significant differences in twelve CHs: 7,11-TD, n-C23, 9,13-PD,
7,11-PD, 5,9-PD, 25Br, 9-P, 7,11-HD, 27Br, 7-H, 7,11-ND and 29Br (Fs,
54 = 78.55; p < 0.001) (Table 4). Significant differences were also
observed between control and treated males at the level of the total
amounts of CHs decreasing between 2066 ng/male (for controls) to
1841 ng/male and 1013 ng/male for the lowest concentration (1 pg/g)
and the highest concentration (10 pg/g), respectively (Fig. 6B),
respectively. Seven CHs were clearly affected in males: 9-T, 7-T, 5-T, n-
C23, 25Br, 7-P, 27Br (Table 5).

3.7. Effects on sexual behavior and progeny

Spiromesifen added in the pre-imaginal food affected the sexual
behavior of resulting adults with a dose-dependent effect as compared to
control pairs of flies (Fig. 7). The copulation frequency was reduced:
Chi-squared test () indicates a significant effect of used concentrations
(x? = 50.40, df = 15, p < 0.001), while a significant increase was
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Fig. 3. Effect of spiromesifen, administered at different concentrations during pre-imaginal stage of D. melanogaster, on body weight males (A), females (B) and on
ratio fresh weight/dry weight (corresponding to water content) of males (C) and females (D) (the box represents the median and the first and third quartiles, and the
whiskers extend as far as the minimum and maximum values after outliers; n = 12 replicates of 10 adults). Different letters above bars indicate significant differences
between control and tested concentrations at p < 0.05 according to Tukey’s HSD test.
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Fig. 4. Effect of spiromesifen, administered by ingestion at different concen-
tration during pre-imaginal stage of D. melanogaster on the male survival (n =
100 males).

observed both for the copulation latency (KW = 48.33; p < 0.001) and
the copulation duration (KW = 227.4; p < 0.001), as compared to
control pairs.

The progenies produced by controls and treated couples were
counted (Fig. 8). Statistical analysis of data showed a dose-dependent
decrease in the number of adults in the F1 progeny for all treated
pairs as compared to control pairs (Fis, 392 = 139.4; p < 0.001). All
together, the more important effect was noted when the two partners
were treated with the highest spiromesifen doses.

4. Discussion

Several recent studies have shown the effectiveness of spiromesifen
against a variety of pest insects (Bouabida et al., 2017; Sarbaz et al.,
2017; Abed El Fatah et al., 2019). Our results indicate that spiromesifen
is highly toxic and induces a significant dose-response insecticidal effect
against D. melanogaster when added in the diet during pre-adult stages.
Similarly, this product was also potent in topical bioassays when applied
on D. melanogaster pupae (Kissoum et al., 2020). The toxic effect of
spiromesifen has recently been evaluated in other Diptera species
including the mosquito larvae of Culiseta longiareolata (Bouabida et al.,
2017). In the literature, the toxicity of pesticides depends on the
chemistry of pesticides, on their usage rates, microclimate condition,
and development stages of the studied insect (Kontsedalov et al., 2009).

Insecticides may can induce multiple sub-lethal effects on insect life
traits, such as reduced fecundity (Oulhaci et al., 2018; Kissoum et al.,
2020), shortened longevity (Ahmad et al., 2015), prolonged develop-
mental rate (Stark and Banks, 2003), affected behavior (Aribi et al.,
2017). They can also alter physiology by interfering with the function of
glutathione S-transferases, carboxylesterases, and other metabolic en-
zymes (Desneux et al., 2007). Our results indicate that pre-imaginal
exposure to insecticide affected the duration of both larval and pupal
stages as well as the fresh body weight of adult flies. Spiromesifen when
applied topically on D. melanogaster pupae was also reported to reduce
fecundity, fertility and the number of both larvae, pupae and adults
(males and females) of the F1 generation (Kissoum et al., 2020). This
decrease in progeny observed was dose- and sex-dependant. Moreover,
the males were more sensitive to spiromesifen than the females as evi-
denced by the sex ratio values recorded. Nauen and Bretschneider
(2002) reported that spiromesifen affects development and fecundity of
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Table 2

Effect of spiromesifen administered by ingestion at different concentrations
during pre-imaginal stages of D. melanogaster females on fatty acids (mean +
SEM; n = 10 replicates; Total FAs = total fatty acids; SFA = saturated fatty acids;
USFA = unsaturated fatty acids). For the same fatty acid, the values with
different letters indicate significant differences at p < 0.05.

Fatty Control 1ypg/g 2.5ug/¢  5Spg/g 7.5 pg/ 10 pg/g
acids* g
C12:0 423 + 439 + 421 + 404 + 334 + 206 +
17.21a 16.39a 17.29a 14.42a 18.19a 10.45b
C14:0 1471 + 1302 + 1419 + 1361 + 1056 + 643 +
69.14a 62.35b 41.41a 45.74ab  62.50c 43.72d
Cl14:1n-5 83 + 84 + 81 + 89 + 72+ 36 +
5.34a 3.15a 2.83a 5.44a 5.85a 2.63a
C16:0 1283 + 1101 + 1059 + 984 + 743 + 604 +
46.35a 25.83b 18.29bc  20.28c 15.55d 24.22e
Cl16:1n-7 1679 + 1608 + 1512 + 1472 + 1181 + 736 +
60.24a 41.61ab  42.08bc  24.90c 50.13d 26.41e
C18:0 129 + 101 + 85 + 79 + 74 + 65 +
8.95a 2.36a 3.57a 2.66a 4.47a 3.74a
C18:1n-9 1336 + 1210 + 960 + 963 + 750 + 593 +
29.09a 32.41b 37.44c 29.07¢ 15.82d 21.11e
C18:2n—-6 607 + 585 + 450 + 453 + 379 + 311 +
7.93a 12.38a 14.63b 12.53b 17.63bc 13.99¢c
C18:3n-3 39+ 43 £ 21 + 22 + 21 + 19 +
1.54a 1.02a 0.99a 0.73a 1.28a 0.90a
Total FAs 7050 + 6473 + 6008 + 5827 + 4610 + 3213 +
229.30a  181.6ab  150b 131.60b  140.40c  107.50d
SFA 3306 + 2943 + 2984 + 2828 + 2207 + 1518 +
138.00a 98.89b 67.62ab 77.84b 88.39¢ 60.25d
USFA 3744 + 3530 + 3024 + 2999 + 2403 + 1695 +
99.81a 86.70a 87.89b 62.18b 55.61c 52.32d

C12:0, lauric; C14:0, myristic; C16:0, palmitic; C18:0, stearic; C14:1n5,
myristoleic; C16:1n—7, palmitoleic; C18:1n9, oleic; C18:2n—6, LINOLEIC;
C18:3n-3, a-linolenic.

whitefly in a rate-dependent manner by trans-ovarian contamination.
Application of spiromesifen at its LC50 and LC90 induced a significant
decrease in the body weight and volume in C. longiareolata fourth stage
larvae as compared to controls (Bouabida et al., 2017). Miiller et al.
(2019) found that larval exposure to the pyrethroid lambda-cyhalothrin
for just a few days prolonged the duration of development of Phaedon
cochleariae larvae. Moreover, insecticide-exposed adult males were
lighter as compared to non-exposed ones. Similarly, Pieris brassicae
(Lepidoptera: Pieridae) larvae exposed to sublethal concentrations of
the neonicotinoid imidacloprid also showed an increased development
duration and a reduced adult body mass (Whitehorn et al., 2018), sug-
gesting that trans-metamorphosis effects can occur from the larvae into
adult.

Development duration is critical for many life traits given that it can
directly affect larval competition. Several studies have highlighted that
both developmental duration and adult longevity show a relationship to
different factors of environmental stress such as exposure to insecticides
(Zwaan et al., 1995). Our results indicate that males not exposed to
spiromesifen during their pre-imaginal life survived longer than exposed
males. Similarly, adult longevity was reduced in Neoseiulus californicus
exposed to spiromesifen (Cloyd et al., 2006) or to spirodiclofen (Mar-
oufpoor et al., 2016). Pyriproxyfen, a juvenile hormone analog, topically
applied on D. melanogaster larvae, increased the duration of pupal
development and longevity of adults (Bensebaa et al., 2015). The
shortened longevity following treatment observed in our study could be
also due to reduced food uptake as a consequence of insecticide effect on
food preference, and/or on sensory ability (Maroufpoor et al., 2016).

Regulation of water content is essential for the survival of all
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organisms. In insects, water can be gained through consumption, ab-
sorption of atmospheric water vapor and production of water during
metabolism. Simultaneously, water is lost through the processes of
excretion, cuticular and respiratory transpiration and in bodily secre-
tions (Hadley, 1994). The epicuticular lipids are involved in reducing
insect water-loss (Gibbs and Crockett, 1998). Cuticular water-loss ac-
counts for >80% of total water-loss in most insects studied to date
(Quinlan and Gibbs, 2006). Transpiration rates are strongly affected by
temperature, probably via temperature’s effects on lipid phase behavior.
In addition several recent studies have highlighted the potential
importance of other cuticular properties, specifically melanization, in
conserving water (Parkash et al., 2008). Despite this early recognition,
our understanding of the process by which water moves through the
cuticle is limited (Gibbs and Rajpurohit, 2010). According to Ferveur
et al. (2018) flies with a higher water content, a lower proportion of
desaturated CHs and with defective desaturase expression in the fat
body showed reduced desiccation resistance. In the current study, the
water content of both female and male adult flies was reduced by spi-
romesifen, this suggesting that the thin layer of cuticular lipids was
altered as a consequence of an inhibition of lipid synthesis. Indeed, the
product tested here was reported to inhibit acetyl-CoA carboxylase
(ACCase) and to interfere with the biosynthesis of lipids in insects and
mites (Bretschneider et al., 2012). More specifically, Limmen et al.
(2014) showed that the enol metabolite of the related cyclic keto-enol
insecticide, spirotetramat, inhibited T. urticae ACCase by interacting
with the carboxyltransferase (CT) domain.

Lipids play crucial roles in general metabolism and reproduction and
have many functions in cells beside their obvious role in energy storage.
In particular, they make up cell membranes, and their products serve as
intra- and extracellular messengers controlling and regulating many
vital body functions (Arrese and Soulages, 2010; Shen et al., 2010). Lipid
provides the energy required during extended non-feeding periods
(Gibbs and Crockett, 1998). The amount of lipids in insects varies
considerably and can be influenced by many factors including the
developmental stage, nutritional state, sex, environmental temperature,
diapause and migratory flight. In most insects, females contain more
lipid than males, likely because the lipid reserve is used for egg pro-
duction (Beenakkers et al., 1985). Fatty acids (FAs), the major compo-
nents of lipids, are used as fuel in all metabolic systems, playing an
important role in the biochemical and physiological response (Neves
et al., 2015). In insects, a change in FA content can affect female
fecundity (Bauerfeind et al., 2007) and remating (Baer et al., 2001), as
well as production of sex pheromones (Ueyama et al., 2005). The pres-
ence and composition of FAs in cell membranes can also affect cold
adaptation in D. melanogaster (Overgaard et al., 2008). GC-MS analyses
revealed a reduction in the amount of total fatty acids, and so, both the
saturated and the unsaturated in spiromesifen-treated male and female
flies. Abed El Fatah et al. (2019) reported that spiromesifen and spi-
rotetramat treatments induced a reduction in total lipid (FAs) contents
by 10.33 and 8.67%, respectively.

CHs covering the insect cuticle provide protection against desicca-
tion and other environmental challenges by acting as a physical barrier
(Ferveur et al.,, 2018), by reducing the penetration of insecticides,
chemicals, and toxins (Wang et al., 2020). CHs also provide protection
from attack by microorganisms, parasitic insects, and predators (Gole-
biowski et al., 2013). They were shown to play diverse roles in chemical
communication including aggregation, mate and species recognition
(Blomquist et al., 1987; Howard and Blomquist, 2005; Ferveur, 2005;
Everaerts et al., 2010; Snellings et al., 2018). In D. melanogaster, CHs are
little or no volatile and are generally detected by contact using the taste
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Fig. 5. Effect of spiromesifen, administered by ingestion, at different concentration during pre-imaginal stage of D. melanogaster, on the amount of fatty acids of
D. melanogaster females (A) and males (B) (mean + SEM; n = 10 replicates; Total FAs: total fatty acids; SFA: saturated fatty acids; USFA: unsaturated fatty acids. For
the same fatty acid group, different letters above bars indicate significant differences between control and tested concentrations in each sex at p < 0.05).
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Table 3

Effect of spiromesifen administered by ingestion at different concentrations
during pre-imaginal stages of D. melanogaster males on fatty acids (mean + SEM;
n = 10 replicates; Total FAs = total fatty acids; SFA = saturated fatty acids;
USFA = unsaturated fatty acids). For the same fatty acid, the values with
different letters indicate significant differences at p < 0.05.
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Table 4
Effect of spiromesifen administered by ingestion at different concentrations
during pre-imaginal stages of D. melanogaster on cuticular hydrocarbons of fe-
males (mean + SEM; n = 15 replicates; ng/female). For the same cuticular hy-
drocarbon, the values followed by different letters are significantly different at p
< 0.05.

Fatty Control 1pg/g 2.5p8/g  5Spg/g 7.5 ug/ 10 ug/g Compounds®  Control 1ypg/g 2.5 pg/ 5pg/g 7.5pg/ 10 pg/
acids* g g g g
C12:0 159 + 139 + 145 + 145 + 145 + 118 + n-c21 12 + 10 + 9+ 10 + 7+ 54+
7.89a 8.62a 8.48a 9.50a 7.26a 11.52a 0.48a 0.28a 0.58a 0.64a 0.38a 0.48a
C14:0 696 + 592 + 654 + 573 + 544 + 376 + n-C22 5+ 5+ 4+ 5+ 4+ 4+
34.80a 35.14bc  20.91ab  18.96c  21.25c  32.56d 0.18a 0.08a 0.34a 0.28a 0.24a 0.20a
Cl4:1n-5 41+ 37 + 38 + 33+ 30 + 23 + 7,11 TD 32+ 28 + 25 + 17 + 12 + 7+
2.34a 3.18a 2.61a 4.70a 4.59 2.62a 1.78a 1.22ab 2.00ab 2.31ac 1.69bc  0.88c
C16:0 608 + 469 + 427 + 353 + 369 + 253 + 23Br 14 + 12+ 10 + 8+ 4+ 1+
38.30a 20.12b 12.24bc  9.70c 12.50c  9.37c 0.41a 0.68a 0.87a 0.84a 0.89a 0.19a
Cl6:1n—7 842+ 722 + 655 + 596 + 494 + 388 + 9T 8+ 7+ 6+ 5+ 4+ 3+
38.08a 33.39% 18.66bc  14.12c  51.72d  24.07e 0.67a 0.46a 0.53a 0.38a 0.28a 0.20a
C18:0 135 + 55+ 27 + 30 + 38 + 32+ 7T 28 + 24 + 20 + 20 + 15 + 18+
42.48a 2.50b 2.21b 2.66b 3.82b 2.91b 1.80a 0.99a 1.07a 0.53a 0.84a 4.25a
C18:1n-9 617 + 536 + 300 + 292 + 287 + 245 + 5T 18 + 9+ 5+ 5+ 5+ 4+
26.39a 20.84b 15.89¢ 11.96c  10.99c  10.82c 9.54a 3.09a 0.20a 0.30a 0.17a 0.14a
C18:2n—-6 366 + 361 + 207 + 231 + 181 + 179 + n-C23 114 + 114 + 111 + 115 + 97 + 82 +
22.35a 13.64a 12.09b 9.02b 10.77b  13.35b 8.92a 3.37a 4.49a 4.54a 4.30ab  4.78b
C18:3n-3 25+ 26 + 10 + 11+ 8+ 16 + n-C24 6+ 5+ 4+ 8+ 5+ 5+
1.88a 1.23a 1.11a 1.61a 1.10a 0.65a 1.15a 0.38a 0.22a 139a 0.32a 0.46a
Total FAs 3489 + 2937 + 2463 + 2264 + 2096+ 1630 + 9,13 PD 40 + 24 + 17 + 45 + 11 + 13+
161.10a  114.50b  77.21c 55.10c  74.57¢  80.07d 14.07ac  4.63ab 0.75b 13.00c 0.57b 4.46b
SFA 1597 + 1255 + 1254 + 1102+ 1095+ 779 + 7,11 PD 95 + 76 + 64 + 64 + 45 + 36 +
85.77a 61.35b 35.84b 31.75b  39.91b  44.61c 4.00a 4.37b 5.21b 3.38b 3.02¢ 3.23¢
USFA 1892 + 1682 + 1209 + 1162+ 1001+ 851 + 5,9 PD 49 + 39 + 33+ 33+ 23 + 18 +
83.50a 59.59 46.04b 28.37b  58bc 37.51c 2.04a 2.22ab 2.65abc  1.72abc  1.54bc  1.64c
- . - o - - — - 25Br 36 + 29 + 24 + 24 + 17 + 14+
C12:0, lauric; C14:0, myristic; C16:0, palmitic; C18:0, stearic; C14:1n5, 1.51a 1.65ab 1.96ab 1.27ab 1.14b 1.21b
myristoleic; C16:1n—7, palmitoleic; C18:1n9, oleic; C18:2n—6, linoleic; 9p 86 + 80 + 68 + 57 + 46 + 42 +
C18:3n-3, a-linolenic. 4.79a 3.09a 2.87ab 2.59bc 2.01c 3.34c
7P 23 + 19 + 16 + 12 + 12 + 12+
. 2.02a 0.96a 0.95a 0.82a 1.12a 2.31a
systerp (Montell, 2099, Ahrn.ed et al.: 201 9)..However, they can also be <p P P . 3 3 3.
perceived at short distance via olfaction (Farine et al., 2012). Moreover, 0.17a 0.20a 0.09a 0.22a 0.22a 0.33a
in D. melanogaster, the CH composition can be impacted by several n-c25 61 + 64 + 67 + 59 + 57 £ 55 +
factors like age, sex, maturation, interaction with the opposite sex, 1.77a 2.19a 3.04a 3.79a 3.6la 3.58a
temperature, food, and hormones (Ferveur, 2005; Everaerts et al., 2010; 9,13HD (1)6:; (1)6771 (1)58: 11011 3 510 Z Gil
. . . N .92a .//7a .6o0a .Ola .o0a .6la
BcnpurohltA etal., 2017; ch1r.1a etal., 291 2; Chiang et al., 2016). Changes 711HD 762 4 796 + 678 + 571 4 466 4+ 303 +
in CH profiles can affect mating behavior (Ferveur and Sureau, 1996). In 18.28a 14.29b 17.22¢ 21.86d 12.86e 13.70f
line with our expectations, the CHs profile of adult D. melanogaster was 27Br 261 + 249 + 232 + 195 + 160+ 135+
altered by the insecticide treatment. Desaturated CHs seem to be more 6.26a 4.89ab  5.90b 7.48¢c 440d  4.69
. . . 5,9HD 21 + 20 + 19 + 16 + 13 + 11+
affected than l'1near ones in both se>.(es. ThlS rest.llt suggests prt?bably that 0.508 0.39 0.47a 0.5% 0.35a 0.37a
a desaturase is affected/blocked in spiromesifen-treated flies. It was 7H 51 4+ 55 + 58 4+ 48 + 42 + 33 4
reported that halofenozide, an edysteroid agonist reduced the quantities 1.57a 3.11a 3.32a 3.82ab  2.95ab  3.48b
of the principal CHs in C. pipiens larvae (Amira et al., 2013). Miiller et al. n-C27 19 + 19 + 21 + 19 + 21 + 20 +
(2017) also showed a negative impact by a sub-lethal exposure to py- 0.89a 0.90a L.42a L322 L79a 2.06a
throid the CH file during the ¢ b ¢ i ¢ n-C28 10 + 10 + 11+ 8+ 7+ 8+
rethroids on e. profile urlgg e two su seq.uen gene':ra 101.15. o 0.53a 0.3%a 1.76a 0.32a 0.41a 0.96a
Phaedon cochleariae. Thus, alterations of the CH profile due to insecticide 9,13ND 10 + 8+ 9+ 4+ 54 4+
exposure can affect the mating behavior. Changed CHs profiles may also 0.43a 0.41a 0.44a 0.54a 0.27a 0.34a
affect the protective role of the cuticle against desiccation and modulate 7,11ND 2074 2204 221+ 1584 1544 133%
. - . 9.47a 8.27a 9.59a 8.10b 7.80b 10.95¢
the uptake of 1ns.ect1c1des (Miiller et al., 2017). . 20Br 119+ 118+ 119+ g5 - 83 4 .
The sexual display of the male D. melanogaster takes place prior to 5.10a 4.452 5.16a 4.36b 420b  5.89b
mating and is composed of stereotypical behaviors and requires many 7N 24+ 24+ 2+ 1+ 1+ 1+
sensory signals, that can influence mating success (Greenspan and Fer- 0.21a 0.13a 0.14a 0.12a 0.23a 0.14a
veur, 2000; Markow and O’Grady, 2005; Lasbleiz et al., 2006). n-C29 5+ 5+ 4+ 4+ 4+ 3+
D. melanogaster behaviors are based on recognition of chemicals and 0.17a 0-10a 0-15a 0-17a 0-25a 0-24a
- metanog v ased 8n - chen 31Br 21+ 19 + 17 & 18 + 0+ 10+
especially pheromones representing intraspecific chemical signals that 1.87a 1.07a 2.03a 1.80a 1.06a 0.70a
play an important role in attracting and discrimination of sexual part- Total CH 2128 + 2016+ 1892+ 1628+ 1342 1151
ners (Ferveur, 2005; Farine et al., 2012). Beside it effect on decreased 56.32a  36.83ab  40.20b  41.21c =
o1 S . . 33.74d  35.15e
fertility and fecundity, it also impacted courtship and copulatory be-
ity ¥, P P and cop Ty Desaturated 1455+ 1359+ 1257+ 1071+ 867+ 738+
haviors. Compared to control couples, treated couples initiate a delayed 47.86a 27.76b 28.24¢ 27.33d 21.80e  23.11f
Linear 230 + 231 + 232 + 227 + 201+ 182+
8.86a 5.35a 7.65a 8.42a 9.02a 8.23a
Branched 443 + 426 + 403 + 330 + 274+ 231+
10.43a 7.63a 8.68ab 9.75bc 6.92cd  8.43d
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“ n-C21: n-heneicosane; n-C22: n-docosane; 7,11-TD: (Z,Z)-7,11-tricosadiene;
9-T: (Z)-9-tricosene; 7T: (Z)-7-tricosene; 5-T: (Z)-5-tricosene; n-C23: n-tricosane;
n-C24: n-tetracosane; 9,13-PD: (Z,Z)-9,13 pentacosadiene; 7,11-PD: (Z,Z)-7,11-
pentacosadiene; 5,9-PD: (Z,Z)-9,5-pentacosadiene; 25-Br: 2 methyltetracosane;
9-P: (Z)-9-pentacosene; 7-P: (Z)-7-pentacosene; 5-P: (Z)-5-pentacosene; n-C25:
n-pentacosane; 9,13-HD: (Z,Z)-9,13-heptacosadiene; 7,11-HD: (Z,Z)-7,11-hep-
tacosadiene; 27-Br: 2-methylhexacosane; 9-H: (Z)-9-heptacosene; 7-H: (Z)-7-
heptacosene; n-C27: n-heptacosane; 28-Br: 2-methylheptacosane; 9,13-ND: (Z,
7)-9,13-nonacosadiene; 7,11-ND: (Z,Z)-7,11-nonacosadiene; 29-Br: 2-methyl-
octacosane; n-C29: n-nonacosane; 31-Br: 2-methyltriacontane.

copulation of shorter duration. This effect may be due to the alteration of
female receptivity induced by the changed male CH profile (Grillet et al.,
2006; Marcillac and Ferveur, 2004). Generally, D. melanogaster copu-
lation lasts around 20 min during which the male transfers sperm,
various proteins and the cis-vaccenyl acetate pheromone into the
reproductive tract of the female (Misra and Wolfner, 2020). The effects
of spiromesifen in defective progeny are likely due to disturbance of
vitellogenesis and spermatogenesis leading to a decrease in fecundity
and fertility as suggested by the study of Velazquez et al. (1990). Similar
observations reported in D. melanogaster were confirmed by Kissoum
et al. (2020) using topical bioassays with spiromesifen. Disruption of
sexual behavior and fecundity has also been described in experiments
with other insecticides. In D. melanogaster, azadirachtin alters the
reproductive behavior of both sexes via mating and post-mating pro-
cesses (Aribi et al.,, 2017). The anti-feeding activity of spirocyclic
tetronic/tetramic acid derivatives was not reported until now. In crop
protection, spiromesifen a well-known systemic pesticide is used for
sucking pest control upon foliar application targeting acetyl-CoA
carboxylase (Nauen and Denholm, 2005). Its selectivity is due to its
specific mode of action on lipid synthesis (Abed El Fatah et al., 2019;

Table 5
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Gutbrod et al., 2020). When added in the diet during pre-adult stages
spiromesifen affect the total amounts of FAs and CHs in both sexes and
consequently the sexual behavior and the amount of progeny. Similar
effects were also observed in topical bioassays using D. melanogaster
pupae. Indeed, it affected the amounts of lipids and the rate of malon-
dialdehyde during the pupal development (Bensafi-Gheraibia et al.,
2013), and reduced both fecundity, fertility and progeny of survivors
(Kissoum et al., 2020).

5. Conclusion

Our overall results indicate that the addition of spiromesifen in the
preimaginal diet affects growth, development and reproduction. The
effects of spiromesifen on FA contents and CH profiles confirm its pri-
mary mode of action on lipid synthesis. Thus, the reduced fecundity and
fertility could be explained by the alteration of lipid metabolism during
the vitellogenesis process. The alteration of sexual behavior possibly
resulting of one or several of these effects conjugated. Further behav-
ioral experiments exploring food preference and olfactory ability could
be useful to determine more precisely the specificity of the physiological
and behavioral defects observed here. Moreover, the enzyme activities
related to lipid metabolism could give additional information.
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Effect of spiromesifen administered by ingestion at different concentrations during pre-imaginal stages of D. melanogaster on cuticular hydrocarbons of males (mean +
SEM; n = 15 replicates; ng/male). For the same cuticular hydrocarbon, the values followed by different letters are significantly different at p < 0.05.

Compounds* Control 1pg/g 2.5 ug/g 5pug/g 7.5 ug/g 10 pg/g
n-C21 36 + 3.38 37 +4.13a 23 + 2.24a 20 + 1.70a 21 +1.97a 15+ 1.37a
7D 12 £ 0.86a 11 £ 0.75a 9 + 0.50a 8 + 0.36a 7 + 0.40a 6 + 0.33a
cVA 183 + 45.28a 94 +19.04b 57 £ 18.17bc 27 +9.54¢ 45 + 14.14c 44 +13.04c
n-C22 11 £ 0.46a 12 £+ 1.34a 9+ 0.38a 8 +.032a 7 +£0.31a 7 +0.37a
23Br 13 £ 0.75a 14 £ 1.63a 8 +0.72a 5+ 0.61a 5+ 0.25a 5+ 0.40a

9T 84 + 5.59a 66 + 4.10ab 51 + 3.57ab 39 £ 2.41b 34 +1.30b 29 +1.48b
7T 901 + 47.52a 794 + 41.63b 688 + 24.45¢ 562 + 21.16d 523 + 24.37d 418 + 25.46e
5T 76 + 4.26a 74 + 2.62ab 56 + 2.63ab 45 + 2.13ab 42 + 1.35ab 33 £ 2.60b
n-C23 206 + 10.94a 182 + 6.22ab 165 + 6.19abc 143 + 5.62bc 138 + 4.84c 125 + 6.55¢
25Br 156 £ 12.21a 135 + 12.23ab 113 +£9.72b 61 + 8.02c 57 + 3.43c 56 + 5.49¢
9p 38 +3.91a 29 + 3.00a 27 + 3.32a 19 £ 1.44a 14 £ 1.06a 17 4+ 1.44a
7P 240 + 32.61a 208 + 22.50a 157 + 15.31b 129 + 14.28bc 112 £ 12.68c 116 + 12.87bc
5P 8 + 1.96a 8 + 1.10a 5+ 0.42a 4 + 0.36a 4+ 0.34a 4 4+ 0.35a
n-C25 24 + 1.48a 25 + 1.81a 22 +1.07a 20 + 1.19a 18 £ 1.01a 18 &+ 1.07a
27Br 178 + 7.31a 159 + 9.18ab 126 + 4.33bc 117 + 2.94c¢ 114 + 3.94c¢ 102 + 4.31c¢
7H 3 £+ 0.50a 6 + 0.81a 3+ 0.26a 2+0.17a 2+0.17a 2+0.21a
n-C27 7 + 0.88a 9 + 1.36a 6 + 0.75a 6 + 0.68a 5+ 0.25a 6+ 0.61a
29Br 62 + 5.11a 62 + 1.81a 52 + 4.49a 56 + 5.25a 47 +1.99a 45 + 4.03a
n-C29 2+ 0.26a 2+ 0.14a 2 + 0.06a 2+ 0.15a 2 + 0.06a 2+0.12a
31Br 9+ 0.77a 8 + 0.62a 9+ 1.23a 9+ 1.26a 7 +0.42a 7 +0.48a
Total CH 2066 + 74.97a 1841 + 48.17b 1531 + 37.22¢ 1255 + 34.08d 1159 + 16.30de 1013 + 47.02e
Desaturated 1364 + 53.57a 1196 + 29.52b 995 + 30.09¢ 808 + 25.71d 739 £ 16.59d 626 + 35.43e
Linear 285 4+ 12.77a 267 + 7.05ab 227 + 7.36abc 199 + 6.35bc 190 + 5.27bc 173 £+ 8.70c
Branched 417 £ 13.71a 378 + 16.63ab 309 + 10.43bc 248 +10.18 cd 230 + 4.18 cd 214 + 10.08d

“ n-C21: n-heneicosane; cVA: (Z)-11-vaccenyl acetate; 7-D: (Z)-7-docosene; n-C22: n-docosane; 23-Br: 2-methyldocosane; 9-T: (Z)-9-tricosene; 7-T: (Z)-7-tricosene; 5-
T: (Z)-5-tricosene; n-C23: n-tricosane; 25-Br: 2-methyltetracosane; 9-P: (Z)-9-pentacosene; 7-P: (Z)-7-pentacosene; 5-P: (Z)-5-pentacosene; n-C25: n-pentacosane; 27-
Br: 2-methylhexacosane; 7-H: (Z)-7-heptacosene; n-C27: n-heptacosane; 29-Br: 2-methyloctacosane; n-C29: n-nonacosane; 31-Br: 2-methyltriacontane.
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Fig. 6. Effect of spiromesifen, administered by ingestion, at different concentration, during pre-imaginal stage of D. melanogaster, on the amount of cuticular hy-
drocarbons (CH) of females (A) and males (B) (mean + SEM; n = 15 replicates; ng/individual; for the same cuticular hydrocarbon group, different letters above bars
indicate significant differences between control and treated series in each sex at p < 0.05).
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Fig. 7. Effect of spiromesifen, administered by
ingestion at different concentration during pre-
imaginal stage of D. melanogaster, on mating fre-
quency (A), copulation latency (B) and copulation
duration (C) (mean with 95% confidence intervals for
mating rate; mean + SEM for mating latency and
mating duration; n = 30 replicates; F: female, M:
male, C: control and 1, 2.5, 5, 7.5, 10 correspond
respectively to 1, 2.5, 5, 7.5 and 10 pg/g). For the
same parameter, different letters above bars indicate
significant differences at p < 0.05 between the
different combinations of couples tested.
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Fig. 8. Effect of spiromesifen, administered by ingestion, at different concentration during pre-imaginal stage of D. melanogaster, on the number of progeny (n = 30
per cross; F: female, M: male, C: control and 1, 2.5, 5, 7.5, 10 correspond respectively to 1, 2.5, 5 7.5 and 10 pg/g). Different letters above bars indicate significant

differences between the different combinations of couples tested at p < 0.05.
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