Al dgla) Bagall i1 sad) Ay gl
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

alad) Gad) g Alad) anlail) 3 )59
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

A< 1955 9) 20 drala
UNIVERSITE 20 AOUT 1955- SKIKDA

Faculté des Sciences
Département des Sciences de la Nature et de la Vie

Mémoire Présenté en Vue de I’Obtention Du Diplome de Master

Filiére : Sciences Biologiques
Spécialité : Ecotoxicologie Animale
Intitulé :

L’effet d’un monoterpéne, chez un modéele de
référence Drosophila melanogaster (Diptera) :
Toxicité et Développement.

Présenté Par :
» Gargate Zina
» Gherbi Abir
» Grimed Houyam
» Mechehoud Samah

Membre de Jury :
Mme. Labid Asma (MCA) Président Université du 20 Aolt 1955 — Skikda

Mme. Bezzar-Bendjazia Radia (MCA)  Promoteur Université du 20 Aolt 1955 — Skikda

Mme. Naji Safia (MCB) Examinateur Université du 20 Aolt 1955 — Skikda

Année universitaire 2023/2024




Remerciements

Tous ceux qui [ont vécu le savent : le mémoire est un moment particulier de la
vie, une expérience unique qui est a la fois difficile, enrichissante et
passionnante. Nous tenons donc d travers cette espace d remercier tous ceux qui
participé de prés ou de loin de vivre cette expérience qui nous marquera d jamais.
Nous tenons tout d abord a remercier Dieu le tout puissant et miséricordieux, qui
nous a donné la force et la patience d”accomplir ce Modeste travail.

Nous tenons a exprimer nos profondes gratitudes au docteur Bezzar-Bendjazia
Radia pour nous avoir encadrée tout au long de ce travail ainsi que pour nous
avoir prodigué ses nombreux_ conseils. Merci d avoir partagé avec nous vos
connaissances et vos expériences.

Nos vifs remerciements vont également aux membres du jury Or. Labid A
(Président) < Dr. Nadji S(examinatrice) pour ['intérét qu’ils ont porté a notre
recherche en acceptant d examiner notre travail et de [enrichir par leurs

propositions.

A toutes et a tous, Je vous aime 5eaucoup !




Dédicace

Je dédie ce travaille
A mon cher pére Rachide, mon soutien moral et source de joie, celui qui s 'est
toujours sacrifié que Dieu garde Pour nous mon amour
A la femme, qui souffert sans me laisser souffrir, qui n’a jamais dit non a mes
exigences et qui n'a épargné aucun effort pour me rendre heureux : mon adorable
mére Fatiha
A mes fréres Faisal, Youcef, Toufik, Sami et Al
A mes sceurs Samira, Aicha, Widad et Nabila
Sans oublier mon fiancé Raouf, Ces quelques lignes ne sauraient traduire le
profond amour que je te porte
A toute ma famille sans exception, sans oublie mes amies, je vous remercie de
votre patience, vous m'avez aidée toujours pour avancer vous étes tous des
grandes amies si gentilles, merci d'étre toujours prés de moi, amies avec lesquelles
Je sours.
Merci pour vos attentions particuliéres, vos priéres et votre amour

inconditionnel.




Dédicace

En premier lieu nous remercions ALLAH de m'avoir donné la force, le courage et
la patience
Pour que j aie pu_finir ce modeste travail, qui est le fruit des années d'étude.
Je dédie ce travaille
A mon exemple éternel, mon soutien moral et source de joie, celui qui s'est
toujours sacrifié
Pour nous que Dieu garde mon papa Hocine
A la lumiére de mes jours, la source de mes efforts, ma vie et mon bonheur ;
Maman que j'adore Dounia
A mes cheres seeuts et mes fréres Maroua, ZaRaria et Anis, je voudrais vous
exprime d travers ces quelques lignes tout
L’amour et toute [affection que j’ai pour vous. Je vous aime tellement !
A mon cher mari Hassane ces quelques lignes ne sauraient traduire le profond
amour que je vous porte.
Sans oublie mes amies Zina, Imane, saida et maleR Merci pour vos attentions
particulieres, vos priéres et votre amour inconditionnel.

Que Dieu vous accorde santé.




Dédicace

En premier lieu nous remercions ALLAH de m'avoir donné la force, le courage et
la patience afin de pouvoir terminer ce modeste travail, qui est le fruit des années
d'étude.

C’est avec un ceeur plein de joie que je dédie ce modeste travail :

A ceux qui m’ont été une source d'inspiration et de volonté : mon exemple de vie
mes cheéres parentes, mon pére Houcine et ma trop chére mére Noura pour leurs
sacrifices et encouragements durant toute la période de mes études.

A mes deux précieuses sceurs Hadil et Salsabil, mes freres Houssem, Saifeddine et
Mohamed SadiR,

A toute ma famille mes oncles, mes tantes, mes cousins et mes cousines.
Comme je le dédié a mes meilleur amis Rawya, Samar,Chamse, Narimene et
Chaima.

Que Dieu vous accorde santé.




Dédicace

Avec un énorme plaisir et une immense joie que je dédie ce mémoire :

A ma premiére école de la vie, la prunelle de mes yeux ... Ma tendre mére Halima
A celui qui m'a tout donné et me pousse toujours pour avancer et pour atteindre
mes buts, mon cher pére Mouloud
A celles qui ont coloré ma vie par leurs sourires d mes deux sceurs Chaima et
Ikram
A mes chers fréres : Achraf et Mouad
A mes amies et seeurs avec lesquelles j'ai partagé tant de souvenirs et passé mes
plus belles Chams EL Assil, Salma, Rayan, Imane, Sara, Hadjer, Hadil, et
Takwa.

A toute ma famille sans exception Merci pour vos attentions particulieres, vos
priéres et votre amour inconditionnel.

Que Dieu vous accorde santé.




SOMMAIRE

Liste des Tableaux

Liste des figures

RESUMES. . ... e
LINErOAUCTION ..ottt ettt e ettt e et e s eaeee s 1
2. Materiel Et Methodes............cocooiiiiiiiiii et 6
2.1.1 Présentation du matériel bioloOZIQUE ..........ceecueieeiiiiiiiicciie e 6
2.1.2 TAXOMOIMNIE ....eutiieiiieiieeieette et et et e st e e s ate e bt e eat e e beesabeebeesase e seeenseeseeenseasseeenseenneaans 6
2.1.3 Principales caractéristiques de Drosophila melanogaster ................ccceceeeeeveueeieennnn. 7
2.1.4 Cycle DIOIOZIQUE........ceouiiiiriiiiieieeteee ettt ettt et 9
2.1.5 Elevage en 1aDOTAtOIIE ..............cvoveveereeeeeeeeeeeeeeseeseeee e seese s 10
2.2. Présentation de I’insecticide et traitement ..........cceecueveerierienienieeierieeeieseee e 11
2.2.1 Présentation del’INSECtiCIAe ........cceevuiriiriiiiiieieieeie ettt 11
2.2.2 TTATEINCNL ...c..eeuteiieteeie ettt ettt et ettt e e et e bt eatesa e bt e b e este bt enbesate bt enseeneenseensesneens 12
2.2.3 BIOBSSAL. ettt ettt ettt b e et h e e a bt bt et s bt e et e bt enean 12
2.2.4 Effet de bornéol sur le développement ...........ccccvvieiiieriiieiiiieeieeee e 13
2.2.5 ANAlySE StAYISTIQUE ..evvveeeiiieeieiieeeieeeieee ettt e etee e st eesiteeesteeesaeeesaeeesaeesnsneessseeennseeennnes 13
BuRESUIEATS ... et e 14
3.1. Toxicité de Bornéol chez les stades IMmatures..........c.eevueeriieniienieeiiiesie e 14
3.2. Effets de bornéol sur le développement ..........c..cccevieriiiiiriiniinieniieneeeeeeeeceee e 17
Qo DIESCUSSIOM ..ottt ettt ettt e st e bt e et e b sane e neeeeneenaee 22
4.1.Toxicité de bornéol a I’égard de D. melanogaster et effets sur le développement....... 22
5. Conclusion et PerSPECTIVES..........ccceiiiiiiiiiiiieiiie ettt ettt e e e sanee e 26

6. Références bibliographiques ................cooooiiiiiiiiiiii e 27



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1: Toxicité de bornéol (pg/insecte), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster: Mortalité corrigée (%) des stades immatures (m +
SEM, n= 4 répétitions de 20 individus chacune)... .........ccceeveviieiiiieiiieeieeeee e 14
Tableau 2: Effets de bornéol, administré par application topique a différentes doses
(ng/insecte) sur les pourcentages de mortalité et les pourcentages d’émergence de D.
TN@LATIOQASTOT . ...ttt et e et e et e ettt e sabe e bt e e sbe e st e saseenstesaseenstesasaensaesnseennns 15
Tableau 3: Toxicité¢ de bornéol (pg/insecte), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster : Mortalité corrigée (%) des stades immatures...........16
Tableau 4: Toxicité de bornéol (pg/insecte), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster: Détermination des doses létales chez les stades
immatures et leurs intervalles de confiance (95%). ....oooveviieoiieiiieiiiieeeseee e 17
Tableau 5: Effets de bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster sur le pourcentage de pupaison..........ccceeveeeeeeneeennnen. 18
Tableau 6: Effets de bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du
deébut de stade L3 de D. melanogaster sur le pourcentage d’émergence. .........ccccveeevveenneenns 18
Tableau 7: . Effets de bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du

début de stade L3 de D. melanogaster sur la durée de développement (h) de stade larvaire...20

Tableau 8: . Effets de bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du

deébut de stade L3 de D. melanogaster sur la durée de développement (h) des stades pupal,.. 20



LISTE DES FIGURES

Figure 1:Drosophila melanogaster. ...........cccuieiiiiiieiiiiiieiiecie et 6
Figure 2: Dimorphisme sexuel chez D. melanogaster (Belote et Baker, 1982). ..................... 8
Figure 3:Cycle de vie de D.melanogaster. .............c.uuuvuveeecuveeciieeeeiieecieeeieeeieeseeesvee e 10
Figure 4: Elevage au laboratoire de D. melanogaster. .............ccoocoueeevueeeceeeecveescieeeireeennenn 11
Figure 5:. Structure chimique de Bornéol synthétique............ccoccuveviiiiiiiniieiieniecieeieeeee 12
Figure 6: Traitement des larves L3 (photo personnelle).. ...............ccoccoeviieiiieniiinienieeene 12

Figure 7: Toxicité de bornéol (pg/insecte), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster : Mortalité corrigée (%) des stades immatures (m +
SEM, n= 4 répétitions de 15 individus chacune).. .........cccceevviieiieniiiiiieniieeeieeeeeee e 16
Figure 8: Effets de bornéol, administré par application topique aux larves du début de stade
L3 de D. melanogaster : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée
chez les stades immatures en fonction du logarithme de la dose.. ........cccceeviiiiiniiiiinnnen. 17
Figure 9: Effets de bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster sur le pourcentage de pupaison,..........ccceeveeeveenevennnen. 19
Figure 10: Effets du bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster sur le pourcentage de I’émergence ...........cceeeeevenee 19
Figure 11: Effets de bornéol (DLss, DLso), administré par application topique aux larves du début de
stade L3 de D. melanogaster sur la durée de développement (h) des stades larvaires........ .............. 21
Figure 12: Effets de bornéol (DLss, DLso), administré par application topique aux larves du début de
stade L3 de D. melanogaster sur la durée de développement (h) des stades pupal....................... 21

Figure 13: Variation des taux de 20-hydroxyecdysone (20E) et d’hormone juvénile (HJ) durant le

développement de D. MelANOGASIET. .........cccueeeeeeiuveeeeeiieeeeeeeieeeeeeieee e e eeaee e e eeaseeeeeeaaeeeeeaseeeeanns 24



KESUIMES




RESUMES

Résumé

Les effets d’un monoterpéne bicyclique ; le bornéol, administré par application
topique aux larves du début du dernier stade larvaire (L3) ont été évalués sur la toxicité et le
développement chez un insecte modele, D. melanogaster. Différentes doses variées entre 10
et 200 pg ont été utilisées par application topique sur des larves du début du dernier stade
larvaire (L3) et la mortalité cumulée des stades immatures a été utilisée pour la détermination
des différentes doses Iétales. Les DL2s (25,69 ng) et DLso (65,23 pug) obtenus a partir d’une

courbe dose-réponse ont été utilisées pour le reste des expérimentations.

Les résultats révelent que le bornéol induit une réduction significative des
pourcentages de pupaison et d’émergence des adultes de D. melanogaster. L’insecticide induit
¢galement une augmentation de la durée de développement des stades larvaire et pupal, avec

un effet dose dépendent et ce comparativement aux témoins.

Mots clés : Bornéol, D. melanogaster, Toxicité, Développement.
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Abstract

The effects of a bicyclic monoterpene; borneol, were evaluated on the toxicity and
development of a model insect, D. melanogaster. Different doses ranging from 10 to 200 pg
were used by topical application on early last instar larvae (LL3) and the cumulative mortality
of immature stages was used for the determination of different lethal doses.

The LD2s (25.69 pg) and LDso (65.23 ng) obtained from a dose-response curve were
used for the rest of the experiments.

The results show that borneol induces a significant reduction in the percentage of
pupation and emergence of D. melanogaster adults. The insecticide also induces an increase
in the development time of larval and pupal stages, with a dose-dependent effect compared to
controls.

Key words: Monoterpens, borneol, D. melanogaster, Toxicity, Development.
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INTRODUCTION

Les pesticides chimiques représentent a 1’heure actuelle un enjeu économique et
sanitaire majeur vu leur importance dans I’optimisation des productions agricoles et la lutte
contre les maladies vectorielles (Casida & Durkin, 2013). En effet, 1’industrialisation des
cultures, qui a permis a de nombreux pays d’accéder a une autosuffisance alimentaire et qui
a contribué au cours des derni¢res décennies a faire reculer les famines et la malnutrition dans
le monde, s’est essentiellement basée sur une amélioration de la lutte contre les insectes

ravageurs via I'utilisation de pesticides chimiques a large spectre d’action (Ramade, 2011).

De plus, parmi ces pesticides, les insecticides ont également permis de lutter contre les
insectes vecteurs de maladies humaines et vétérinaires (moustiques, blattes, punaises...)
limitant voire éradiquant un certain nombre de maladies parasitaires trés meurtrieres (Saguez
et al., 2007). Cette lutte constitue donc un enjeu majeur de santé public et en 1’absence de
remplagant efficace, 1’utilisation des insecticides reste d’une importance capitale dans la lutte
anti vectorielle sachant que, par exemple, le paludisme a été responsable de la mort de 655

000 personnes dans le monde en 2010 (OMS, rapport 2011).

Le premier pesticide connu fut la poussieére de soufre élémentaire utilisée a Sumeria il
y a environ 4500 ans. Au 19°™ siécle, le pyréthre dérivé des chrysanthémes et la roténone
dérivée des racines des légumes tropicaux ont été introduits (Mehdi et al., 2018). La
découverte en 1939 par Paul Miller, des propriétés insecticides du
dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), un organochloré, a €t¢ un marqueur d’une «
révolution agricole » dépendante de 1’'usage massif des pesticides chimiques. Cependant, la
publication du livre « Printemps silencieux » par la biologiste Américaine Rachel Carson en
1962 dénongant les effets néfastes du DDT sur la biodiversité, mais aussi sur la santé humaine
a conduit dix ans plus tard a son interdiction aux Etats-Unis, puis un peu partout da

ns le monde pour son usage dans les cultures (Mehdi ef al., 2018).

L’industrie chimique et I’essor de 1’agriculture intensive ont permis le développement
d’une deuxieéme génération d’insecticides, représentée par trois grandes familles
organophosphorés, carbamates et pyréthrinoides de syntheése. Ces insecticides a action
neurotoxique agissent tous au niveau du systéme nerveux des insectes, soit en bloquant
I’acétylcholinestérase (organophosphorés et carbamates) soit en perturbant le fonctionnement

des canaux sodium (pyréthrinoides) (Haubruge et al., 1998).

Néanmoins, ces produits sont trés toxiques et leur non spécificité ainsi que leur forte

rémanence peuvent provoquer d’énormes perturbations dans 1’écosysteme (Ishaaya &
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Horowitz, 1998). Aujourd’hui, en plus des effets pervers des pesticides sur I’environnement,
sa biodiversité et la santé humaine, I’utilisation intensive et répétée de ces molécules a conduit
a la multiplication des cas de résistance limitant ainsi leur efficacité (Nauen et al., 2012 ;

Harrop et al., 2014, Sparck & Nauen, 2015).

Ainsi, et suite a la chute de popularité des insecticides chimiques classiques apres
I’intérét grandissant pour la protection de 1’environnement, il est devenu important de

proposer de nouvelles options respectueuses des écosystémes et toutes aussi efficaces.

Le développement de la biotechnologie a permis de mettre au point des composés
alternatifs tels que les biopesticides qui sont des pesticides d’origine naturelle. En effet, les
biopesticides pourraient étre définis de la maniere suivante : « Organismes vivants ou produits
issus de ces organismes ayant la particularit¢ de limiter ou de supprimer les ennemis des
cultures » (Thakore, 2006 ; Deravel ef al., 2014). Ils peuvent étre classés en trois grandes
catégories, selon leur nature : les biopesticides microbiens, les biopesticides végétaux et les

biopesticides animaux (Chandler et al., 2011 ; Leng et al., 2011).

Les biopesticides sont souvent efficaces en faibles quantités et leurs activités peuvent
relever de mécanismes multiples et déclenchent donc rarement des phénoménes de résistance.
Ces molécules sont moins rémanentes que leurs homologues chimiques et possédent une
toxicité plus faible vis-a-vis des especes non ciblées, ce qui supporte une utilisation
compatible dans les programmes de lutte intégrée (Deravel ef al., 2014). En outre, ils peuvent
compléter les pesticides conventionnels une fois utilisés dans les programmes intégrés de la

gestion des parasites (IPM) (Fravel 2005 ; Thakore 2006).

Les méthodes alternatives modernes de lutte contre les insectes nuisibles se
concentrent de plus en plus sur le développement de méthodes « vertes » impliquant
I’utilisation de produits naturels (Maia et Moore, 2011). Parmi ces molécules les
monoterpenes, appartenant a un groupe vaste et diversifié de composés chimiques appelés «
terpenes », représentent un groupe de composés organiques naturels dont la structure de base
est constituée de deux unités isoprene lices, formées chacune par une base a 5 carbones (C 5).
Ce sont les molécules les plus représentatives constituant 90 % des huiles essentielles et
possédent une grande variété de structures (Bakkali et al., 2008), avec plusieurs propriétés
pharmacologiques qui leur sont attribuées, notamment cardiovasculaires, antioxydantes, anti-
inflammatoires et analgésiques (Santos et a/., 2011 ; Guimaraes et al., 2013). De plus sont

souvent occupent une place prépondérante dans la gestion respectueuse de 1’environnement
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des insectes nuisibles sans affecter la sant¢ humaine (Dambolena et al., 2016 ; (Pumnuan et

Insung, 2016).

Les terpenes et les terpénoides ont été largement étudiés comme insecticides depuis de
nombreuses années, toutefois et malgré les différents effets connus, ses mécanismes d’actions
restent incertains et font I’objet de nombreuses investigations (Nesterkina et al., 2018 ; Park et

al., 2005).

Bien qu'il soit clair que les HE ont des effets toxiques contre les insectes nuisibles, leur
mécanisme d'action reste encore flou (Blenau et al, 2011 ; Jankowska et al., 2018).
Généralement, ils sont capables de réduire ou de perturber la croissance des insectes a
plusieurs stades de leur vie (Konstantopoulou et al., 1992). 11 a été démontré que les terpénes
peuvent interagir avec les cytochromes P450, impliqués dans les processus de détoxification
des insecticides (Jensen et al., 2006 ; Liao et al., 2016). Certains monoterpenes, par exemple
le thymol, peuvent induire une dégénérescence neuronale par interaction directe avec les
récepteurs GABA (Priestley et al., 2003) ou via l'inhibition de I'acétylcholinestérase
(Houghton et al., 2006 ; Park et al., 2016).

De plus, les monoterpenes pourraient interagir avec le systéme octopamine/tyramine,
analogue au systéme adrénergique présent chez les vertébrés (Enan, 2001 ; Kostyukovsky et

al.,2002 ; Enan, 2005 a, b ; Price et Berry, 2006 ; Gross et al., 2017 ; Finetti et coll., 2020).

A ce jour, diverses cibles moléculaires ont été découvertes pour les terpénoides,
notamment les canaux chlorure dépendants de l'acide y-aminobutyrique (GABA), les
récepteurs de l'octopamine, les récepteurs de la tyramine, l'acétylcholine estérase, les
récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (nAChR) et les canaux ioniques TRP (Coats et al.,
1991 ; Kostyukovsky et al., 2002 ; Salgado, 2017). D’autre part, les étapes du cycle de vie des
insectes ainsi que les processus physiologiques et comportementaux sont contrdlées par des

neurohormones — les ecdystéroides et les hormones juvéniles.

Les monoterpenes capables de modifier la structure des hormones susmentionnées
ciblant et détruisant le systéme endocrinien des insectes sont considérés comme des «
pesticides de troisiéme génération » (Edwards et Menn, 1981 ; Devillers, 2013 ; Svobodova et
al., 2010). Parmi eux, les juvénoides sesquiterpénoides occupent une place unique en tant
qu'analogues synthétiques des hormones juvéniles (Slama, 1979). Malgré des progres
substantiels, le mode d’action des terpénoides au niveau des chromosomes n’a pas été décrit

et discuté en détail. A cet égard, une attention particuliere est attirée sur le phénomene de
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polyténie consistant en la multiplication du génome nucléaire par endoréduplication (Dyka et

al., 2016).

Le bornéol (C 10 H 18 O), un alcool monoterpénoide bicyclique, 1'un des matériaux
médicaux précieux, des épices aromatiques supérieures et des matériaux chimiques, a été
utilisé dans l'alimentation et é¢galement dans la médecine populaire en Chine et en Inde. Selon
la Pharmacopée chinoise (2005), le bornéol est un ingrédient important parmi environ 63
produits a base de plantes (Chen et al., 2011). Ce composé est considéré comme un GRAS
(généralement considéré comme shr) approuvé par la FDA (US Food and Drug
Administration) comme aro6me alimentaire (Shen et al., 2011). De plus, le bornéol est un
ingrédient de parfum utilisé dans les cosmétiques décoratifs, les parfums fins, les shampoings,
les savons de toilette et autres articles de toilette ainsi que dans les produits non cosmétiques
tels que les nettoyants et détergents ménagers. Son utilisation dans le monde est de 1'ordre de

10 a 100 tonnes métriques par an (Bhatia et al., 2008).

Huiles essentielles de divers ardmes et plantes médicinales comme Salvia spp. (Amer et
Mehlhorn, 2006 ; Conti et al., 2012 ; Dayaram et Khan, 2016), Valeriana officinalis (Gordon
et coll., 2018), Rosmarinus officinalis (Alavez- Rosas et coll., 2022 ; Dayaram et Khan, 2016
; Drapeau et coll., 2009 ; Pratiwi et Purwati, 2021), Plectranthus spp. (Kulkarni et coll., 2013 ;
Lukhoba et coll., 2006), Thymus spp. (Pitarokili et coll.,2011) et Coriandrum sativus (Benelli
et coll., 2013 ; Dayaram et Khan, 2016) contiennent niveaux importants de bornéol qui

présentent des activités répulsives et toxiques contre les insectes (Santos et coll., 2010).

Peu d'informations sont disponibles dans la littérature scientifique concernant le mode
d'action moléculaire sous-jacent a la détection du bornéol par les insectes. Cependant, des
recherches antérieures ont démontré que le bornéol, ainsi que d'autres monoterpénoides,
induisaient une répulsion médiée chez Aedes aegypti (Andreazza et al., 2023 ; Liu et al.,

2021).

Aussi, et afin de préciser I’éfficacit¢ de borneol, nous nous proposons de tester, et
évaluer leur effet, chez un Diptere de référence en biologie qui est Drosophila melanogaster
(Diptera) (Meigen, 1830). D. melanogaster, communément appelée mouche du vinaigre, est
un modele de choix du fait du séquencage de la quasi-totalité de son génome (Alberts ef al.,
1999) et représente 1’organisme mod¢ele le mieux étudié a 1’heure actuelle, en particulier dans

les domaines liés a la toxicité, la résistance ou la génétique (Traqui & Demongot, 2003).



INTRODUCTION

Dans ce sens, ce travail a pour objet de :
- Evaluer la toxicité du borneol, testé par application topique, sur des larves du début
du troisiéme stade larvaire (L3) de D. melanogaster. La détermination des doses
l1étales (DL1o, DL2s, DLso et DLgo) et leurs intervalles de confiance respectifs a été

réalisée a partir de la mortalité cumulée chez les stades immatures.

- Evaluer les effets sublétaux et 1étaux (DLas, DLso) du borneol sur le développement

de I’insecte (durée de développement et pourcentage de pupaison et d’émergence).
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2.1.1 Présentation du matériel biologique

Drosophila melanogaster (Meigen, 1830), est un insecte appartenant a I’ordre des Dipteres
appelée communément « mouche du vinaigre », pour son attirance envers les produits fermentés
(Tracqui et al., 2003). Cette espece sert de systétme modele pour 1’étude de nombreux processus
cellulaires, développementaux et physiologiques (Gerin et al., 2015), en raison de la combinaison
d'un systeme génétique facile a manipuler, d'un cycle de vie court et d'une complexité biologique
comparable a celle d'un mammifére (Athanasiu et al., 2006). C'est un organisme hygrophile, et
holométabole (Colombani et al., 2006), d’origine tropicale, qui a subi une répartition globale
probablement a cause des activités humaines, et dont I’abondance est corrélée au niveau

d’urbanisation des régions (Avondet et a/., 2003 ; Keller, 2007).

Figure 1. D. melanogaster (Sturtevant, 1921).
2.1.2 Taxonomie

Actuellement, le genre Drosophila est considéré comme un groupe paraphylétique. Le genre
entier, cependant, contient plus de 1500 especes, dont l'apparence, le comportement, I'habitat et la
reproduction sont trés divers (Markow, 2005, Perveen, 2018). Cependant, de nombreux membres de
la famille des Drosophilidae sont classés en deux sous-genres, dans lesquels environ 1100 especes
appartiennent a Drosophila subgenera, en outre, environ 330 especes appartiennent a Sophophora

subgenera, y compris Drosophila melanogaster (Perveen, 2018).

Sa position systématique est la suivante :
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Embranchement Arthropoda
Sous-embr. Hexapoda
Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Infra-classe Neoptera
Ordre Diptera
Sous-ordre Brachycera
Infra-ordre Muscomorpha
Famille Drosophilidae
Sous-famille Drosophilinae
Genre Drosophila
Espéce melanogaster (Meigen, 1830).

2.1.3 Principales caractéristiques de Drosophila melanogaster

Comme tous les insectes, le corps de la drosophile se compose de trois parties distinctes : la
téte (région céphalique), la région thoracique et la région abdominale. Ces mouches sont de couleur
brun jaunatre, avec des anneaux transversaux noirs au travers de I'abdomen. Elles ont des yeux

rouge vif et des antennes courtes a extrémité plumeuse (Fig. 2).

Les drosophiles présentent un dimorphisme sexuel (Parvathi et al., 2009) et pour différencier

les males et les femelles, plusieurs caractéres peuvent étre considérés :


https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A8gne_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Animal
https://fr.wikipedia.org/wiki/Embranchement_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Arthropoda
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-embranchement
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hexapoda
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Insecta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-classe_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pterygota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Infra-classe
https://fr.wikipedia.org/wiki/Neoptera
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diptera
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-ordre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Brachycera
https://fr.wikipedia.org/wiki/Infra-ordre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Muscomorpha
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Drosophilidae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-famille_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Drosophilinae
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Taille de I’adulte : ceci est la premicre et la plus fondamentale étape pour distinguer le sexe de
la drosophile. Les mouches males plus petits que les mouches femelles (la femelle est environ 25 %

plus grande que le male) (Fig. 2).

Forme de I’extrémité de I’abdomen : L’extrémité de ’abdomen chez les Femelles est allongée

et un peu plus arrondie chez les males (Fig. 2).

Marques sur 1'abdomen : Les mouches males ont des bandes noirs épaisses qui sont tres
foncés, tandis que les mouches femelles ont avoir des bandes sombres et claires alternées sur la
partie arriere. (Fig. 2).

Nombre des segments abdominaux : Sur les mouches femelles : 8 segments, tandis que chez

les mouches males : 5 segments.

Organes sexuels : Chez le male le pénis trés coloré est situé a I'extrémité de 1’abdomen alors

que la plaque vaginale située au méme endroit chez la femelle n’est pas colorée. (Fig. 2).

Peignes sexuels : Les males ont ce que I’on appelé peignes sexuels, une frange d’environ dix
vaillants poiles noirs sur la face distale de la base de la patte avant. Ces poils sont absents chez les

femelles. (Fig. 2).

(a)

Figure 2. Dimorphisme sexuel chez D. melanogaster (Belote et Baker, 1982).
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2.1.4 Cycle de développement de D.melanogaster

D. melanogaster est caractérisée par une reproduction trés rapide (Griffiths ez al., 2002), se
reproduit toute 1’année, sans interruption. Au laboratoire, a une température de 25 °C, une nouvelle
génération est obtenue tous les 12 jours ; ceci correspond en moyenne a 25 générations par ans
(Griffiths ef al., 2002 ; Tavernier & Lizeaux, 2002). Son développement est indirect, ce qui signifie
qu’elle subit une métamorphose compléte au cours du stade nymphal, de telle maniére que 1’ceuf
¢éclot en une larve qui a une structure assez différente de 1’adulte (Slack, 2004 ; Gilbert, 1996). Le

cycle de vie comprend 4 stades :

(Eufs : La femelle pond de 200 a 300 ceufs (Goudey-Perri¢re & Perriere, 1974), sur la chair des
fruits blessés (McCoy, 1962) allongés et blanchatres (25 a 35 par jour), présentant une forme
semblable a un ballon de rugby (0,5 mm de long environ). Elle est dépourvue de téte, acéphale et
d’appendice locomoteur, apode. Cet asticot respire par de petits orifices, les stigmates, situés a

I’arriere de son corps (Heusser & Dupuy, 2004 ; Wolpert, 2004).

Stade larvaire : Une trentaine d’heures aprés la ponte, les ceufs donnent naissance a une larve
blanchatre appelée aussi « asticot ». Celle-ci se nourrit alors de la pulpe du fruit en creusant des
galeries. Le stade larvaire, qui dure 4 jours environ, comprend 3 stades, L1 (24h), L2 (24h) et L3
(48h). A la fin de ce dernier stade, les larves cessent de s’alimenter, sortent du milieu nutritif et

entame une phase d’errance. A son terme, les larves secreétent une glue et se fixent sur un support
(Fig. 3).

Stade pupal : L’éversion des spiracles antérieurs 120 h apres la ponte, définit le début du stade
prépupal d’une durée de 12h. La dernic¢re cuticule larvaire se tanne rapidement et dévient le
puparium, ou se déroule la métamorphose. La période pupale dure 3 jours et demi environ. A son
terme, toutes les structures larvaires sont détruites et les structures adultes sont élaborées (Quinn et

al., 2012).

Stade adulte : A la fin du stade pupal, la jeune drosophile adulte non encore pigmentée sort de
la pupe et au bout de 8 heures la pigmentation est terminée et les ailes sont gonflées. Les adultes
s’alimentent de fruits murs ou avariés. Les femelles sont matures sexuellement environ 12 heures
apres étre sorties de leur pupe. Elles stockent le sperme des males auxquels elles se sont accouplées
pour pouvoir I'utiliser ultérieurement et commencent a pondre un jour plus tard (Tavernier &

Lizeaux, 2002) (Fig. 3).
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" Femelle ~

Figure 3. Cycle de vie de D.melanogaster (http://zookeepers.livejournal.com/).
2.1.5 Elevage en laboratoire

L’¢levage de drosophiles s’effectue, en laboratoire, depuis le début du vingtiéme siccle,
suite aux travaux pionniers de Sturtevant (1913) qui a établi la premiére cartographie génétique.
Cette espece est utilisée, actuellement, comme modele biologique en génétique, biologie

moléculaire et toxicologie par 80 000 a 100 000 chercheurs (Colombani et al., 2006).

L’¢élevage des drosophiles (souche canton S : souche de référence) en laboratoire est réalisé a
une température de 25°C, une hygrométrie de 70% et une scotophase de 12 h. Les mouches sont
¢levées dans des flacons en plastique bouchés par un tampon de mousse contenant un milieu nutritif

artificiel (Fig. 7) composé de :
= Farine de mais: 333 g
= Levure seche : 33,3g
= Agar-agar:4,8 g
= Antifongique hydroxy-benzoyate de méthyle a 10%

=  Fau distillée : selon nécessité

> [ <
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Le mélange est porté a ébullition pendant 1 a 2 minutes en agitant sans arrét pour ne pas
accrocher au fond de la casserole. Apres refroidissement on ajoute 20 ml d’antifongique. Le substrat
doit étre solide mais pas trop compact afin de faciliter 1’évolution des larves (Fig. 4a) et ensuite il
sera déversé dans des flacons en plastique a une hauteur de 2-3cm, qui seront bouchés par un
tampon de mousse laissant passer l'air (Fig. 4b). Les mouches sont repiquées tous les 3-4 jours afin

d’éviter les problémes de compétition larvaire et fournir une progéniture suffisante (Fig.4c et d).

Figure 4. Elevage au laboratoire de D. melanogaster (photo personnelle

2.2 Présentation de P’insecticide et traitement
2.2.1 Présentation de I’insecticide

Le bornéol est un composé organique terpénique et bicyclique qui peut étre extrait de
plantes ou synthétisé chimiquement. Le bornéol synthétique est un bornéol racémique (un mélange
avec du D-borneol et du L-borneol comme composants principaux) préparé par synthése chimique
de térébenthine et de camphre (Comité chinois de la pharmacopée, 2020) avec un poids moléculaire
de 154,25 g/mol. Sa formule chimique est C;1oH;g0. Le borneol correspond a un solide blanc avec

une odeur parfumé.
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Figure 5. Structure chimique de Bornéol synthétique.
2.2.2 Traitement des insectes

Le bornéol a été dissous dans 1’acétone et administré par application topique (1pul), sur des
larves du début du troisiéme stade larvaire (L3) de D. melanogaster. Dans le but de synchronisé
I’¢levage et d’obtenir des larves de méme age, des adultes males et femelles, 4gés de 4 a 5 jours,
sont prélevés dans 1’¢élevage de masse puis mis a pondre dans un tube contenant du milieu frais
pendant 4 h. Les adultes sont alors retirés et les tubes sont maintenus dans les conditions standards
(voir section élevage au laboratoire) pendant 4 jours (Fougeron, 2011). Les larves ainsi obtenues

seront alors au début du dernier stade larvaire (L3).

Figure 6. Traitement des larves L3 (photo personnelle).

2.2.3 Bioessai

Apres un screening préalable, ’insecticide a été testé a différentes doses (10 ; 25 ; 50 ; 100 ;
et 200 pg/larve). Cinq répétitions de 20 insectes chacune ont été réalisées pour chaque dose. Une

série témoin est conduite en parallele et les individus recoivent 1 pl de solvant (acétone).

La mortalité a été enregistrée quotidiennement jusqu'a I’émergence des adultes et évaluée a

partir de la mortalité cumulée des stades immatures (larves mortes, pupes mortes, mues bloquées et

> [ <
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incompletes). La mortalité observée des stades immatures a été corrigée selon la formule d’Abbott
(1925) afin d’¢éliminer la mortalité naturelle. Les pourcentages de mortalités corrigées subissent une
transformation angulaire selon les tables de Bliss (1938) in Fisher & Yates (1957). Les données
ainsi normalisées font I’objet d’une analyse de la variance a un critére de classification et un
classement des doses par le test HSD de Tukey. Enfin, la régression non linéaire exprimant le
pourcentage de la mortalité corrigée en fonction du logarithme de la dose a permis d’estimer les

doses létales (DL1o, DL2s, DLso et DLoo) ainsi que leurs intervalles de confiance (95 % IC).
2.2.4 Effet de bornéol sur le développement
2.4.1. Pourcentage de pupaison et d’émergence

Les effets de borneol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du début
du dernier stade larvaire (L3), ont été évalués sur le pourcentage de pupaison et d’émergence des
adultes par un comptage direct des pupes et des adultes obtenus. Cing répétions de 20 insectes

chacune ont été utilisés pour chaque série.
2.4.2. Durée du développement

La durée de développement des stades larvaire et pupal a été évaluée sur des séries témoins
et traitées (DL2s et DLso). Les larves et les pupes ont été observées a intervalle de 4 h jusqu'a la

pupaison ou I’émergence des adultes. 40 répétitions ont été utilisées pour chaque série.
2.2.5 Analyse statistique

Les moyennes + SEM sont calculées pour chaque groupe d’expérience. L’¢galit¢ des
variances a été confirmée grace aux tests de Bartlett et de Brown-Forsythe avant I’utilisation de

’analyse de la variance.

Une régression non linéaire utilisant une courbe dose réponse sigmoidale exprimant le
pourcentage des mortalités enregistrées en fonction des logarithmes des doses a permis d’estimer

les différentes doses 1étales (Sadeghi ef al., 2009).

L’analyse de la variance (un et deux critéres de classification) suivie du test HSD (Honest
Significative Difference) de Tukey est utilis€ée pour traiter les résultats concernant, les pourcentages
de pupaison et d’émergence et la durée de developpement. Tous les calculs ont été effectués a 1’aide
du logiciel GraphPad Prism version 6.1 pour Windows (GraphPad software, La Jolla California,
USA,www.Graphpad.com.



http://www.graphpad.com/
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3.1. Toxicité de Bornéol chez les stades immatures

Le bornéol a été testé par application topique sur les larves L3 du début de stade a des doses
variant de 10 a 200 pg/larve. Les mortalités enregistrées au cours des tests de toxicité varient de
14,83 + 0,32% a la dose la plus faible (0,1 pg) a 85,30 + 2,80% a la dose la plus forte (2 pg)
(Tableau 1). La mortalité naturelle enregistrée chez les séries témoins est de 5 + 1,87%. Les
résultats montrent une mortalit¢ plus importante du stade pupale traduisant une plus grande

sensibilité de ce stade a I’action de bornéol (Tableau 2).

L’analyse de la variance a un critére de classification effectuée aprés transformation
angulaire des pourcentages de mortalité révele une différence hautement significative (p < 0,001)
(Tableau 3) entre les doses utilisées. Le classement des doses par le test HSD de Tukey révele

I’existence de 5 groupes (Fig. 11).

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme
de la dose appliquée (Fig. 12) a permis I’estimation des valeurs des différentes doses 1étales (DL)

ainsi que leurs intervalles de confiance et le Hill Slope (Tableau 4).

Tableau 1 : Toxicité de bornéol (pg/insecte), administré par application topique aux larves du début
de stade L3 de D. melanogaster : Mortalité corrigée (%) des stades immatures (m + SEM, n= 4

répétitions de 20 individus chacune).

Dose (ug/insecte) 10 25 50 100 200 ‘
R1 10,52 21,05 36,84 52,63 73,68
R2 15,78 31,57 42,10 57,89 78,94
R3 5,26 21,05 36,84 63,15 84,21
R4 10,52 26,03 47,36 57,89 89,47
R5 15,78 26,31 42,10 68,42 84,21
m = SEM 11,57£1,96 25,26£1,96  41,05£1,96 60,00+2,68  82,10+2,68

TABLEAU 2 : Effets de bornéol, administré par application topique a différentes doses
(ng/insecte) sur les pourcentages de mortalité et les pourcentages d’émergence de D. melanogaster.

(*) Le pourcentage d’adultes morts représente les mues bloquées et incomplétes.
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% de la mortalité
Doses % de la % de la mortalité/ stade de % Emergence
mortalité développement
totale

Larves 5%

Témoins 5% pupes 0% 95%
adultes 0%
Larves 10%

10 pg/pl 20% pupes 10% 80%
adultes 0%
Larves 15%

25 pg/ul 30% pupes 10% 70%
adultes 5%
Larves 45%

50 pg/nl 50% pupes 5% 50%
adultes 0%
Larves 55%

100 pg/pl 65% pupes 5% 35%
adultes 5%
Larves 70%

200 pg/pl 85% pupes 10% 15%
adultes 5%

TABLEAU 3. Toxicité de bornéol (pg/insecte), administré par application topique aux larves du

début de stade L3 de D. melanogaster : Mortalité corrigée (%) des stades immatures (m = SEM, n=

5 répétitions de 20 individus chacune) : Analyse de la variance a un critére de classification aprés

transformation angulaire des mortalités enregistrées (%).
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Source de

variation

Erreur résiduelle 520 20 26,03
Total 16116 24

*H* différence hautement significative (p < 0,001). SCE: somme des carrés des écarts; ddl: degré

de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Figure 7. Toxicité de bornéol (ng/insecte), administré par application topique aux larves du début
de stade L3 de D. melanogaster : Mortalité corrigée (%) des stades immatures (m = SEM, n=4
répétitions de 15 individus chacune). Les lettres représentent le classement des doses selon le test

HSD de Tukey.
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Figure 8. Effets de bornéol, administré par application topique aux larves du début de stade L3 de
D. melanogaster : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée chez les

stades immatures en fonction du logarithme de la dose. R?>= 99%.

TABLEAU 4. Toxicité de bornéol (pg/insecte), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster : Détermination des doses 1étales chez les stades immatures

et leurs intervalles de confiance (95%).

Valeur (pg) Intervalle de Erreur standard
confiance
DLi1o 10,11 [06,62 — 15,44]
DLas 25,69 [19,98 —33,01]
DLso 65,23 [55,33 —76,89]
DLoo 420,7 [270,4 — 654,6]
Hill slope 1,17 [0,92 — 1,43] 0,17

3.2. Effets de bornéol sur le développement
3.2.1. Effets de bornéol sur le pourcentage de pupaison et d’émergence

L’effet de bornéol (DL2s, DLso) administré par application topique chez les larves du début
de stade L3 de D. melanogaster réduit significativement le pourcentage de pupaison et d’émergence
(Fig. 13 et 14). Une diminution dans le pourcentage de pupaison est également enregistrée au deux

doses testées (p < 0,001) et ce avec un effet dose-réponse (p < 0,001) (Tableau 5). Les valeurs

17
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moyennes enregistrées sont de 95 + 1,58% pour les témoins, 81 + 1,87% pour la DLos, et 61 +
1,87% pour la DLso (Fig. 13).

Le bornéol (DLas et DLso) réduit également le pourcentage d’émergence des adultes de D.
melanogaster comparativement aux témoins (p < 0,001) et ce avec un effet dose-réponse (p <
0,001) (Tableau 6). Les valeurs moyennes sont de 95 + 1,57% pour les témoins, 59 + 1,87% pour la
DLos, et 49 + 2,23% pour la DLso (Fig. 14).

TABLEAU 5. Effets de bornéol (DL»s, DLso), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster sur le pourcentage de pupaison, (m £ SEM, n= n= 5

répétitions de 20 individus chacune). Analyse de la variance a un critere de classification.

Source de

variation

Traitement 2920 2 1460 92.21 0,007 #**
Erreur résiduelle 190.0 12 15,83

Total 3110 14

**% différence hautement significative (p < 0,001). SCE : somme des carrés des écarts ; ddl :

degreé de liberté ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de signification.

TABLEAU 6. Effets de bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster sur le pourcentage d’émergence, (m = SEM, n= n= 5

répétitions de 20 individus chacune). Analyse de la variance a un critére de classification.

Source de

variation

Traitement 6653 2 3327 181.5 0,007 #**
Erreur résiduelle 220 12 18.33

Total 6873 14

*®% différence hautement significative (p < 0,001). SCE: somme des carrés des écarts; ddl: degré

de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Figure 9. Effets de bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du début de
stade L3 de D. melanogaster sur le pourcentage de pupaison, (m = SEM, n=5 répétitions de 20
individus chacune). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement

différentes (p > 0,05).
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Figure 10. Effets du bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du début
de stade L3 de D. melanogaster sur le pourcentage de I’émergence, (m = SEM, n=5 répétitions de
20 individus chacune). Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement

différentes (p > 0,05).
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3.2.2. Effets de bornéol sur la durée de développement

Le bornéol (DL2s, DLso) administré par application topique chez les larves du début de stade
L3 de D. melanogaster augmente significativement la durée de développement des stades larvaire et
pupal (Fig. 16 et 17). En effet la durée de développement du stade L3 varie avec une relation dose-
réponse (p < 0,001) (Tableau 7), les valeurs moyennes enregistrées sont de 55,25 + 1,01 h pour la
DLss et 64,65 £ 1,70 h pour la DLso contre des valeurs témoins de 43,25 + 0,73 h. Le bornéol induit
donc un prolongement du stade larvaire d’environ 12 h pour la DL»s et 21 h pour la DLso (Fig. 16).

Une augmentation de la durée du stade pupal est également enregistrée au deux doses testées
(p <0,001) et ce avec un effet dose-réponse (p = 0,01) (Tableau 8). Les valeurs moyennes sont de
151,6 = 0,58 h pour les témoins, 161,5 = 1,20 h pour la DL»s, et 169,4 £+ 1,46 h pour la DLso (Fig.
17).

TABLEAU 7. Effets de bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster sur la durée de développement (h) de stade larvaire, (m +

SEM, n= 40). Analyse de la variance a un critére de classification.

Source de variation SCE Ddl CM P
Traitement 9204 2 4602 76,94 0,001 #**
Erreur résiduelle 6998 117 59,81
Total 16202 119

**% différence hautement significative (p < 0,001). SCE : somme des carrés des écarts ; ddl :

degré deliberté ; CM: carré moyen ; Fobs : F observé; p: niveau de signification.

TABLEAU 8. Effets de bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster sur la durée de développement (h) des stades pupal, (m +

SEM, n=30). Analyse de la variance a un criteére de classification.

Source de variation SCE Ddl CM Fobs P
Traitement 6398 2 3199 60,55 0,001 %**
Erreur résiduelle 6181 117 52,83
Total 12579 119

**% différence hautement significative (p < 0,001). SCE : somme des carrés des écarts ; ddl :

degré de liberté ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de signification.
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Figure 11. Effets de bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du début
de stade L3 de D. melanogaster sur la durée de développement (h) des stades larvaires, (m = SEM,

n=40). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p >0,05).
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Figure 12. Effets de bornéol (DL2s, DLso), administré par application topique aux larves du début
de stade L3 de D. melanogaster sur la durée de développement (h) des stades pupal, (m = SEM, n=

40). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05).
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4.1. Toxicité de bornéol a I’égard de D. melanogaster et effets sur le développement

Les monoterpénoides font partie des composés bioactifs les plus importants dans la recherche
sur les huiles essentielles. Concernant le développement de nouveaux insecticides, ils ont été
signalés comme efficaces contre une grande variété d'especes d'importance médicale, vétérinaire et
agricole, soulignant leur efficacité en tant qu'ovicides, larvicides et méme adulticides [21, 22, 23,
26, 27], sont souvent considérés parmi les bio-insecticides les plus importants dans la gestion
respectueuse de I’environnement des insectes nuisibles sans affecter la sant¢ humaine (Dambolena
et al., 2016). La présente étude a mis en €vidence 1’effet toxique ou I’efficacité insecticide d’un
monoterpéne bicyclique le bornéol sur un modéle de référence D. melanogaster. A notre
connaissance, peu de données ont été rapportées sur cette molécule comme insecticide contre les

dipteres.

Dans la présente ¢tude, le bornéol a été testée par application topique sur les larves L3 du
début de stade de D. melanogaster. Les résultats montrent une augmentation des pourcentages de
mortalité des stades immatures avec une relation dose-réponse. La transition larve-pupe est affectée
par le traitement et le stade pupal semble étre le stade le plus sensible conduisant a une inhibition de

la mue adulte.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Nesterkina ef al. (2023), qui révelent une mortalité
plus importante, aux terpénoides monocycliques, du stade larvaire et stade pupale chez D.
melanogaster. Des résultats similaires ont été rapportés par Youssefi et al. (2019) chez les
moustiques Cx. pipiens, traités au carvacrol et thymol, avec des taux de mortalité plus ¢élevés chez

les larves du quatrieme stade.

En effet, la réduction des pourcentages de pupaison et d’émergence sous I’effet de
monoterpenes a été rapportée chez différents insectes tels que 4. aegypti (Carvalho et al., 2003) ;
Ochlerotatus caspius (Knio et al., 2008) ; Anopheles stephensi (Pandey et al., 2009); Culex
quinquefasciatus et Culex tritaeniorhynchus (Govindarajan et al., 2016) affectant ainsi leur cycle

vie.

Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que les monoterpénes induit des altérations
morphogénétiques de I’insecte conduisant a une inhibition de I’émergence des adultes. En effet,
chez les insectes holométaboles, le stade pupal subit un remodelage drastique des tissus et des

organes et représente donc une phase critique pour la formation des adultes (Urefia et al., 2014).

Les processus de croissance et de développement chez les insectes sont  rythmés par

différentes mues. Les mues de croissance permettant a la larve d’augmenter sa taille et des mues de
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métamorphose induisant de nombreux changements morphologiques aboutissant a 1’imago. Ces
différentes étapes sont régulées par deux hormones principales qui agissent en coordination :
I’ecdysone, hormone stéroidienne de mue (active sous forme de 20-hydroxyecdysone, 20E) et

I’hormone juvénile (HJ) (Dhadialla et al., 1998).

Chez les insectes, la biosyntheése et la sécrétion des ecdystéroides sont assurées par les
glandes prothoraciques, au cours des stades post-embryonnaires, sous I’effet d’une neurohormone
prothoracicotrope (PPTH) (Gdde & Hoffmann, 2005). L’ecdysone, libéré dans 1’hémolymphe, est
rapidement converti en 20-hydroxyecdysone (20E) dans les différents organes périphériques
(Marchal et al., 2010). La 20E contréle 1I’embryogéneése mais aussi le développement post-
embryonnaire en initiant les différentes mues, et ce en agissant sur ’expression de génes
spécifiques via sa liaison aux récepteurs nucléaires des ecdystéroides (EcR) (Kozlova & Thummel,
2003). Chez la Drosophile, des pics de sécrétion de la 20 E sont observés aprés 12 h du début de
I’embryogénese, avant chaque mue larvaire, avant le passage au stade pupal et durant la phase

terminale de la différentiation des structures adultes.

La PPTH est exprimée au cours du troisiéme stade larvaire de maniére cyclique toutes les 8
h; avec un pic important environ 12 h avant la fin du 3°™ stade larvaire qui déclenche la formation
du puparium et le début de la phase prépupal. Douze heures plus tard, un pic d’hormone plus
modeste met fin au stade prépupal et déclenche la pupaison. Le stade pupal se caractérise par le pic

d’hormone le plus important, corrélé au développement des structures adultes (Quinn et al., 2012).

Les corps allates (corpora allatum) sont a 1’origine de la biosynthése de 1’hormone juvénile
(HJ) dont la sécrétion est régulée par des neuropeptides activateurs, allatotropines ou inhibiteurs,
allatostatines (Bellés & Maestro, 2005). L’HJ libérée dans I’hémolymphe est transportée vers les
tissus cibles grace a des protéines vectrices (JH-binding proteins) qui la protégent contre les actions
des hydrolases (Cassier et al., 1997). L’hormone juvénile joue un rdle important dans le
développement ou elle maintient les caracteres larvaires et inhibe la métamorphose (Cassier et al.,
1997). Chez la drosophile, les taux d’HJ sont élevés au cours des premiers stades de
développement, décroissent au dernier stade larvaire pour atteindre des quantités infimes lors du
stade pupal; les taux d’HJ enregistrent un pic a 1’émergence adulte nécessaire au démarrage de la

vitellogenese (Koslova & Thummel, 2000; Dubrovsky, 2005) .

Selon le dogme classique de I’endocrinologie des insectes, 1’équilibre entre ces deux
hormones définit la transition de chaque phase du développement (Dubrovsky, 2005). En effet, les
différentes mues sont initiées par la 20E ; tandis que la nature de la mue est déterminée par les taux
d’HJ: des taux élevés d’HJ sont nécessaires au cours des mues larvaires; la métamorphose a lieu aux

taux bas d’HJ observés en fin de dernier stade larvaire (Dubrovsky, 2005). Il est donc admis que
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toute interférence dans 1’homéostasie de ces deux hormones, avec des sources exogenes
d’hormones ou avec des agonistes ou antagonistes, peut conduire a une perturbation du

développement de I’insecte (Dhadialla ez al., 2005 ; 2010 ; Smagghe ef al., 2012).

Nos résultats révelent que le bornéol (DLas et DLso), prolonge également la durée de
développement des stades larvaire (L3) et pupal, comparativement aux témoins, provoquant ainsi un
retard considérable dans les transitions larve-pupe et pupe-adulte. Le prolongement de la durée des
stades larvaire et pupal a ét¢ également rapporté chez Culex pipiens traité aux terpenoides (Youssefi
et al. 2019). Un retard dans la formation du puparium a été rapporté par Nesterkina et al. (2023)
apres traitement des larves du troisiéme stade de D. melanogaster a la carvone et du thymol. Pour
certains terpénes, un mécanisme d'action particulier est souligné, consistant en l'inhibition des
hormones juvéniles qui coordonnent les métamorphoses larve-pupe et pupe-adulte (Kayukawa et
al., 2017). Ce retard serait corrélé a une modification de I’expression des genes contrdlant la
régulation hormonale (Lai et al., 2014) ce qui pourrait expliquer les différentes perturbations du

développement observées au cours de nos expérimentations.
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du développement

FIGURE 13. Variation des taux de 20-hydroxyecdysone (20E) et d’hormone juvénile (HJ) durant
le développement de D. melanogaster. 20E : ligne pleine, JH : ligne en pointillé (D’apres

Dubrovsky, 2005).

Les différents effets observés apres traitement des larves L3 de D. melanogaster avec le
bornéol peuvent étre attribués a son effet perturbateur de croissance des insectes (IGDs) via une
perturbation de 1’équilibre hormonal (20E, HJ). En effet, ce composé est connu pour induire une

dégénérescence des noyaux cellulaires dans les différentes glandes endocrines (glandes
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prothoraciques, copora allatum et corpora cardiacum), responsables du controle des processus de
mues et de métamorphoses chez les insectes, ce qui pourrait contribuer a une généralisation de la
perturbation des fonctions neuroendocrines (Mordue et al., 2010). De plus, différentes études ont
rapporté une inhibition de la synthése des ecdysteroides sous 1’effet des monoterpénes (Min-Li &
Shin-Foon, 1987 ; Feder et al, 1988). Cette inhibition de la synthése et de la libération des
ecdystéroides par les glandes prothoraciques peut étre le résultat d’une action spécifique de

l'azadirachtine sur la libération de 'hormone prothoracicotrope (PTTH) (Mordue et al., 2005).

Les monoterpénes peuvent également affecter directement la production de 1’enzyme
responsable de la conversion de I'ecdysone (E) en 20E au niveau du corps gras et de l'intestin

moyen (Kayukawa et al., 2017).

En effet, ce sont les modifications des taux d’ecdystéroides hémolymphatiques sous 1’effet
des monoterpenes qui contribuent en large partie a son effet IGDs. La réduction des taux d’HJ,
probablement liée a une altération de la sécrétion des neuropeptides (allatostatine et allatotropine)
responsables de la synthése et de la libération de I’HJ, a également été rapportée (Kayukawa et al.,
2017). De plus, la synthése de pigment est ¢galement influencée par 1’HJ, les ecdystéroides et
différentes neurohormones (Raabe, 1989). L’action antimitotique de monoterpénes peut également
affecter la formation de nouveaux organes adultes au cours de la métamorphose de D. melanogaster
(Anuradha et al., 2007). Ceci, pourrait expliquer certaines aberrations morphologiques notées au

cours de nos résultats tels que la malformation des ailes.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nos expérimentations ont €t¢é menées chez les larves du début du troisieme stade larvaire
(L3) de D. melanogaster en vue d’évaluer les effets de bornéol, monoterpene bicyclique, administré

par application topique, sur le développement de I’insecte.

Les bioessais réalisés révelent une toxicité de bornéol ; les doses sublétales et 1étales (DL2s =
25,69 ; DLso =65,23 ng/larve), ont été estimées a partir de la courbe dose-réponse et sont utilisées

pour le reste des expérimentations.

Le bornéol entraine perturbe le développement de I’insecte, L’insecticide réduit le
pourcentage de pupaison et d’émergence, en plus il augmente la durée de développement des stades

larvaire et pupal pour les deux doses testées.

L’exposition précoce (L3) au bornéol perturbe le développement chez D. melanogaster,
cette perturbation peut s’expliquer par I’effet antagoniste des monoterpénes sur la 20
hydroxecdysone et 1’hormone juvénile. Nous avons pu montrer qu'une expérience sensorielle
précoce avec le bornéol peu influencer certains traits de vie majeurs comme : la morphologie et la

survie des adultes

Ces résultats suggerent que le bornéol pourrait donc étre utilisé dans le contrdle des insectes

nuisibles, et ce dans le cadre des programmes de lutte intégrée.
A D’avenir il serait intéressant de compléter le présent travail par :

= Analyse de la survie des adultes de la premiere génération (F1).
= Evaluation de la fécondité des adultes de la premiére génération (F1).

= Suivi du développement sur un milieu contenant de le bornéol.
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