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Résumé

Le halofenozide (RH-0345), un régulateur de croissance des insectes mimétique de 1’hormone de mue, a été
évalué sur une espece de moustique ayant un intérét vétérinaire, Culiseta longiareolata (Diptera: Culicidag).
Les traitements ont été réaisés en conditions de laboratoire sur des larves nouvellement exuviées des
troisiéme et quatrieme stades avec une durée d’exposition a I’insecticide de 24h conformément aux
recommandations de I’Organisation Mondiale de la Santé relatives aux tests d’efficacité des régulateurs de
croissance des insectes sur les moustiques. L’insecticide est additionné dans 1’eau d’élevage a deux
concentrations finales (12,58 pg/L and 28,58 ug/L). Les résultats montrent que le composé affecte le volume
corporel, le contenu en lipides, glucides et protéines, et les indices caloriques. Ces modifications
morphomeétriques et biochimiques suggérent des effets dépressifs du traitement insecticide sur la fécondité et
le pouvoir pathogeéne de 1’espéce utilisée.

Mots clés : régulateurs de croissance des insectes; halofenozide; toxicologie; biochimie; moustiques;
Culiseta longiareolata.

Abstract

The halofenozide, an insect growth regulator (IGR) belonging to the ecdysteroid agonists class, has been
evaluated on Culiseta longiareolata (Diptera: Culicidag). The insecticidal bioassays were conducted on
newly ecdysed 3" and 4™ instar larvae under laboratory conditions. The insecticide was added to the rearing
water at two final concentrations (12,58 pug/L and 28,58 pg/L). The larvae were exposed to the insecticide for
24h according to instructions of World Health Organization guidelines concerning the insecticidal bioassays
using IGRs against mosguitos. The compound affected the body volume as well as contents on lipids,
carbohydrates and proteins, and the caloric indexes. These morphometric and biochemical modifications
could be indicative of negative effects of this insecticidal treatment on the fecundity and pathogeny of the
species used.

Key words: insect growth regulators; halofenozide; toxicology; biochemistry; mosquitos; Culiseta
longiareolata.

1. INTRODUCTION

Le contrdle des moustiques devient de usage dans Il'environnement [1]. Les
plus en plus difficile en raison de la recherches en agrochimie ont permis de
résistance aux insecticides conventionnels découvrir une nouvelle classe de
et a un moment ou les demandes régulateur de croissance des insectes
publiques réclament la diminution de leur (RCIs), les agonistes de I’hormone de mue
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(ecdystéroides) des 1988 [2]. Ce sont des
dérivés de la benzoylhydrazine qui
miment |'activité biologique de I'hormone
de mue naturelle, la 20-hydroxyecdysone,
en induisant des mues |étales précoces et
incomplétes chez différents ordres de la
classe des insectes [3]. Cesinsecticides de
la troiséme génération de, par leur
spécificité et leur faible toxicité, offrent de
grands avantages pour la préservation de
I'environnement [4] et présentent un
intérét évident dans la lutte intégree.
Précédemment, nous avons testé
I’efficacité et précisé le mode d'action de
représentants de diverses classes de RCls
sur plusieurs organismes Vvisés a intérét
agronomique ou médical [5-12], ou non
ciblés comme les crustacés, les
mollusques bivalves et les poissons [6,
13-15].

Ce travail compléete donc les travaux
antérieurs réalisés dans notre laboratoire
et vise a évauer les différents effets d'un
agoniste de I'hormone de mue le
halofenozide sur Culiseta longiareolata
(Diptera:  Culicidag), espece a intérét
vétérinaire puisqu’elle est un agent
vecteur du paludisme chez les oiseaux
[16]. Des relations métaboliques entre le
volume corporel, les réserves nutritives et
la fécondité ont été rapportées chez les
moustiques [17]. C’est pourquoi, l'activité
de I’insecticide a été examinée au niveau
morphométrique (longueur des alles,
largeur du thorax, volume corpord),
biochimique (dosage des protéines, lipides
et glucides) et caoriqgue (contenu
calorique et contenu calorique spécifique
alataille).

Ces données renseignent sur le
potentiel vecteur de I’espéce via les
réserves énergétiques mobilisables durant
la reproduction (pullulation du moustique)
et le vol (dissémination et transmission du
parasite).

2. MATERIEL ET METHODES
2.1 Technique d’élevage

Un élevage de masse est réaisé en
laboratoire a partir des oeufs de Culiseta
longiareolata récoltés dans la région de
Tébessa ou elle est tres répandue [18].
Apres éclosion, les larves sont élevées
dans des récipients contenant 200 mL
deau déchlorurée et maintenue a une
température de 25°C et une photopériode
de 14h de Ilumiere. La nourriture,
composée d'un mélange de hiscuit (75%)
et de levure séche (25%), est fournie
quotidiennement [5].

2.2 Insecticide et traitement

Le halofenozide (nom de code: RH-
0345) est le nom commun du N- tert-
butyl-N'- 4 chlorobenzoyl)
benzoyldrazide ; sa formule empirique est:
C18H19Cl N2 O, et son poids moléculaire
est de 330,81 g. Il a é&é développé par la
firme Rohm & Haas (Spring House, PA,
USA). Une formulation commercide de
I’halofenozide (MACH: 23 % EC,
émulsion concentrée) a éé utilisée et
diluée dans 1’eau d’¢levage a deux
concentrations findes (12,58 et 28,58
Mg/L) correspondant respectivement aux
CL50 et CL9O [7].

Les larves nouvellement exuviées des
troiséme et quatriéme stades ont été
exposées a I’insecticide pendant 24h selon
les indications de I'Organisation Mondiale
de la Santé relatives aux tests d’efficacité
des régulateurs de croissance des insectes
sur les moustiques [19]. Apres exposition,
les larves traitées sont rincées et placées
dans de I'eau propre. Les larves témoins
sont placées dans les mémes conditions
dans de I’eau non traitée. Les essais ont
été effectués avec 3 répétitions chacune
contenant 25 larves.
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2.3. Etude morphométrique

Le volume corporel des larves et des
pupes des séries, témoins et traitées, a été
déterminé a partir de la valeur cubigue de
la largeur du thorax et celui des adultes
males et femelles calculé a partir de la
valeur cubique de la longueur des ailes
[20]. Le volume corporel a une influence
sur le volume du repas sanguin et le
nombre d'ceufs matures produits [21]

2.4 Analyse biochimique

L'extraction des principaux constituants
(lipides, glucides et protéines) a été
réalisée selon Shibko et al. [22]. Un pool
de 25 larves nouvellement exuviées (&ge <
3 h) de chague stade (larves, pupe et
adultes mées e femelles)y de C.
longiareolata est homogénéisé dans un 1
ml d'acide trichloracétique (20 %). Aprés
une premiere centrifugation (5000 trs/min,
10 min), le surnageant obtenu sert au
dosage des glucides totaux [23], tandis
gue le culot 1 est additionné au mélange
d'éther et de chloroforme (1V/1V). Une
seconde centrifugation donne un autre
surnageant destiné au dosage des lipides
totaux [24], tandis que le culot 2 sera
dissout dans de la soude (0,1 N) et utilisé
pour le dosage des proténes [25]

2.5 Indices caloriques

Deux indices caoriques, le contenu
calorique (C .C) et le contenu calorique
specifiqgue a la taille (C.C.S.T), ont été
déterminés [26]. Pour le C.C, les vaeurs
absolues des différents métabolites sont
converties en calories sachant qu’une
calorie correspond a 0,004 ug de glucides
ou de protéines, et a 0,009 pg de lipides.
Le contenu calorigue spécifique a la taille
est déterminé d'apres laformule (1)

C.C

CCST (Cal/mmd) =
(Larg. thorax)3(Long. aH%)

@)

3

2.6 Analyse Statistique

Les résultats des dosages biochimiques
et des indices caloriques ont fait I'objet
d'une analyse de la variance aun ou deux
criteres de classification a l'aide du
logiciel MINITAB, verson 13.31 (PA
State College, USA).

3. RESULTATS
3.1 Effet sur la morphométrie

Chez les séries témoins et traitées a la
concentration | (CL50), le poids corporel
des individus augmente de facon
significative du stade larvaire 3 au stade 4
puis chute au stade nymphal et au stade
adulte. Cependant, a la concentration Il
(CL90), le poids augmente au cours des
stades immatures (larvaire et nymphal)
puis une diminue au stade adulte. Les
fortes valeurs sont observées chez les
femelles par rapport aux méaes pour les
deux séries (p= 0,000).

La comparaison des séries témoins et
traitées révéle que le mimétique des
ecdystéroides affecte  significativement
(p=0,000) le poids corporel des individus
des différents stades étudiés (fig.1).
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Figure 1. Poids corporel (mg) des
individus témoins et traités de  C.
longiareolata (mts; n= 3 répétitions
contenant chacune 25 individus/stade; les
moyennes d’une méme serie affectées
d’une  méme lettre ne sont pas
significativement différentes).
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De plus, la largeur du thorax et le
volume corporel des sé&ries témoins
augmentent du troiseme stade au
quatriéme stade et diminuent par la suite
au stade nympha (fig.2). Pour le stade
adulte, la longueur des ailes des femelles
témoins et traitées présente des valeurs
significativement (p =0,000) supérieures
a celles observées chez les mées. Enfin,
la longueur des ailes des adultes et le
volume corporel des individus des stades
testés sont affectés par le traitement
puisque la comparaison des moyennes
montre des différences significatives entre
les séries témoins et traitées (p= 0,000 et
0,001 respectivement) (fig.3 et 4). La
largeur du thorax n'est pas affectée par le
traitement (p= 0,985). Par ailleurs, on note
une augmentation significative (p= 0,000)
des paramétre examinés chez la pupe.
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Figure 2. Largeur du thorax (mm) chez
les individus témoins et traités de C.
longiareolata (mzs; n= 3 répétitions
contenant chacune 25 individus/stade; les
moyennes d’une méme serie affectées
d’'une méme lettre ne sont pas
significativement différentes).

3.2 Effet  sur la
biochimique

composition

Chez les séries témoins, le contenu
(ug/individu) en lipides et protéines
augmente significativement du stade

larvaire 3 au stade nymphal passant par le
stade L4 puis diminue au stade adulte
(fig.5). Pour les glucides, le contenu
diminue chez la nymphe et augmente par
la suite chez l'adulte. Pour les séries
traitées, on note une augmentation du
contenu en divers métabolites du
troisiéme stade larvaire au stade nymphal
puis une diminution au stade adulte pour
les glucides et les lipides chez la série
traitée avec la CL90 et une augmentation
pour les protéines et les lipides chez la
série traitée avec la CL50. Les contenus
en proténes et glucides chez les femelles
sont significativement élevés par rapport
aceux des méles sauf les lipides ou cette
différence n'est pas  dggnificative
(p=0,481). La comparaison entre les séries
témoins et traitées montre que le
halofenozide affecte avec une relation
dose-réponse le contenu en protéines
(p=0,000), glucides (p= 0,000) et lipides
(p=0,007).

L'analyse biochimiqgue montre par
ailleurs que les glucides représentent le
constituant relativement le plus abondant
dans le corps des moustiques; ils sont
suivis des lipides et des protéines.

3.3 Effet sur les indices caloriques

Les résultats sont représentés dans les
figures 6 et 7. Chez les séries témoins et
traitées, le contenu calorique des protéines
augmente progressivement durant les
stades L3, L4 et pupe, et diminue par la
suite chez les adultes. Les plus fortes
valeurs sont observées chez les femelles.
La comparaison entre les séries témoin et
traitte montre que [’insecticide réduit
significativement le contenu calorique des
protéines avec un effet concentration. Le
contenu calorique des glucides et des
lipides chez les deux séries augmente au
cours du développement. De plus, le
contenu calorique des glucides et des
lipides des séries témoins est
significativement supérieur a celui des
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Figure 3: Longueur des ailes (mm) chez les adultes méles et femelles de C. longiareolata
(m£s; n= 3 répetitions contenant chacune 25 individus/stade; les moyennes d’une méme
série affectées d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes).
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Figure 4: Volume corporel (mm®) chez les individus témoins et traités de C. longiareolata
(m£s; n= 3 répetitions contenant chacune 25 individus/stade; les moyennes d’une méme
série affectées d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes).
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Figure 5: Contenu en glucides (A), lipides (B) et protéines (C) (ug/individu) chez les individus

témoins et traités de C. longiareolata (mzs;

n= 3 répétitions contenant chacune 25

individus/stade; les moyennes d’une méme série affectées d’une méme lettre ne sont pas

significativement différentes).

seéries traitées et cela, pour les stade L4 et
adulte male et femelle.

Le contenu calorique spécifique a la
taille des glucides, lipides et protéines,
montre des variations au cours des divers
stades post-embryonnaires chez les deux

series (Fig. 7). Cependant, il n’y pas de
différence significative entre les séries
témoins et traitées. Enfin, le contenu
caoriqgue spécifique a la talle des
glucides, lipides et protéines, est
relativement élevé chez les adultes
femelles par rapport aux adultes males.
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Figure 6.: Contenu calorique (en calories) en glucides (A), lipides (B) et protéines (C),
chez les individus témoins et traités de C. longiareolata (m+s; n= 3 répétitions contenant
chacune 25 individus/stade; les moyennes d’une méme série affectées d’une méme lettre ne

sont pas significativement differentes).
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Figure 7.: Contenu calorique spécifique & la taille (C.C.S.T.) (Cal/mm?), des glucides (A),
lipides (B) et protéines (C), chez les individus témoins et traités de C. longioareolata
(m£s; n= 3 répetitions contenant chacune 25 individus/stade; les moyennes d’une méme
série affectées d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes).
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4. DISCUSSION

Le développement des insectes est
caractérisé principalement par des mues et
des métamorphoses qui sont contrélées
par les différents taux de I’hormone de
mue (20E) en présence ou en 1’absence de
I’hormone  juvénile  [27]. Toute
interférence dans I'homéostasie de ces
hormones peut conduire a une
perturbation dans le développement des
insectes cibles [28]. Ceci explique les
différents  désordres  physiologiques
observés chez C. longiareolata apres
traitement des larves L3 et L4 avec
I’halofenozide, un nouvel agoniste des
ecdystéroides, confirmant les travaux
antérieurs. En effet, ce composé provogque
des mues létades précoces chez Culex
pipiens [7] et induit une apolyse
prématurée dans les explants
tégumentaires nymphaux de T. molitor
[12].

Le traitement des individus avec les
concentrations |étales 12,58 ug/L et 28,58
Mg/l provogue une réduction dans le
poids corporel, la largeur du thorax, la
longueur des ailes et le volume corporel,
respectivement. Ces perturbations qui
affectent la morphométrie des moustiques
sont également observées au niveau des
ovaires[29].

L'évolution des contenus  en
métabolites corporels au cours du
dével oppement post-embryonnaire de C.
longiareolata est perturbée par 1’analogue
de I’hormone de mue; Des reésultats
similaires ont été rapportés chez d’autres
especes comme B. germanica [30].

Les glucides en tant qu'ééments
énergétiques, jouent un role essentiel dans
la physiologie des insectes et les taux de
glycogene et de tréhalose dans les tissus et
I'némolymphe sont étroitement liés aux
événements physiologiques comme la
mue et la reproduction [31]. Le traitement
avec l'agoniste des ecdystéroides (RH-

0345), affecte les concentrations des
glucides hémolymphatiques chez C.
longiareolata comme I’administration de
20E chez T. molitor [32] ou de
I’halofenozide chez B. germanica [30].

Les lipides, principale source d'énergie
chez les insectes sont transportés du corps
gras site de leur synthése et stockage vers
les organes utilisateurs notamment les
ovaires via I'némolymphe pour étre utilisé
lors de la vitellogénése [33]. Le RH-0345
réduit également les concentrations des
lipides avec un effet doses au cours de la
maturation sexuelle chez B. germanica
[30].

La réduction des contenus en divers
métabolites apres traitement, peut avoir
plusieurs causes telles que la diminution
de leur synthese ou de leur libération dans
I'némolymphe par le corps gras. Le
contenu calorigue des  principaux
constituants (protéines, glucides et lipides)
augmente au cours de divers stades post-
embryonnaires de C. longiareolata. Ceci
concorde avec les résultats obtenus chez
Culex pipiens pipiens et Cx pipiens
molestus [34], et A aegypti, Cx. pipiens,
A gambiae et A albimanus [35]. Il a été
rapporté que le poids corporel influence le
volume du repas sanguin et la fécondité
chez les femelles d'A aegypti [35]. Chez
la méme espece, les grosses femelles avec
un grand stock énergétique a l'éclosion ont
un potentiel de vol trés grand leur
permettant de contacter plusieurs hotes et
devenir un meilleur vecteur [36]. Une
corrélation positive entre le volume
corporel et les réserves nutritives tels que
le glycogene et les lipides a été observée
[36]. De méme, une corréation positive
entre ce volume et la fécondité a été
décrite chez plusieurs autres especes
[17,36]. Chez A taeniorhynchus la
malnutrition larvaire, provoque une
diminution de la longueur des ailes et des
réserves nutritives réduisant |'autogénéité

[37].
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CONCLUSION

L’étude menée sur C. longiareolata
révele que Dinsecticide testé affecte le
volume corpora et les réserves
énergétiques.  Ceci suggere un effet
dépressif ~de [D’insecticide sur Ia
reproduction qui est un facteur de
pullulation des moustiques. De plus, les
réserves energeétiques mobilisées
essentiellement durant le vol ont une
incidence sur la nuisance de cette espece,
agent vecteur du paludisme chez les
0l SeauXx.
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