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Résume :

La résistance des insectes aux bioinsecticides constitue un défi important pouvant
limiter leur efficacité dans la lutte contre les ravageurs. L’utilisation répétée de ces produits
peut favoriser la sélection de populations résistantes et réduire leur capacité a contrbler
efficacement les insectes nuisibles. Dans le but d’évaluer le développement de la résistance de
Drosophila melanogaster induite par 1’exposition aux bioinsecticides, notamment au spinosad
et a ’extrait aqueux de Peganum harmala, et d’étudier ses conséquences sur la sensibilité et
les réponses comportementales de ’insecte, nous avons évalué les effets toxiques et différés
de ces traitements et suivi I’évolution de la résistance chez D. melanogaster.

Les résultats montrent que les traitements testés présentent une activité insecticide sur
D. melanogaster, se traduisant par une augmentation de la mortalité avec ’augmentation des
concentrations. Les traitements ont presenté une efficacité insecticide importante, avec une
mortalité atteignant 100 % pour le spinosad et 91,67 % pour I’extrait aqueux de P. harmala
apres 15 jours d’exposition.

Les effets sublétaux du spinosad et de I’extrait aqueux de P. harmala perturbent les
comportements reproducteur et alimentaire de D. melanogaster, se traduisant par une
diminution de ’activité sexuelle, du taux et de la durée d’accouplement et du nombre d’ceufs
pondus, ainsi qu’une altération de 1’olfaction et du choix du milieu alimentaire.

Les essais de toxicité, répétés sur douze générations, ont revelé une évolution
progressive de la résistance de D. melanogaster aux produits testés. Une diminution
progressive de la mortalit¢ a été observée au fil des générations, jusqu’a I’absence de
mortalité a la 12¢ génération pour le spinosad et a la 10¢ génération pour 1’extrait aqueux de P.
harmala. Cette diminution de la mortalité traduit une réduction progressive de la sensibilité de
D. melanogaster aux traitements au cours des genérations.

Au cours de douze générations successives, 1’évolution de la résistance de D.
melanogaster s’est accompagnée d’une récupération progressive de ses capacités sexuelles et
reproductives. Cette évolution s’est traduite par une diminution du temps de déclenchement
des séquences de parade sexuelle, une augmentation du taux et de la durée d’accouplement,
ainsi qu’une hausse significative du nombre d’ceufs pondus. Ces changements deviennent
particulierement marqués au cours des derniéres générations.

Mots clés : Résistance, Drosophila melanogaster, bioinsecticides, Peganum harmala,

spinosad, toxicité, effets sublétaux, comportements.



Abstract:

Insect resistance to bioinsecticides represents an important challenge that may limit
their effectiveness in pest control. Repeated use of these products may promote the selection
of resistant populations and reduce their ability to effectively control harmful insect
populations. To assess the development of resistance in Drosophila melanogaster induced by
exposure to bioinsecticides, particularly spinosad and the aqueous extract of Peganum
harmala, and to investigate its consequences on insect sensitivity and behavioral responses,
we evaluated the toxic and delayed effects of these treatments and monitored the evolution of
resistance in D. melanogaster.

The results showed that the tested treatments exhibited insecticidal activity against D.
melanogaster, as indicated by an increase in mortality with increasing concentrations. The
treatments showed high insecticidal efficacy, with mortality reaching 100 % for spinosad and
91.67 % for the aqueous extract of P. harmala after 15 days of exposure.

The sublethal effects of spinosad and the aqueous extract of P. harmala disrupted the
reproductive and feeding behaviors of D. melanogaster, resulting in a reduction in sexual
activity and duration mating rate, and the number of eggs laid, as well as alterations in
olfaction and food-source choice.

Toxicity assays repeated over twelve generations revealed a progressive evolution of
resistance in D. melanogaster to the tested products. A progressive decrease in mortality was
observed across generations, reaching complete absence of mortality by the 12th generation
for spinosad and by the 10th generation for the aqueous extract of P. harmala. These results
indicate a progressive increase in tolerance and the development of resistance in D.
melanogaster.

Over twelve successive generations, the evolution of resistance in D. melanogaster
was accompanied by a progressive recovery of its sexual and reproductive capacities. This
evolution was characterized by a reduction in the time required to initiate courtship
sequences, an increase in mating rate and mating duration, as well as a significant increase in
the number of eggs laid. These changes became particularly marked during the later
generations.

Keywords: Resistance, Drosophila melanogaster, bioinsecticides, Peganum harmala,

spinosad, toxicity, sublethal effects, behavior.
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1. Introduction :

Les insectes nuisibles représentent une menace majeure pour la santé humaine, le
bien-étre animal et la productivité agricole. Ils provoquent d’importantes pertes économiques
en endommageant les cultures, en réduisant la qualité et le rendement des productions
agricoles, et en transmettant de nombreux agents pathogénes responsables de maladies chez
I’homme, les animaux et les plantes (Reckhaus, 2019).

La lutte contre les insectes nuisibles repose aujourd’hui sur une approche intégrée
combinant différentes méthodes de contrdle, notamment les méthodes culturales, physiques,
biologiques et chimiques (Baker et al., 2020 ; Sharma, 2023 ; Civolani et al., 2025). Parmi
ces stratégies, la lutte chimique demeure la méthode la plus largement utilisée en raison de sa
rapidité¢ d’action, de son efficacité et de sa capacité a controler un large spectre d’especes
nuisibles (Siddiqui et al., 2023).

Cependant, I’utilisation intensive et parfois inappropriée des insecticides chimiques en
agriculture et dans d’autres secteurs entraine d’importantes préoccupations environnementales
et sanitaires. En raison de leur persistance dans I’environnement et de leur potentiel
d’accumulation dans les organismes vivants, ces substances peuvent contaminer les
écosysteémes, altérer la qualité de ’air, de ’eau et des sols, affecter les organismes non ciblés
et présenter des risques pour la biodiversité, la santé humaine et la sécurité alimentaire (Zhou
et al., 2025). Malgré les impacts environnementaux et sanitaires préoccupants associés a leur
utilisation, les insecticides chimiques restent largement employés en raison de leur efficacité
dans le contrble des populations d’insectes et des ravageurs (Araujo et al., 2023). Bien que
ces composés offrent une forte efficacité a court terme, leur efficacité durable est de plus en
plus compromise par I’émergence et la dissémination de résistances aux insecticides (Nauen
et al., 2019 ; Sparks et Nauen, 2015).

Face a ces limites, les recherches se sont progressivement orientées vers le
développement de solutions de lutte plus respectueuses de I’environnement. L’objectif est de
concevoir des insecticides présentant une dégradation rapide aprés application, une faible
toxicité pour les organismes non ciblés et les mammiferes, une bonne sélectivité envers les
ravageurs et un impact environnemental réduit, tout en restant compatibles avec une
agriculture durable (Hermawan et al., 1997 ; Miresmailli et Isman, 2014).

Dans ce contexte, les bioinsecticides apparaissent comme des alternatives
prometteuses aux insecticides conventionnels. Issus de sources naturelles, notamment

végétales et microbiennes, ils présentent généralement une bonne efficacité contre plusieurs
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insectes ravageurs tout en réduisant les effets négatifs sur I’environnement et les organismes
non ciblés (Ahmed et al., 2021).

Parmi les plantes présentant un potentiel insecticide, P. harmala constitue une source
intéressante de molécules bioactives aux propriétés insecticides (Wink, 1988 ; Hartmann,
1991 ; Kartal et al., 2003). Le spinosad, bioinsecticide d’origine microbienne issu de la
fermentation bactérienne, agit par contact et par ingestion et appartient au groupe 5 de 'TRAC
(Begum et Islam, 2022 ; Niger, 2017). Ces deux bioinsecticides présentent ainsi un intérét
dans la lutte contre les insectes ravageurs.

Cependant, comme les insecticides conventionnels, les bioinsecticides peuvent
¢galement exercer une pression de sélection sur les populations d’insectes lorsqu’ils sont
utilisés de maniére répétée. Cette pression peut favoriser la survie et la reproduction des
individus moins sensibles aux traitements et conduire progressivement a I’évolution de
résistances. Des cas de résistance ont notamment été rapportés chez certains ravageurs
exposés a des bioinsecticides (Siegwart et al., 2015 ; Bilbo et al., 2023 ; Afzal et al., 2024 ;
Sparks et al., 2025). Toutefois, les connaissances sur ces résistances restent limitees,
soulignant I’'importance de leur étude pour une utilisation durable des bioinsecticides. L’étude
de la résistance aux insecticides permet de mieux comprendre les mécanismes évolutifs et
leurs implications économiques (Wojciechowska et al., 2016).

La résistance aux insecticides constitue aujourd’hui une contrainte majeure pour la
protection des cultures et la lutte contre les insectes nuisibles. Elle peut entrainer une
diminution progressive de I’efficacité des traitements, rendant le contréle des populations de
ravageurs plus difficile et necessitant parfois le recours a des stratégies de lutte
supplémentaires, avec une augmentation des colts associés aux programmes de protection
(Smith et al., 2026). Plus de 600 especes d’insectes ont ainsi développé une résistance a une
ou plusieurs molécules insecticides, compromettant les programmes de lutte agricole et de
santé publique (Khudhair et al., 2025). Ce phénoméne, observé depuis plus d’un siccle, a été
décrit pour la premiére fois en 1914 chez la cochenille Quadraspidiotus perniciosus, devenue
résistante a la bouillie nantaise (Melander, 1914).

Depuis les premiers cas de résistance associés aux insecticides organochlorés,
notamment au DDT a la fin des années 1940 (Brown, 1956), ce phénoméne s’est étendu a la
majorité des familles d’insecticides utilisées en agriculture et en santé publique, notamment
les organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoides, les néonicotinoides et les

régulateurs de croissance (Moyes et al., 2017).
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Cette évolution met en évidence le réle de la pression de sélection exercée par les
insecticides dans I’augmentation de la résistance au sein des populations. L utilisation répétée
des insecticides favorise la survie et la reproduction des individus présentant une plus grande
tolérance aux traitements, entrainant ainsi une augmentation progressive de la fréquence des
caractéres associés a la résistance au fil des genérations (Abbas et al., 2025).

Le développement de la résistance est un phénomene complexe, influencé par
I’interaction de nombreux facteurs génétiques, physiologiques, comportementaux et
écologiques (Al Naggar et al., 2025). Il est notamment influencé par le mode d’action des
insecticides et la fréquence des expositions (Belinato et Martins, 2016).

La vitesse d’apparition et d’augmentation de la résistance dépend également de
certaines caractéristiques biologiques des insectes, telles qu’une courte durée de génération,
une forte fécondité, une capacité élevée de dispersion et une importante variabilité génétique,
qui peuvent favoriser 1’évolution de la résistance au sein des populations (Liu, 2015 ; Zhu et
al., 2016). Ces changements peuvent toutefois étre associés a des colts biologiques
susceptibles d’affecter certains traits essentiels chez les individus tolérants, notamment leur
développement, leur reproduction et leur aptitude biologique. Ainsi, I’adaptation a une
exposition répétée aux insecticides peut s’accompagner de modifications de certains traits
biologiques et comportementaux, pouvant influencer la survie et la reproduction des
populations exposees (Gul et al., 2023).

Par ailleurs, 1’évaluation de I’efficacité des insecticides repose généralement sur des
essais toxicologiques mesurant principalement la mortalité des organismes exposes.
Cependant, les concentrations sublétales, qui n’entrainent pas directement la mort des
individus, peuvent provoquer des modifications importantes de la physiologie, du
développement, du comportement et de la reproduction des insectes (Lalouette et al., 2016).
Ces effets, qui peuvent apparaitre aprés une exposition prolongée, sont susceptibles d’altérer
les performances biologiques des populations exposées et fournissent des informations
complémentaires sur I’impact réel des insecticides au-dela de leur seule action létale
(Denecke et al., 2015).

Dans ce contexte, D. melanogaster constitue un modeéle biologique particulierement
pertinent pour 1’étude de la toxicité, des effets sublétaux et des mécanismes de résistance aux
insecticides. Largement utilisée en écotoxicologie, cette espéce permet d’étudier les réponses
physiologiques, comportementales et moléculaires des insectes exposés aux COMpPOSEs
chimiques en raison de ses nombreuses similarités génétiques et physiologiques avec d’autres

insectes (Huang et Lee, 2023). Elle est également largement utilisée dans 1’étude des
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comportements reproducteurs en raison de sa courte durée de géneération, de sa forte fecondité
et de ses comportements de parade sexuelle bien caractérisés (Liu et al., 2008).

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’évolution de la résistance de D. melanogaster
a ’extrait aqueux de P. harmala et au spinosad au cours de douze générations d’exposition.

Tout d’abord, nous avons évalué la toxicité de ces deux bioinsecticides chez les larves
de deuxiéme stade de D. melanogaster, afin de déterminer leur toxicité initiale.

Ensuite, nous avons étudié les effets sublétaux des bioinsecticides sur différents
paramétres comportementaux de D. melanogaster, notamment le comportement sexuel, le
comportement d’oviposition et le comportement alimentaire.

Nous avons par la suite évalué 1’évolution de la toxicité de I’extrait aqueux de P.
harmala et du spinosad au cours des douze générations d’exposition.

Nous avons également étudié 1’évolution des effets sublétaux induits par une
exposition répétée aux deux bioinsecticides au cours des douze genérations, a travers le suivi

du comportement sexuel et du comportement d’oviposition.
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2. Matériel et méthodes :
2.1. Drosophila melanogaster :

D. melanogaster est I'un des organismes modéles les plus largement utilisés dans de
nombreuses disciplines scientifiques. Son faible codt, son temps de génération court et la
disponibilité d’outils génétiques performants en ont fait un modeéle indispensable en recherche
fondamentale (Tolwinski, 2017). Elle a été introduite comme organisme modele par Thomas
Hunt Morgan au début du vingtieme siecle (Morgan, 1910). Elle a joué un réle fondamental
dans les avancées majeures de la génétique moderne, ainsi que dans de nombreux domaines
tels que la biologie cellulaire, la neurobiologie et I’évolution. Aujourd’hui, elle demeure
largement utilisée pour 1’étude des mécanismes biologiques fondamentaux, des
comportements et des interactions entre les organismes et leur environnement (Hales et al.,
2015).

La Drosophile est un insecte Diptere Brachycére largement répandu dans le monde.
Dans la nature, elle est souvent associée a la décomposition des fruits et légumes mars,
contribuant indirectement a la pourriture grise par le transport de champignons (Joly, 2006).
Elle se nourrit principalement de fruits et légumes en décomposition, ainsi que de végétaux,
de champignons, et de liquides fermentés et sucreés, ce qui explique sa forte abondance sur les
substrats en maturation ou en fermentation dans son habitat naturel (Reaume et Sokolowski,
2006).

Originaire d’Afrique subsaharienne, D. melanogaster a progressivement colonisé de
nombreuses régions du monde (Lachaise et al., 1988). Sa grande plasticité écologique lui a
permis de s’adapter a divers climats et environnements, y compris ceux fortement perturbés
par les activités humaines (Mansourian et al., 2018). Cette expansion mondiale illustre son
succes en tant qu’espece opportuniste et généraliste, capable de prospérer dans des habitats

naturels comme dans des environnements anthropisés (Arguello et al., 2019).

Figure 1: Drosophila melanogaster (photo originale)



Matériel et méthodes

2.1.1. Classification systématique (Meigen, 1869) :

Régne : Animalia
Embranchement:  Arthropoda
Classe : Insecta
Sous-classe : Pterygota
Infra-classe : Neoptera
Ordre : Diptera
Sous-ordre : Brachycera
Infra-ordre : Muscomorpha
Famille : Drosophilidae
Sous-famille : Drosophilinae
Genre: Drosophila
Espéce : Drosophila melanogaster

2.1.2. Caractéristiques morphologiques de D. melanogaster :

D. melanogaster est un insecte Diptére holométabole, hygrophile et lucicole,
caractériseé par une coloration jaune brunatre. Elle mesure généralement entre 3 et 4 mm de
long, et présente un poids moyen d’environ 0,5 mg (Wixon et O'Kane, 2000). Elle présente
le plan d’organisation général des insectes, avec un corps divisé en trois parties bien
distinctes : la téte, le thorax et ’abdomen (Fig. 2). Le thorax porte une seule paire d’ailes
fonctionnelles, caractéristique des Diptéres, ainsi que trois paires de pattes adaptées a la
locomotion et a I’exploration du milieu (Markow et O’Grady, 2006 ; Headrick et al., 2009).
La téte de D. melanogaster est généralement globuleuse et porte deux grands yeux composés
rouges, constitués d’environ 800 ommatidies, ainsi que trois ocelles situés au-dessus de la
téte. Elle posséde également des organes sensoriels, des pieces buccales de type lécheur et une
paire d’antennes courtes a extrémité plumeuse (Ferris, 1950 ; Bryant, 1978).

Le thorax est formé de trois segments fusionnés (prothorax, mésothorax et métathorax), dont
le mésothorax est le plus développé et renferme la musculature des ailes. Il porte trois paires
de pattes articulées ainsi qu’une paire d’ailes fonctionnelles corps (Markow et O’Grady,
2006).

L’abdomen présente une organisation segmentée dont la surface dorsolatérale, fortement
chitinisée, est constituée de plaques appelées tergites, tandis que la face ventrale est formée de
sternites. Cette organisation assure a la fois la protection des organes internes et une certaine
flexibilité du corps (Markow et O’Grady, 2006).
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Figure 2 : Morphologie externe D. melanogaster

La drosophile présente un dimorphisme sexuel bien marque, permettant de distinguer
facilement les méles des femelles a 1’état adulte. Les males sont généralement légérement plus
petits que les femelles et se caractérisent par un abdomen plus court, dont I’extrémité est
foncée, arrondie et fortement pigmentée. En revanche, les femelles possedent un abdomen
plus long, plus clair et se terminant par une extrémité pointue, adaptée a la ponte (Parvathi et
al., 2009). Le male se distingue également par la présence de peignes sexuels situés sur les
pattes antérieures. Ces structures correspondent a une rangée de soies épaisses et noires
localisées sur le premier article du tarse, et jouent un réle important dans le comportement

reproducteur, notamment lors des interactions pre-copulatoires (Merkey et al., 2011).

2.1.3. Cycle de vie :

Le cycle de développement de D. melanogaster est holométabole et comprend quatre
stades : embryon, larve, pupe et adulte. 1l est caractérisé par une métamorphose, au cours de
laquelle se succedent des phases distinctes jusqu’au stade adulte. La durée du développement

dépend de la température et est d’environ 12 jours a 25 °C (Markow et al., 2009).

e Le stade embryonnaire :

Le stade embryonnaire chez D. melanogaster dure environ 24 heures. L’ceuf,
d’environ 0,5 mm de longueur, est recouvert d’un chorion opaque présentant un motif
hexagonal et posséde deux filaments qui I’empéchent de s’enfoncer dans des substrats
alimentaires mous (Fig. 3). La fécondation s’effectue par le micropyle, ou un seul

spermatozoide fusionne avec 1’ovule. Le zygote formé entre en segmentation et initie les



Matériel et méthodes

premiéres divisions embryonnaires. Apres la fecondation, la femelle pond plusieurs centaines
d’ceufs allongés et blanchatres (Sonnenblick, 1940; Hartenstein et Campos-Ortega, 1985).

Figure 3 : (Eufs (Photo originale)

e Stades larvaires :

Apreés I’éclosion, la larve de D. melanogaster traverse trois stades larvaires séparés par
deux mues successives (Fig. 4). Le troisieme stade peut atteindre environ 4,5 mm de
longueur. La larve est constituée de 12 segments : trois segments céphaliques, trois
thoraciques et huit abdominaux, recouverts par une cuticule souple protégeant un épiderme
interne. Sa transparence permet I’observation directe de ses organes internes, notamment le
corps gras, I’intestin, les tubes de Malpighi et les gonades. La larve posséde également des
muscles segmentaires, un vaisseau sanguin dorsal, ainsi que plusieurs disques imaginaux qui
se différencieront pour former les structures adultes (Baylies et Bate, 1996). Ce stade est
caractérisé par une forte activité locomotrice, une alimentation continue et une croissance
rapide et intense (Church et Robertson, 1966).

-

Figure 4 : Différents stades larvaires de D. melanogaster (Photo originale)
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e Stade pupal :

Les larves déploient leurs spiracles antérieurs, sécrétent une substance gluante et se
fixent sur un support. L’organisme entre alors dans le stade pré-pupal, d’une durée d’environ
12 heures, marqué par de profondes remaniements morphologiques et physiologiques. La
majorité des tissus larvaires est lysée ou fortement remodelée (Dubrovsky, 2005 ;
Panagopoulos, 2012). La derniere cuticule larvaire se transforme rapidement en puparium,
enveloppe externe au sein de laquelle se déroule la métamorphose. Celui-ci perd sa
segmentation larvaire et reste blanc pendant quelques minutes avant de durcir puis de noircir,
atteignant une pigmentation compléte environ 3,5 heures plus tard (Fig. 5). Le stade pupal
débute avec la formation de la prépupe, dépourvue de téte, d’ailes et de pattes externes,
toujours protégée par le puparium. A ce stade, certains organes larvaires sont détruits tandis
que les structures adultes se développent a partir des disques imaginaux (Chan et al., 2000).

B N

. 4

Figure 5 : Stade pupal de D. melanogaster (Photo originale)

e Stade adulte :

Une fois la métamorphose achevée, les mouches adultes émergent de la pupe, fragiles
et de couleur claire. Leurs ailes ne sont pas encore complétement déployéees et doivent se
rigidifier a D’air avant de devenir fonctionnelles. En quelques heures, elles foncent et
acquiérent I’aspect normal de la mouche adulte (Fig. 5) (Bainbride et Bownes, 1981).

Aprés 1’émergence, les individus subissent une phase de maturation durant laquelle ils
deviennent progressivement aptes a la reproduction. La copulation débute généralement entre
3 et 4 jours aprés ’émergence (Mack et al., 2006). Les femelles peuvent étre fécondées apres
I’émergence et commencent généralement a pondre entre 24 et 48 heures apres
I’accouplement (Redfield, 1966). Elles possedent la capacité de stocker le sperme dans des
organes spécialisés de leur appareil reproducteur, ce qui leur permet d’assurer une fécondation

différée des ceufs (Qazi et al., 2003).
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Figure 6 : D. melanogaster adultes (Photo originale)

Adulte

Eufs

Pupe
Larves stade L1

\ Larves stade L1 Larves stade L2 /

T,

Figure 7 : Schéma du cycle de vie de D. melanogaster (Schéma original)
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2.1.4. Perception gustative chez D. melanogaster:

La gustation chez la mouche du fruit joue un réle essentiel dans le choix alimentaire et
la détection des substances nutritives ou toxiques. D. melanogaster consomme principalement
des glucides comme source d’énergie et évite les composés amers ou potentiellement toxiques
(Ebbs et Amrein, 2007). La perception des stimuli gustatifs est assurée par des récepteurs
spécialisés appelés sensilles gustatives. Chez les larves, ces récepteurs sont principalement
localisés au niveau de la téte et des régions pharyngiennes (Liman et al., 2014), chez les
adultes, ils sont répartis sur les pieéces buccales, les tarses des pattes ainsi qu’autour de
I’ovipositeur chez la femelle. Les ailes de D. melanogaster posseédent également des sensilles
gustatives (Raad et al., 2016).

2.1.5. Perception olfactive chez D. melanogaster:

La drosophile détecte les odeurs grace a un organe sensoriel olfactif situé dans
I'antenne (Laissue et Vosshall, 2008). Les appendices olfactifs sont recouverts de sensilles
qui protégent les neurones sensoriels olfactifs chargés de détecter les odeurs. Une antenne
compte environ 410 sensilles olfactives (Farhadian et al., 2012). Ce processus débute par la
liaison de molécules odorantes volatiles aleurs récepteurs spécifiques appelé
récepteurs olfactifs exprimés sur les neurones sensoriels olfactifs. Chez les larves, le systeme
olfactif est localisé principalement a la région de la téte, la partie de la téte des larves contient
deux organe dorsal exprimant 21 les neurones sensoriels olfactifs dans chacune (Heimbec et
al., 1999 ; Bose et al., 2015). Par contre, les mouches des fruits adultes détectent les odeurs a
travers une paire d’antennes et de machoires palpes. Ces appendices sont placés sur la région
de la téte, enveloppés de nombreux poils sensoriels appelés sensille. Les sensilles possédent
des neurones sensoriels olfactifs qui sont spécialisés dans la détection des odorants. Chaque
antenne a environ 410 sensilles olfactives avec presque 1300 neurones sensoriels olfactifs,
alors que le nombre de sensilles olfactifs est jusqu’a 60 dans chaque palpe maxillaire avec

environ 120 neurones sensoriels olfactifs (Shanbhag et al., 1999 ; Semaniuk, 2015).

2.1.6. Parade sexuelle chez D. melanogaster :

Chez D. melanogaster, le sucés de la copulation des male dépend d’un rituel de parade
pré-accouplement qui consiste en une séquence d’élément comportementaux stéréotypés
requiert de nombreux signaux sensoriels comprenant  (Greenspan et  Feveur, 2000,
Sokolowski, 2001).
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Lorsqu’un male rencontre une partenaire potentielle, il s’oriente face a elle (Fig. 8) et
touche son abdomen avec I’'une de ses pattes avant pour percevoir son identité phéromonale.
Si la femelle lui convient, il la suit pendant qu’elle se déplace tout en faisant vibrer ses ailes,
produisant ainsi un signal acoustique (Bennet-Clark et Ewing, 1970 ; Von Schilcher, 1976).
Il va également faire trembler son abdomen, créant des vibrations qui vont étre transmises a la
femelle via le substrat. Si la femelle est réceptive, le male leche ses genitalia avec son
probocis et tente une copulation en recourbant son abdomen pour accoler son appareil génital
a celui de la femelle (Fabre et al., 2012).

La femelle de D. melanogaster utilise des comportements d’acceptation ou de
rejet du male lors de la parade sexuelle (Sturtevant, 1915; Connoly et Cook, 1973), Si la
femelle est trop jeune ou qu’elle s’est déja accouplée, elle rejettera le male et la copulation
n’aura pas lieu. Mais si elle est mature, elle ralentira, ouvrira ses plaques vaginales et
permettra la copulation (Spieth, 1952; Lasbleiz et al., 2006). Une fois accouplée, la femelle
pratiquera principalement I'extrusion de l'ovipositeur pour bloquer la copulation (Lasbleiz et
al., 2006; Wang, et al., 2020; Mezzera et al., 2020). Pendant la parade, les femelles peuvent
adopter des comportements tels que se recroqueviller, battre des ailes, expulser l'ovipositeur,
se défendre, décamper et donner des coups de pied (Spieth, 1952 ; Connolly et Cook, 1973 ;
Tompkins et al., 1982 ; Villella et Hall, 2008).

Pendant ’interaction sexuelle chez D. melanogaster, les deux partenaires échangent
des signaux appartenant a plusieurs modalités sensorielles : visuelle, auditive, olfactive et/ou
tactile. La vision donne au male des informations directionnelles sur la position de I’autre
mouche. L’olfaction et la gustation lui permettent de vérifier I’appartenance spécifique du
partenaire (Villella et Hall, 2008). L’investissement reproductif de la femelle étant plus élevé
que celui du male, elle doit optimiser le choix de son partenaire afin d’assurer une
descendance de bonne qualité. Pour cela, elle s’appuie principalement sur deS Signaux
olfactifs et auditifs afin d’évaluer la qualité du male (Kohlmeier et al., 2021).

Chaque signal sensoriel transféré entre les partenaires d’accouplement joue un role
important mais non déterminant dans le succés de la reproduction. Il est probable que ces
signaux agissent ensemble, de maniére complémentaire, pour faconner le comportement de la
femelle et du male, car la perturbation d’une seule modalité sensorielle n’empéche pas la
parade nuptiale ni la copulation, bien qu’elle puisse en diminuer le niveau (Villella et Hall,

2008 ; Dickson, 2008).
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Figure 8 : Représentation schématique des principales étapes de la parade sexuelle chez
D. melanogaster. Source : (Spieth, 1974)

2.1.7. Elevage de masse:

La souche sauvage de D. melanogaster est utilisée pour 1’étude de I'impact des
bioincecticides sur la toxicité et certains parametres de comportement.

Les mouches ont été obtenues a partir des pommes murs de la région d’Annaba en
Algérie. Les pomme ont été découpées en petits morceaux et placées dans des boites en
plastiques pour facilité le processus de fermentation. Des que les fruits se décomposent, on
remarque de petits asticots qui se déplacent sur le milieu, ils représentent des larves du
premier stade. Ces derniers sont immédiatement déplacés sur d'autres milieux préparés au
laboratoire composée de 33,33 g semoule de mais, 33,3 g levure de bicre, 7g d’agar- agar , de
l'eau distillée selon nécessité et d’antifongique (25 ml de méthyl-hydroxy-4-benzoate a 10%
dans 1’éthanol 70%). Les cultures ont ¢été établies au laboratoire d’écologie des
environnements marins et cotiers (EMMAL), Faculté des sciences, Université Badji Mokhtar
d’Annaba (Algérie), et maintenues dans des flacons en verre de 250 mL fermé avec un
tampon de mousse contenant des milieux alimentaires en conditions favorable contrdlées
(température : 25°C ; hygrométrie : 70% ; scotophase : 12 h.). Cette culture est utilisée
comme culture controle (Elbah et al., 2016 ; Kihel et al., 2022).
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Figure 9 : Flacons d’élevage (Photo originale)

2.2. Peganum harmala :

P. harmala (Zygophyllaceae) est une plante large répandue a 1’échelle mondiale. En
Algérie, elle pousse spontanément dans les régions semi-arides et prédésertiques, ou elle est
bien adaptée aux conditions climatiques contraignantes (Ghillace et al., 2025). Elle est
largement utilisée en médecine traditionnelle, ou ses différentes parties, en particulier les
graines, sont employées pour traiter diverses affections. Ses propriétés thérapeutiques sont
principalement attribuées a la présence d’alcaloides de type béta-carbolines, notamment
I’harmine et I’harmaline, qui constituent ses principaux composés actifs (Moloudizargari et
al., 2013).

Le nom du P. Harmala serait derivé de celui de la ville de Hermel, au Liban,
suggerant une origine géographigue ou une association historique avec cette région. Cette
plante est connue sous le nom d'« Espand » en Iran, d'« Harmel » en Afrique du Nord et de «
rue turque » aux Etats-Unis (Herraiz et al., 2010). En Algérie, cette espéce est connue sous le
nom vernaculaire de « Harmel sahari », largement utilisé dans les contextes traditionnels
(Hammiche et Merad, 1997).
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2.2.1. Position systematique de P. harmala (Ozenda, 1991) :
Régne : Plantae
Embranchement : Spermatophytes

Sous embranchement :  Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Rosidae

Ordre : Sapindales

Famille : Zygophyllaceae
Genre : Peganum

Espéce : Peganum harmala L

2.2.2. Description de P. harmala :

P. harmala est une plante vivace appartenant a la famille des angiospermes. Elle
atteint généralement une hauteur comprise entre 40 et 70 cm, avec un diamétre pouvant aller
jusqu’a 1 m. La plante se caractérise par une croissance rapide de ses tiges, pouvant former un
buisson composé de 60 a 80 rameaux. Les tiges sont souples et présentent une coloration
verdatre a bleuatre.Les feuilles sont fines, composeées et disposées de maniére alternée le long
des tiges. De forme ovale, elles peuvent atteindre environ 10 cm de longueur et ne présentent
pas de stipules. Le systeme racinaire est fibreux, de couleur brun foncé, et s’enfonce
profondément dans le sol, ce qui permet a la plante de s’adapter aux environnements arides
(Quézel et Santa, 1963).

La floraison survient généralement entre mars et mai. Les fleurs, de grande taille et de
couleur blanche, peuvent atteindre jusqu’a 4 cm de diameétre. Le fruit, qui arrive a maturité en
juin, est une capsule globuleuse contenant de nombreuses graines brunatres, communément

appelées graines d’encens. (Akramova, 2024).
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Figure 10: Différentes parties de la plante P. harmala. Source : (healthyhomegardening.com)
2.2.3. Répartition géographique :

e Distribution :

P. harmala est originaire des zones arides et semi-arides des déserts d’Afrique du
Nord (Tunisie, Algérie, Libye, Egypte) et d’Asie, d’ou elle s’est progressivement étendue vers
plusieurs régions du monde, notamment le sud-ouest des Etats-Unis et le nord du Mexique,
ainsi que d’autres zones arides d’Asie centrale et du Moyen-Orient, ou elle est largement
répandue et fortement adaptée aux conditions de sécheresse (Abbott et al.,, 2007
Mahmoudian et al., 2002). En Algérie, P. harmala est une espéce caractéristique des régions
arides et semi-arides. Elle se développe principalement dans les terrains sableux, les lits
d’oueds et d’autres milieux favorables, ou sa répartition est influencée par les caractéristiques

physico-chimiques du sol (Ababou et al., 2013).
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e Habitat et exigence écologiques:

P. harmala est largement distribué dans les régions arides et semi-arides, ainsi que
dans les terrains salés et les paturages désertiques. Sa répartition est étroitement liée aux sols
sableux, aux lits d’oueds et aux milieux anthropisés tels que les agglomérations ainsi qu’aux
champs incultes secs, aux décombres et aux steppes terreuses (Maire, 1933).

Elle exige des lieux ouverts, ensoleillés, des endroits secs et sols pierreux, il résiste
trés bien aux sécheresses. Il se développe lorsque le taux de nitrate dans le sol est important

celui qui se trouve, surtout, au niveau des stationnements d’animaux (Aimé, 1988).

2.2.4. Usage thérapeutique:

Les différentes parties de P. harmala sont largement utilisées en medecine
traditionnelle pour le traitement de diverses affections humaines, notamment en raison de
leurs propriétes antispasmodiques et antipyrétiques (Chopra et al., 1956). Cette plante est
également associée a plusieurs activités pharmacologiques importantes, incluant des effets
antimicrobiens,  antibactériens, anti-inflammatoires, antidiabétiques, anticancéreux,
hypothermiques et hallucinogenes (Abdel-Fattah et al., 1995 ; Abdel Aziz et al., 2011 ;
Abbas et al., 2021 ; Wang et al., 2022 ; Akdogan et al., 2025 ; Khazaei et al., 2025 ;
Muddather et al., 2025). Elle est également utilisée dans le traitement de nombreuses
affections telles que la fiévre, le paludisme, les maladies cardiovasculaires, la maladie de
Parkinson, la maladie d’Alzheimer, Darthrite et les douleurs (Abdel-Fattah et al., 1995 ;
Berrougui et al., 2006 ; Astulla et al., 2008 ; Farouk et al., 2008 ; Moloudizargari et al.,
2017 ; Rasul etal., 2022).

2.2.5. Toxicité de la plante :

L'utilisation excessive de fortes doses d'extrait de P. harmala peut entrainer une
toxicité hépatique, rénale et neuropathique grave (Gokkaya et al., 2023). Les effets observés
incluent notamment des troubles visuels, une hypersensibilité aux sons, une sensation de
vertige ainsi que des bourdonnements d’oreilles (Mohammadi et al., 2016). Elle a également
été associée a des hallucinations visuelles et auditives, une ataxie locomotrice, des nausées,
des vomissements, de la confusion et de I’agitation (Frison et al., 2008), ainsi qu’a des
troubles de la conscience, une contraction utérine et une oligurie (Berdai et al., 2014).

La toxicité est lice a la présence de différents alcaloides B-carbolines, notamment
I’harmine, I’harmaline et la tétrahydroharmine, présents dans les différentes parties de la

plante. Ces composés peuvent agir sur le systéme nerveux central en modulant le métabolisme
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des neurotransmetteurs et en interagissant avec certains récepteurs, ce qui explique les effets

neurologiques et physiologiques observés (Frison et al., 2008).

2.2.6. Aspects phytochimiques :

Les composants phytochimiques de P. harmala mettent en évidence une grande
richesse en métabolites secondaires biologiquement actifs. Les analyses phytochimiques
révelent la présence de plusieurs groupes de composés chimiques, notamment les flavonoides,
les alcaloides, les saponines, les tanins, les glycosides, les terpénoides ainsi que les stéroides
(Ghillace et al., 2025). Cette diversité chimique explique 1’intérét pharmacologique important
accordé a cette plante aussi bien dans la médecine traditionnelle (Liu et al., 2022).

Les principaux composeés actifs de la plante sont des alcaloides de type béta-carboline,
notamment 1’harmane (CizHioN2), I’harmaline (CizHisN20), DI’harmine (CisHi2N20) et
I’harmalol (Ci2H12N20) (Fig.11) (Faskhutdinov et al., 2000 ; Lamchouri et al., 2000). La
teneur en alcaloides s'éléve brusquement en éte, durant la phase de marissement du fruit, au
moment de la récolte de la graine. L'harmaline est un méthoxy harmalol et une
dihydroharmine, elle constitue les 2/3 des alcaloides totaux de la graine (Tahrouch et al.,
2002).

La compositions des alcaloides dans les graines et les racine est plus riche , suivi par
les feuilles et les tiges, la présence de ces composants et d’autre métabolites secondaire
pourrais expliquer I’effet toxique de la plante sur les animaux

(Saeedeh et al., 2022).

18



Dérivés de B-carbolines

Matériel et méthodes

\ —
0 \ N \ N \ N
N N
H H ﬂ
Harmine Harmaline Harman
N
HO HO \ /
N N
H H
Harmalol Harmol

Figure 11 : Les structures des alcaloides de P. harmala. Source : (Bensalem et al., 2014)

2.2.7. Préparation de I’extrait aqueux :

Les plantes de P. harmala ont été collectés dans la région d’El Harmilia, située dans la
province d’Oum El-Bouaghi en Algérie (35°5525 » N, 6°37'09 » E). Un extrait aqueux a été
préparé en laboratoire a I’aide de 500 g de feuilles fraiches de P. harmala, qui ont été
soigneusement rincées et hachées finement avant d’étre bouillies dans 1,5 litre d’eau distillée.
La décoction a été maintenue a ébullition pendant 30 minutes pour faciliter ’extraction des
composes bioactifs. Apres le refroidissement, le mélange a été filtré a travers un papier filtre
Whatman pour séparer la phase liquide des résidus végétaux. L’extrait aqueux obtenu,
correspondant a une solution meére d’une concentration initiale de 500 mg/mL, a été recueilli

dans une fiole stérile.

2.3. Spinosad :

Le spinosad est un biopesticide d’origine naturelle, reconnues pour leur forte activité
insecticide grace a son efficacité contre de nombreux ravageurs agricoles et certains vecteurs
de maladies comme Aedes aegypti, il est largement utilisé en agriculture et en santé publigue,
il présente plusieurs avantages, tels qu’une grande efficacité a faibles doses et une dégradation
relativement rapide dans I’environnement. En raison de ces caractéristiques, il est considéré

comme une alternative intéressante aux pesticides (Santos et Pereira, 2019).
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Le spinosad est constitué¢ d’un mélange de deux lactones macrocycliques, la spinosyne
A (Cs1iHesNOio) et la spinosyne D (Ce2He7NOio) (Fig. 12). Ces molécules sont produits
naturellement par la Saccharopolyspora spinosa (Actinomycétales : Pseudonocardiaceae),
isolée et identifiée dans les années 1980 (Mertz et Yao, 1990 ; Spark et al., 1998).

2.3.1. Propriétés physiques et chimiques du spinosad :

Le spinosad est constitué d’un mélange naturel de spinosyne A et de spinosyne D. La
spinosyne A est le composé le plus abondamment synthétisé lors de la fermentation de
S.spinosa suivie de la spinosyne D (Fig. 12, 13) (Kirst, 2010). Sur le plan structural, ces
composés sont des macrolides et possedent un systeme tétracyclique unique auquel sont liés
deux sucres différents. Aprés la fermentation, le spinosad est extrait et transformé en une
suspension aqueuse conventionnelle hautement concentrée, facilitant son utilisation et sa
distribution. Le spinosad est un solide cristallin de couleur gris clair a blanc, a odeur terreuse
légere (Thompson et al., 2000).

Le spinosyne A et le spinosyne D présentent des propriétés physicochimiques
relativement proches, bien que certaines différences soient observées. Le spinosyne A possede
une formule moléculaire de C41HesNO1o et une masse moléculaire de 731,9 g/mol, tandis que
le spinosyne D possede une formule moléculaire de C42He7NO10 avec une masse moléculaire
Iégerement plus élevée de 745,9 g/mol. Le point de fusion du spinosyne A est de 120 °C, alors
que celui du spinosyne D atteint 170 °C. Leur solubilité varie fortement selon le solvant : le
spinosyne A est beaucoup plus soluble dans I’eau, le méthanol et ’acétone que le spinosyne
D. Les deux composes présentent une tres faible pression de vapeur, ce qui indique une faible
volatilité. Enfin, leurs coefficients de partage octanol/eau élevés montrent qu’ils sont
relativement lipophiles, le spinosyne D étant légérement plus lipophile que le spinosyne A
(Sparks et al., 2001).
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Figure 12 : Structure chimique du spinosad. Source : (Sarfraz et al., 2005).

Figure 13 : Saccharopolyspora spinosa : surface épineuse de I’actinomycéte (a gauche) et

vue transitoire du stade végétatif (a droite). Source : (Thompson et al., 1999)

2.3.2. Mode d’action:

Le spinosad présente une activité de contact et d’ingestion rapide chez les insectes, ce
qui est inhabituel pour un produit biologique. Le mode d’action du spinosad est caractérisé
par I’excitation du systéme nerveux de l’insecte, entrainant des contractions musculaires

involontaires, une prostration avec tremblements et une paralysie. Ces effets sont compatibles
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avec |’activation des récepteurs nicotiniques de I’acétylcholine par un mécanisme qui est
clairement nouveau et unique parmi les produits de lutte contre les insectes connus.

Le spinosad a également des effets sur la fonction du récepteur GABA qui peuvent
contribuer davantage a I’activité de ses insectes. Ce mode d’action est unique (Salgado,
1998). Dans I’environnement, il se dégrade principalement par photolyse et action
microbienne. Sa toxicité est faible pour les mammiféres, les oiseaux et la plupart des insectes
utiles (Santos et Pereira, 2020).

2.3.3. Usage et applications du spinosad :

Le spinosad, composé des spinosynes naturelles A et D, se distingue par son mode
d’action unique et sa forte bioactivité. Il présente €galement un profil environnemental et
toxicologique favorable, ce qui en fait une alternative intéressante pour les programmes de
lutte intégrée contre les ravageurs (Waldron et al., 2000 ; Crouse et al., 2018).

Les produits a base de spinosad sont actuellement utilises dans plus de 85 pays et
concernent plusieurs domaines d’application, notamment les cultures agricoles, les céréales et
grains stockés, les environnements urbains ainsi que les animaux de compagnie. Certaines
formulations sont également autorisées en agriculture biologique. Depuis les années 2000, des
formulations spécifiques ont été developpées pour la lutte contre les moustiques dans
différents habitats, avec des résultats efficaces rapportés a 1’échelle mondiale (Elkins et
Spiegelman, 2021). En général, le spinosad est utilisé pour lutter efficacement contre divers
ravageurs appartenant principalement aux ordres des Lépidoptéres, des Dipteres (Wang et al.,
2021; Elsayed et al., 2020). Il présente également une toxicité envers certaines especes de
Coléopteres, d’Hyménopteres, d’Isoptéres, de Siphonaptéres, de Dermapteéres et de
Lépidopteres (Nayak et al., 2007 ; Dryden et al., 2017; Tunca et Cayci ; Ahissou et al.,
2024 ; El sayed et al., 2023 ; 2024 ; Hassan et al., 2024 ; Agrafioti et al., 2025).

2.4. Conception expérimentale :
2.4.1. Préparation de la culture expérimentale et des controles :

Les tests ont été réalisés en utilisant I’extrait aqueux de P. harmala (préparé selon la
méthode décrite précédemment) et le spinosad (240 SC, Dow AgroScience, Algérie), dilués
dans I’eau distillée aux concentrations appropriées.

Les traitements & base de spinosad et 1’extrait aqueux de la plante P. harmala ont été
administrés par ingestion aux larves de 2¢ stade (un volume de 10ml d’extrait aqueux de P

.harmala et le spinosad ont été introduits dans 40 g du milieu nutritif), un groupe témoin a
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été inclus dans les expériences, dans lequel les individus ont été traités uniquement avec de
I’eau distillée. Les adultes nouvellement émergés ont ensuite été maintenus individuellement
dans des tube contenant le substrat traité ou témoins dans des conditions de laboratoire
controlées (24°C £ 1 °C ; 65 a 75% d’humidité relative) (Elbah et al., 2016 ; Kihel et al.,
2022).

2.4.2. Test de toxicité :

L’efficacité de I’extrait aqueux de P. harmala et du spinosad (280 SC) sur la mortalité
de D. melanogaster a été évaluée en laboratoire, selon quatre concentrations pour chaque
traitement :

-Le spinosad (0,025, 0,050, 0,100, 0,200 mg/mL).

-L’extrait aqueux de P. harmala (50, 100, 200, 300 mg/mL).

Un volume de 10 mL des différentes concentrations de 1’extrait aqueux de P. harmala et du
spinosad est mélangé a 40 g de nourriture. Ce mélange est ensuite reparti dans trois tubes,
dans lesquels 20 larves de deuxiéme stades issues de la culture contrdle sont ajoutées a chaque
tube. Un quatriéme tube, contenant le méme milieu de culture trait¢é avec 10 mL d’eau
distillee et recevant également 20 larves de deuxiemes stades, sert de témoin.

Le suivi de la mortalité se fait quotidiennement pendant 15 jours, les parametres
toxicologiques, les concentrations et temps létaux (CL2o, CLso, CLgo, TL2o, TLso et TLoo) ont

été calculés.

10 mL (spinosad/ Extrait végétal)
+

40 g milieu nutritif

:"p

[| Traitement 1™ Eau distillé
20 larves de 20 larves de
deuxiéme stade deuxiéme stade
R1 R2 R3 Témoins

Figure 14 : Représentation schématique du traitement des larves de deuxieéme stade
(Schéma original)
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2.4.3. Isolation de la souche résistante:

Apreés des essais toxicologiques d’un extrait aqueux de P. harmala et de spinosad
contre les larves de deuxiéme stade de D. melanogaster. Nous avons isolé les individus
survécus provenant des divers traitements pendant douze générations dans un milieu traité a
différentes concentrations de 1’extrait de la plante (50,100, 200, 300 mg/mL) et le spinosad
(0,025, 0,050, 0,100, 0,200 mg/mL). Au cours de chaque génération, les individus survivants
ont été conserves et regroupés dans de nouveaux milieux traités afin de favoriser leur
accouplement et la production d’une nouvelle génération. Parallelement, une souche témoin a
été maintenue dans les mémes conditions expérimentales, mais sur un milieu de culture non
traité, additionné¢ uniquement d’eau distillée. Cette souche témoin a été ¢levée sur douze
générations successives.

Cette méthode vise a enrichir la population en individus conduisant a I’obtention d’une
souche potentiellement résistante aux traitements etudiés. Celle-ci est ensuite étre utilisee

pour les testes de toxicités et comportement sexuel ainsi que 1’étude de 1’oviposition.

e Test de toxicité sur la souche résistante de D. melanogaster :

La résistance a la toxicité a été évaluée chez les souches résistantes de D.
melanogaster exposées a différentes concentrations de 1’extrait aqueux de P. harmala et du
spinosad.

Les larves issues de ces populations ont été soumises aux mémes protocoles
toxicologiques que ceux décrits précédemment. L’évaluation de la toxicité a été réalisée tous
les deux générations sur des larves de deuxieme stade (L2), et ce pendant douze générations
successives.

Les parametres toxicologiques ont ensuite été déterminés, notamment les
concentrations létales (CLso et CLoso) ainsi que les temps létaux (TLso et TLoo), afin d’évaluer

I’évolution du niveau de tolérance au cours des générations.

2.4.4. Test du comportement sexuel :

Les tests de comportement sexuel visaient a évaluer I'impact de la concentration
sublétale de la plante de P. harmala et le spinosad sur la la parade nuptiale de D.
melanogaster . Des groupes de Vingt-cing mouches femelles et males agées de 3 a 5 jours
issu de différentes cultures contrdles et expérimentales (traités avec une concentration

sublétale de spinosad et I’extrait aqueux de la plante P. harmala) ont été introduits dans une
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cellule comportementale pour étudier certaines activités de la parade nuptiale (Spieth et al.,
1983).
Les tests ont toujours lieu entre 9h et 13h, période qui correspond au pic d’activité
comportementale des mouches (Grillet et al., 2006).
La séquence de la parade sexuelle a été directement observée, durant une période de
30 minutes. La description de 1’observation de comportement sexuel est réalisée selon Hegde
et Krishnamurthy en (1979), les événements nuptiaux orientation, tapotement, vibration,
léchage, tentation de copuler (Liimatainen et Hoikkala, 1998). Ainsi que la latence et la
durée de la copulation de chaque paire sont notés. Ces tests sont réalisés selon quatre types
de croisements :
e Male témoin X femelle témoin,
e Male traité X femelle traitée,
e Male témoin X femelle traitée,

e Male traité X témoin traitée.

Peganum harmala Spinosad

Observation de la
parade sexuelle

Figure 15 : Représentation schématique du teste de comportement sexuel

(Schéma original)
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2.4.5. Test du comportement d’oviposition :

L’oviposition c’est I’action de déposer des ceufs dans un milieu le plus favorable pour
permettre une éclosion optimale et avoir un meilleur rendement. Une expérience a évalué les
effets du spinosad et de I'extrait aqueux de P. harmala sur la fécondité par ingestion et par
contact.

Vingt-cing femelles accouplées lors des tests comportementaux ont été placées
individuellement dans des chambres de ponte en plastique, chacune comportant deux substrats
distincts : I’'un contenant le milieu de culture non traité (témoin) et ’autre contenant un milieu
traité avec la concentration sublétale du composeé testé. Apres une période de 48 heures, les
ceufs déposés ont été comptés a I’aide d’un stéréomicroscope CetiSteddy (Renou et al.,
1997). En paralléle, une analyse détaillée des sites de ponte a été réalisee afin de déterminer
les préférences spatiales des femelles et d’identifier si le traitement influencait le choix du site

de ponte.

Tm : Milieu témoin

Tr : Milieu traité

‘\

Figure 16 : Représentation schématique du teste d’oviposition (Schéma original)

2.4.6. Etude comportementale des souches résistantes :

Pour étudier I’effet difféeré du traitement a une concentration sublétale sur le
comportement sexuel et I’oviposition des souches résistantes de D. melanogaster, un
protocole expérimental rigoureux a été mis en place au sein du laboratoire, garantissant la
continuité et la reproductibilité de I’expérience sur plusieurs générations. L’ensemble des

manipulations a été réalisé dans des conditions strictement contrdlées,
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A chaque génération, les femelles et les males nouvellement émergés, agés de 3 & 5
jours issus des groupes témoins et traités, ont été soumis au test de comportement sexuel
précédemment décrit. Chaque couples a été observé de manicre individuelle afin d’évaluer
différents paramétres du comportement reproducteur, tels que la latence a 1’accouplement, la
durée de I’accouplement.

Cette approche a permis d’assurer un suivi longitudinal des effets de la concentration
sublétale sur le comportement sexuel, en distinguant les influences directes du traitement sur
les individus exposés et les effets transgénérationnels sur leurs descendants.

L’effet du traitement sur I’oviposition a été évalué conformément au protocole
précédemment décrit. Les femelles accouplées ont été placées dans des conditions
standardisées pour la ponte, et le nombre d’ceufs déposés sur les substrats témoins et traités a
été enregistré. Cette méthode a permis de mesurer la production d’ceufs et d’évaluer I’impact

du traitement a la concentration sublétale sur la reproduction des femelles résistantes.

L’ensemble de ces observations comportementales et reproductives a été réalisé sur 12
générations successives, permettant ainsi d’apprécier les effets du traitement sur la potentiel

de reproduction.

2.4.7. Comportement alimentaire :
Test de préférence larvaire:

Le test olfactif a été réalisé selon la méthode décrite par Cobb et al., (1992), dans le
but d’évaluer la réponse des larves de troisiéme stade de D. melanogaster a différentes
sources odorantes. Cette approche permet d’analyser leur attraction ou leur répulsion vis-a-vis
d’un milieu témoin et un milieu traité, offrant ainsi une mesure précise de leur comportement
olfactif.

L’expérience consiste a placer les larves dans des conditions contrélées ou ils peuvent
choisir entre des sources odorantes, afin d’analyser leur préférence et leur comportement face
aux stimuli olfactifs.

L’essai d’attraction olfactive a été réalisé en utilisant des boites de Pétri standard de
90 mm de diameétre et 20 mm de hauteur, choisies pour offrir une surface suffisante
permettant aux larves de se déplacer librement et facilitant 1’observation de leur
comportement. Chaque boite a été recouverte d’une fine couche de gélose préparée a partir
d’eau distillée, a laquelle 2 % d’agar ont été ajoutés afin d’obtenir un substrat solide. La

gélose a été préalablement chauffée jusqu’a ébullition pour assurer une dissolution compléte
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de I’agar, puis refroidie aprés d’étre versée uniformément dans chaque boite. Cette surface

permettait le déplacement libre des larves.

Figure 17 : Schéma du test d’olfaction (Schéma original)

e Suivi des larves:

Des groupes de 20 larves de troisieme stade (L3), issues des séries témoins et des lots
traités par des concentrations sublétales (spinosad et extrait aqueux de P. harmala), ont été
sélectionnés de manicre alé¢atoire pour I’expérimentation. Les larves ont été collectées a I’aide
d’un pinceau fin, puis transférées individuellement dans des boites de Pétri, préalablement
préparees pour les tests comportementaux.

Le comportement des larves a été observé pendant une durée de 30 minutes pour
chaque individu. Les paramétres enregistrés comprenaient le choix du substrat (orientation
vers un milieu donné) et le temps de latence avant la détection des substances odorantes.

Les larves témoins et traitées ont eté exposées a difféerentes combinaisons de milieux
afin d’évaluer leur réaction aux substances testees :

e Milieu témoin vs Milieu traité (n = 20),
e Milieu traité vs Milieu traité (n = 20),
e Milieu traité vs Milieu traité (n = 20).
2.5. Analyse statistique :
e Tests de toxicité :
La normalité est Vvérifiée par le test de Shapiro-Wilk a travers les taux de mortalité de

D. melanogaster .
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Les concentrations létales (CL2o, CLso, CLoo) et les temps létaux (TL2o, TLso, TLgo)
ainsi que leurs intervalle de confiance 95% et ses valeurs chi-carré (y2), ont été estimés par
I'analyse des probits, en ajustant un modéle de régression probit a la relation entre le taux de
la mortalité de D.melanogaster et les concentrations logarithmiques de spinosad et 1’extrait
aqueux de P. Harmala (Finney, 1971).

Toutes les données de mortalité en pourcentage ont été corrigées a l'aide de la formule
d'Abbott :
MC

Mortalité observée chez insctes traités — Mortalit é observée chez les insectes témoins

100 — Mortalité observés chez les insectes témoins
La mortalité enregistrée chez les témoins étant nulle, les valeurs de mortalité corrigée sont
identiques aux valeurs de mortalité observée.
Le pourcentage de mortalité observée a été calculé a ’aide de la formule suivante :
Mo% = Nombre des individus morts aprés traitement 100
Nombre total des individus
Toutes les analyses statistiques et représentations graphiques ont été traitées par le logiciel

statistique SPSS version 27 (IBM SPSS, 2020).

Les rapports de résistance (RR) ont été calculés a I’aide de la formule suivante :

RR = CL50
~ CL50 de la souche susceptible
L] Tests comportementaux:

Les différents parameétres mesurés ont €té analysés statistiquement a 1’aide de
méthodes descriptives, comprenant les moyennes, les écarts-types. Les résultats ont été
comparés a 1’aide d’une analyse de la variance (ANOVA) réalisée avec le logiciel XLSTAT
software, version 2024.

Les résultats des tests de choix obtenus ont été comparés en utilisant la simulation de
Monté-Carlo, basée sur un test Chi2 au seuil o = 0,05 (Vaillant et Derrij, 1992).

La fréquence d’accouplement ont été calculé a ’aide de la formule suivante :

Nombre d'accouplements réussis
x 100

Fréquence d'accouplement = ;
Nombre d accouplements total

Un Indice de Préférence d’oviposition (IPO) est calculé selon (Flaven-Pouchon et al, 2014)
comme suit :
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OPI (nombre d’ceufs sur un milieu traité¢) - (nombre d’ceufs sur milieu témoin)

" (nombre d’ceufs sur le milieu traité) + (nombre d’ceufs sur le milieu témoin)
L’indice de réponse olfactif a été calculé a laide de la formule suivante :

(Nombre des traités — Nombre des témoins )

IR
Nombre total

x 100
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3. Résultats :

3.1. Etude des effets toxiques et différés du spinosad sur D. melanogaster :
3.1.1. Effets toxiques du spinosad sur D. melanogaster :

3.1.1.1. Effets des concentrations du spinosad sur la mortaliteé :

Les résultats ont montré que le taux de mortalité de D. melanogaster augmentait de
maniére significative en fonction des concentrations appliquées et de la durée d’exposition (F
= 162,76 ; p < 0,001). En effet, plus la concentration du traitement et la durée d’exposition
augmentaient, plus la mortalité des individus était élevée. Apres 15 jours de traitement, le
taux de mortalité a atteint 100 % a la concentration la plus élevée (0,200 mg/mL) et 80 % a la
concentration de 0,100 mg/mL. En revanche, les concentrations les plus faibles (0,025
mg/mL et 0,050 mg/mL) ont provoqué une mortalité relativement faible apres deux jours de
traitement, avec des taux respectifs de 8,33 % et 18,33 % (Fig. 18).

100 Concentration

(mg/ml)
—0,025

= 80 —0,05

= —0,1

:‘g _0,2

= 60

=

Q

£

o 40

o

b

3

= 20

0
1 jour 2 jours 5 jours 10 jours 15 jours
Temps

Figure 18: volution du taux de mortalité de D. melanogaster en fonction des
concentrations du spinosad au cours du temps (Moyenne + SE)
3.1.1.2. Parametres toxicologiques du spinosad sur D. melanogaster :

Les résultats ont mis en évidence 1’existence d’une corrélation positive entre les
différentes concentrations du spinosad appliquées et le taux de mortalité de D. melanogaster ;
le coefficient de détermination « R2 » est de 0,770 a 0,919. En effet, ’laugmentation des
concentrations s’est accompagnée d’une augmentation progressive de la mortalité des
individus Aprés 15 jours d’exposition, une mortalité de 50 % des individus a été obtenue a la
concentration de 0,060 mg/mL, tandis qu’une mortalit¢ de 90 % a été atteinte a la

concentration de 0,121 mg/mL (Tab. 1).
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Tableau 1 : Parametres toxicologiques du spinosad (Concentrations Iétales) sur

D. melanogaster

. CL2o Clso CLoo

Temps Rl:()érgorle;[s(?s?oen In_terval!e de InFervaII\e de Intervall\e de
(Jours) (RY) confiance a 95% | confiance a 95% | confiance a 95%
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

1 Y =-1,61 +4,54X 0,171 0,349 0,618
(0,770) (0,126 - 0,294) (0,251 - 0,763) (0,419 - 1,497)

) Y =-1,33 + 4,83X 0,095 0,287 0,581
(0,785) (0,035 - 0,142) (0,211 - 0,576) (0,398 - 1,316)

5 Y=-1,09 + 7,48X 0,025 0,145 0,327
(0,821) (-0,026 - 0,054) (0,120 - 0,184) (0,264 - 0,458)

10 Y =-0,97 + 9,06X 0,090 0,104 0,249
(0,856) (-0,033 - 0,035) (0,085 - 0,126) (0,209 - 0,320)

15 Y=1,26 + 20,95X 0,020 0,060 0,121
(0,919) (0,001 - 0,032) (0,050 - 0,070) (0,105 - 0,148)

Selon le tableau 2, les résultats ont montré une correlation positive entre la durée

d’exposition et la mortalité des individus, avec un coefficient de détermination élevé (R? =

0,747 a 0,916), indiquant que l’augmentation de la durée d’exposition entrainait une

augmentation progressive du taux de mortalité. Cette tendance met en évidence un effet

dépendant du temps, ou les effets toxiques du spinosad deviennent de plus en plus importants

au cours de I’exposition. 90 % des individus ont été éliminés a la concentration la plus élevée

de 0,200 mg/mL apres 11 jours, tandis que 50 % de la population a été éliminéé apres 4 jours

(Tab. 2).

Tableau 2 : Paramétres toxicologiques du spinosad (Temps létaux) sur D. melanogaster

. TL2o TLso TLogo
Concentrations R[)ég()rgss?oen Intervalle de Intervalle de Intervalle de

(mg/mL) R? confiance a 95% | confiance a 95% | confiance a 95%

(Jours) (Jours) (Jours)

0,025 Y =-1,55 + 0,05X 13,454 28,443 51,267
(0,747) (9,900 - 24,007) | (20,146 - 63,080) | (34,409 - 123,915)

0,050 Y =-1,08 + 0,08X 3,767 15,301 32,864
(0,742) (0,103 - 5,986) (12,378 - 21,299) | (25,322 - 50,364)

0,100 Y =-0,94 + 0,12X 0,542 7,957 19,247
(0,868) (2,142 - 2,306) (6,620 - 9,487) (16,357 - 24,030)

0,200 Y =-0,79 + 0,16X 0,111 4,580 11,385

(0,916) (1,547 - 1,288) (3,663 - 5,469) (9,961 - 13,472)
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3.1.2. Etude des effets différés du spinosad sur le comportement sexuel de D.
melanogaster :
3.1.2.1. Effets de la concentration sublétale du spinosad sur la parade nuptiale :

Les résultats ont montré que les couples témoins réussissaient une parade compléte a
100 % lors des différentes séquences, tandis que chez les couples traités, le déroulement de la
parade sexuelle était perturbé, notamment au niveau du léchage et de la tentative
d’accouplement, ce qui entrainait une baisse du taux de succes de copulation. De plus, le taux
de réussite d’accouplement diminuait et atteignait respectivement seulement 16 %, 24 % et 52
% chez les couples dont les males et les femelles étaient traités, ou lorsque I'un des
partenaires était traité (Tab. 3).

Tableau 3 : Taux de réussite des séquences de la parade nuptiale de D. melanogaster

Croisement | Orientation | Contact | Vibration | Léchage | Tentative | Copulation
JTm x QTm 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
3Tm x QTr 100 % 100 % 100 % 88 % 76 % 52 %
ITrx QTm 100 % 100 % 100 % 76 % 60 % 24 %
3Trx QTr 100 % 100 % 100 % 80 % 52 % 16 %

(3Tm : Male témoin, dTr : Male traité @ Tm : Femelle témoin ; Q@ Tr : Femelle traitée)

3.1.2.2. Effets de la concentration sublétale du spinosad sur les temps des séquences de la
parade nuptiale :

Les résultats ont indiqué que D’apparition initiale de I’expression sexuelle a €té
observée chez les couples témoins avec un temps moyen de 17,84 £ 1,03 secondes, alors que
les autres croisements traites ont présenté des durées plus longues, atteignant 181,60 + 5,58
secondes chez les couples dont les males et les femelles étaient traités. Des niveaux d'activité
sexuelle plus éleves ont été observés chez les croisements traités, tels que des vibrations, des
léchages et des tentatives d’accouplement, ainsi qu’une augmentation de la latence
d’accouplement, qui a atteint 995,25 + 48,52 secondes. L’analyse des variances a révélé des

différences tres hautement significatives (p < 0,0001***) (Tab. 4).

33



Résultats

Tableau 4 : Temps de déclenchement des séquences de la parade nuptiale de

D. melanogaster (Moyenne = SEM)

Croisements Orientation Contact Vibration Léchage Tentative Copulation
3dTmx QTm | 17,84+1,03 | 26,24+2,26 39,32+ 3,08 60,96 + 4,33 72,04 +4,13 114,32 +7,52
3Tm x QTr 66,32 + 2,69 82,16 + 4,37 114,68 + 4,24 192,36 + 7,10 238,89 + 8,97 343,38 +£11,82
3Trx QTm | 110,84 +3,20 | 126,80+5,20 | 139,16 +5,66 241,26 +7,83 335,20 +12,52 | 544,33 +35,99
3Trx QTr | 181,60+558 | 201,52 +8,91 | 248,16 +10,21 | 402,10 +13,02 | 500,07 +19,90 | 995,25 + 48,52
F 12,620 13,358 9,231 9,680 10,843 9,048
p <0,0001*** | < 0,0001*** < 0,0001*** < 0,0001*** < 0,0001*** 0,0001***

(3Tm : Male témoin, 3 Tm : Male traité, Q Tm : Femelle témoin, @ Tr : Femelle traitée, ***: Trés hautement
significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)

3.1.2.3. Effets de la concentration sublétale du spinosad sur la durée de copulation :

Selon les résultats, les croisements témoins ont enregistré la durée de copulation la
plus longue, 1270,80 + 11,82 secondes. En revanche, les couples traités ont montré une
réduction significative du temps de copulation, allant de 1034,33 + 37,86 a 784,00 + 117,80
secondes. L’analyse des variances a révélé des différences hautement significatives (F =
11,647 ; p = 0,0001***) (Fig. 19).
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Figure 19 : Durée de copulation chez D. melanogaster (Moyenne = SEM)

3.1.2.4. Effets de la concentration sublétale du spinosad sur le nombre de séquences de la
parade nuptiale :

D’apres les résultats, une augmentation prononcée du nombre de répétitions des
séquences de la parade nuptiale a été observée chez les couples traités. En particulier, les
couples dont seules les femelles étaient exposées au traitement présentaient les fréquences

moyennes les plus élevées des séquences comportementales, alors que les couples témoins
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enregistraient les fréquences les plus faibles. Cette augmentation des répétitions traduit une

perturbation du déroulement normal de la parade sexuelle chez D. melanogaster. L’analyse

des variances a révélé des différences trés hautement significatives (p < 0,0001***) (Tab. 5).
Tableau 5 : Nombre de répétition des séquences de la parade nuptiale de

D. melanogaster (Moyenne = SEM)

Croisement | Orientation Contact Vibration Léchage Tentative

dTmx QTm | 3,16 +0,80 2,44 + 0,65 3,84 + 0,68 3,32+1,14 2,08 +0,81

3Tm x QTr 9,80+0,41 | 10,00+0,43 | 1252+0,37 | 6,63+0,31 4,26 + 0,28

ATr x QTm 7,28 + 0,26 7,72 +0,26 7,32+0,19 7,26 +0,45 | 12,31 +0,64

3Tr x QTr 6,00+091 | 3,56+0,22 9,48 + 0,25 5,35+0,13 7,00+ 0,46

F 13,473 13,768 10,574 11,538 14,646

p <0,0001*** | <0,0001*** | <0,0001*** | <0,0001*** | <0,0001***

(3Tm : Male témoin, 3 Tm : Male traité, @ Tm : Femelle témoin, @ Tr : Femelle traitée,
*** : Trés hautement significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)

3.1.3. Etude des effets differés de la concentration sublétale du spinosad sur le
comportement d’oviposition de D. melanogaster :
3.1.3.1. Effets de la concentration sublétale du spinosad sur le choix des sites de ponte :
Les résultats ont indiqué une variabilité¢ dans la répartition des ceufs entre les milieux
traités et témoins. Chez les couples témoins, 100 % des femelles regroupaient 1’ensemble de
leurs ceufs dans le milieu témoin. En revanche, chez les autres croisements, ou les males et les
femelles étaient traités ou lorsque 1'un des partenaires était traité, le choix du site de ponte des
femelles devenait plus aléatoire. Les femelles répartissaient alors leurs ceufs entre le milieu
traité et le milieu témoin, avec une préférence plus marquée pour le milieu témoin (Tab. 6).

Tableau 6 : Choix du site de ponte chez les femelles D. melanogaster

Croisement N Milieux témoins 0 Milieux traités P
A NA A NA
SdTmx QTm | 25 25 0 1S 2 23 1S
3Tm x QTr 13 11 2 <0,828 NS 2 11 0,828 NS
3Trx QTm 6 6 0 < 0,828 NS 6 0 0,828 NS
I3Trx QTr 4 4 0 < 0,828 NS 2 2 0,828 NS

(N : Nombres des femelles fécondées, 3Tm : Male témoin, 3 Tr : Male traité, @ Tm : Femelle témoin,
Q Tr : Femelle traitée, A : attiré, NA : Non attiré, S : Significative, NS : Non Significative)

3.1.3.2. Effets de la concentration sublétale du spinosad sur le nombre d’ceufs pondus :
Les résultats ont montré que le nombre d’ceufs pondus par les femelles des couples
témoins étaient nettement plus élevés, avec un nombre moyen de 43,32 + 2,03 ccufs par

femelle. En revanche, une diminution importante du nombre moyen d’ceufs pondus a été
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observée chez les couples traités, notamment en présence de spinosad. Seulement 7,00 + 2,00
ceufs ont été enregistrés chez les couples dont les males et les femelles étaient traités, tandis
que 15,25 £ 0,85 ceufs ont été observés chez les couples dont les males étaient témoins et les
femelles étaient traitées (Fig. 20).
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Figure 20 : Nombre d’ceufs pondus de D. melanogaster (Moyenne + SEM)

3.1.3.3. Indice de préférence de ponte (OPI) :
Les valeurs négatives de I'IPO (-1 ; -0,16) indiquaient une préférence marquée des

femelles des couples témoins pour le milieu téemoin. Cependant, chez les couples traités, ou
les femelles avaient été exposées au traitement, le choix du site de ponte en fonction des
milieux ont montré des valeurs positives de I’'TPO (0,5 ; 0,33), traduisant une faible attraction
pour le milieu témoin, avec une Iégere tendance a préférer pour le milieu traité (Tab. 18).

Tableau 7 : Indice de préférence d’oviposition (OPI) des femelles de D. melanogaster

Croisements 3Tm x QTm 3Tm x QTr JTrx QTm dTr x QTr

OPI -1 -0,16 0,33 0,5

(OPI : Indice de préférence d’oviposition, 3 Tm : Male témoin, 3Tm : Male traité,
Q Tm : Femelle témoin, QTr : Femelle traitée)
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3.1.4. Etude des effets différés de la concentration sublétale du spinosad sur le
comportement alimentaire de D. melanogaster :

3.1.4.1. Effets de la concentration sublétale du spinosad sur le temps de premiere
détection des larves aux difféerentes odeurs testées :

e Effets de la concentration sublétale du spinosad sur le temps de premiere

détection des larves témoins aux différentes odeurs testées :

Les résultats ont montré que les larves témoins mettaient en moyenne 585,27 + 66,71
secondes pour localiser I’odeur du spinosad. Ces larves mettaient moins de temps, avec une
moyenne de 230,69 + 34,39 secondes, pour localiser le milieu témoin. Une fois confrontées
aux milieux traités et témoin, les larves témoins se déplacaient plus rapidement vers le milieu
témoin, avec une moyenne de 315,76 + 64,41 secondes. L’analyse statistique a montré une
différence tres hautement significative entre les temps de détection mesurés selon les
différents milieux testés (F = 7,65 ; p = 0,0001) (Tab. 8).

Tableau 8: Premier temps de détection des larves témoins aux différentes odeurs testées

(Moyenne + SEM)
Zone de choix Temps de détection F p
Témoin - Témoin 230,69 * 34,39
Traité - Traité 585,27 + 66,71 e
Témoin - Traité Témoin 315,76 + 64,41 7,65 0,0001
Traité 440,37 + 88,55

(SEM : Erreur standard de la moyenne, *** : Tres hautement significatif)

e Effets de la concentration sublétale du spinosad sur le temps de premiére
détection des larves traitées aux différentes odeurs testées :

Les résultats ont indiqué que les larves traitées par le spinosad mettaient plus de temps
pour repérer I'une des odeurs, témoin ou traitée, par rapport aux larves témoins. Elles
mettaient en moyenne 251,39 £ 57,28 secondes pour localiser le milieu témoin et 609,50 +
155,94 secondes pour localiser le milieu traité. Lorsqu’elles étaient confrontées aux milieux
traités et témoins, les larves traitées se déplacaient plus rapidement vers le milieu traité, avec
un temps moyen de 376,00 + 53,47 secondes. Les temps moyens mesurés chez les larves

traitées présentaient des différences significatives (F = 2,776 ; p = 0,048) (Tab. 9).
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Tableau 9: Premier temps de détection des larves traitées aux différentes odeurs testées
(Moyenne = SEM)

Zone de choix Temps de détection F p
Témoin-Témoin 251,39 £ 57,28
Traité-Traité 609,50 + 155,94 .
Témoin-Traité Témoin 389,23 + 89,57 2,776 0048
Traité 376,00 + 53,47

(SEM : Erreur standard de la moyenne, * : significatif)
3.1.4.2. L’attractivité des larves témoins et traitées aux différentes odeurs testées :

o L’attractivité des larves témoins aux différentes odeurs testées :

Les larves témoins ont montré une forte attractivité pour le milieu témoin, avec 72 %
d’orientation vers ’odeur au cours des cing premieres minutes, atteignant 92 % apres 30
minutes, ce qui indiquait une attraction progressive et marquée. En revanche, elles ont
présenté une faible attraction vers le milieu traité, avec 36 % d’individus attirés aprés 5
minutes et 48 % aprés 30 minutes, suggérant une préférence nettement plus faible pour ce
milieu. Concernant le choix des larves témoins entre deux papiers imbibés du milieu témoin et
du milieu traité, au cours des cing premieres minutes, seulement 36 % des larves ont présenté
une attraction vers le milieu témoin, tandis que 24 % étaient attirées par le milieu traité. Apres
30 minutes, une proportion plus élevée de larves témoins, soit 56 %, s’était dirigée vers le
milieu témoin, alors que 20 % ont étaient attirées par le milieu traité et 24 % n’ont manifesté
aucune préférence entre les deux choix. (Tab. 10).

Tableau 10 : Taux d’attractivité des larves témoins aux différentes odeurs testées

Temps Test Milieux Milieux Milieux Tr-Tm
(minutes) Tm-Tm Tr-Tr Tr Tm

A 72 % 36 % 24 % 36 %
5 NA 28 % 64 % 40 %

p 0,988 <0,828 <0,828

A 84 % 48 % 36% | 20 %
15 NA 16 % 52 % 44 %

P <0,828 <0,828 <0,828

A 92 % 48 % 20% | 56 %
30 NA 8 % 52 % 24 %

p <0,828 <0,828 0,950

(A : attiré, NA : Non attiré, Tm : Témoin, Tr : Traité)
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e L’attractivité des larves traitées aux différentes odeurs testées :

Les résultats ont montré que, lorsque les larves traitées étaient placées entre deux
milieux témoins, 8 % d’entre elles étaient attirées par le milieu témoin au cours des cing
premieres minutes, puis ce pourcentage atteignait 40 % au bout de 30 minutes. En revanche,
lorsque les larves étaient placées entre deux milieux traités, 12 % se dirigeaient vers le milieu
traité au cours des cing premieres minutes, et 52 % au bout de 30 minutes. Lorsqu’elles
étaient placées entre un milieu témoin et un milieu traité, 20 % des larves se dirigeaient vers
le milieu témoin, tandis que 32 % se dirigeaient vers le milieu traité. Aprés 30 minutes
d’observation, 12 % des larves traitées étaient attirées par le milieu témoin, 24 % par le milieu
traité, et 64 % des larves larves ne manifestaient aucun choix (Tab. 11).

Tableau 11 : Taux d’attractivité des larves traitées aux différentes odeurs testées

Temps Test Milieux Milieux Milieux Tr-Tm
(minutes) Tm-Tm Tr-Tr Tr Tm

A 8 % 12 % 32 % 20 %
5 NA 92 % 88 % 48 %

D <0,828 <0,828 <0,828

A 32 % 44 % 16 % | 24 %
15 NA 68 % 56 % 60 %

D <0,828 <0,828 <0,828

A 40 % 52 % 24% |  12%
30 NA 60 % 48 % 64 %

D <0,828 <0,828 <0,828

(A attiré, NA : Non attiré, Tm : Témoin, Tr : Traité)

3.1.4.3. Indice d’attraction :

Les valeurs négatives obtenues de I’indice d’attraction (IA) chez les larves témoins ont

indiqué un effet répulsif de 1’odeur du milieu traité au cours des 5, 15 et 30 minutes. Les
larves traitées ont présenté une faible attraction envers 1’odeur du milieu traité aprés 5
minutes, comme I’indiquait la valeur négative de I’indice d’attraction, tandis que les valeurs
positives confirmaient un effet attractif aprés 15 et 30 minutes envers le milieu traité
contenant du spinosad (Tab. 12).

Tableau 12: Indice d’attraction (Al) olfactif des larves testées

Larves Larves témoins Larves traitées
Temps (minutes) 5 15 30 5 15 30
1A -0,16 -0,12 -0,32 -0,12 0,08 -0,12
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3.2. Etude des effets toxiques et différés de I’extrait aqueux de P. harmala sur D.
melanogaster :
3.2.1. Effet toxique de I’extrait aqueux de P. harmala :
3.2.1.1. Effet des concentrations de I’extrait aqueux de P. harmala sur la mortalité :

Les résultats ont montré que le taux de mortalité augmentait de maniére significative
avec les concentrations de 1’extrait aqueux de P. harmala et le temps d’exposition (F = 69,869
; p <0 001). Plus la concentration était ¢levée et la durée d’exposition prolongée, plus la
mortalité était importante. Le taux de mortalité était de 68,3 % et de 91,67 % aprés 15 jours
aux concentrations les plus élevées (200 mg/mL et 300 mg/mL). Il était de 1,65 % et 5 % aux
concentrations les plus faibles 50 mg/mL et 100 mg/mL aprés deux jours de traitement (Fig.
21).
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Figure 21 : Evolution de taux de mortalité des insectes en fonction des concentrations de

P. harmala au cours du temps (Moyenne * SE).

3.2.1.2. Parametres toxicologiques de I’extrait aqueux P. harmala sur D. melanogaster :

Les parameétres toxicologigues ont mis en évidence une corrélation positive entre la
concentration de I’extrait aqueux de P. harmala appliquée et aux individus de D.
melanogaster. Au 15¢ jour d’exposition, une trés forte corrélation a été enregistrée (R? =
0,976), indiquant que l’augmentation de la concentration de [I’extrait entrainait une
augmentation progressive de la mortalité des individus. Aprés 15 jours d’exposition, les
concentrations létales ont été estimées a 163,152 mg/mL pour la CLso et a 280,273 mg/mL
pour la CLgo (Tab. 13).
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Tableau 13 : Paramétres toxicologiques de I’extrait aqueux de la plante P. harmala

(Concentrations létales) sur D. melanogaster

. CL2o CLso CLogo
Temps Rl:()érgorle;[s(?s?oen Intervalle de Intervalle de Intervalle de
(Jours) (R?) confiance a 95 % confiance a 95 % confiance a 95 %
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
1 Y =-175+7,27X 449,511 650,070 955,466
(0,160) (325,330 - 3453,504) | (436,487 - 6302,191) | (598,158 - 10647,526)
2 Y =-1,81 + 2,056X 400,138 676,276 1096,756
(0,712) (286,632 - 1807,538) | (444,898 - 3960,500) | (673,236 - 7251,510)
5 Y =-1,55+ 2,44X 236,107 421,675 704,243
(0,693) (190,428 - 305,636) (339,056 - 645,661) | (533,668 - 1195,128)
10 Y =-1,95 + 8,22X 140,336 239,166 389,657
(0,913) (110,728 - 163,477) (216,123 - 268,482) (345,537 - 459,448)
15 Y =-1,65 + 0,01X 86,236 163,152 280,273
(0,976) (59,824 - 106,438) (145,593 - 181,362) (253,593 - 318,054)

Selon le tableau 14, les résultats ont montré qu’une relation positive entre la durée

d’exposition et le taux de mortalité de D. melanogaster a été clairement mise en évidence. En

effet, plus la durée d’exposition a P. harmala augmentait, plus le pourcentage de mortalité

enregistré était élevé. Au 15¢ jour d’exposition, une trés forte corrélation positive a été

observée (R? = 0,969), a la concentration la plus élevée testée (300 mg/mL), 50 % des

individus ont été éliminés aprés seulement 7 jours d’exposition, tandis que 90 % de la

population a été éliminée aprés 13 jours de traitement (Tab. 14).

Tableau 14 : Paramétres toxicologiques de I’extrait aqueux de la plante P. harmala
(Temps létaux) sur D. melanogaster

. TL2o TLso TLogo
Concentrations RQrmte i~ Intervalle de Intervalle de Intervalle de

(mg/mL) egrrggsmn confiance 2 95 % | confiance 2 95 % | confiance & 95 %

(Jours) (Jours) (Jours)

50 Y =-1,85+ 0,04X 22,278 33,326 50,149
(0,602) (16,132 - 64,524) | (22,748 - 112,582) | (32,422 - 186,159)

100 Y =-1,74 + 0,08X 11,675 21,460 36,361
(0,851) (9,415 - 15,213) | (17,223 -31,341) | (27,903 - 57,110)

200 Y =-1,64 +0,13X 6,557 12,404 21,308
(0,920) (5,122 -7,773) | (11,050 - 14,226) | (18,622 - 25,503)

300 Y =-1,66+0,21X 3,767 7,735 13,778
(0,969) (2,673-4,670) | (6,902-8644) | (12,439 - 15,597)
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3.2.2. Etude des effets différés de I’extrait aqueux de P. harmala sur le comportement
sexuel de D. melanogaster :

3.2.2.1. Effets de la concentration sublétale de I’extrait aqueux P. harmala sur la parade
nuptiale :

Les résultats ont montré que 100 % des couples témoins réussissaient a réaliser toutes
les séquences de la parade sexuelle (orientation, contact, vibration, léchage, tentative
d’accouplement et accouplement). Le traitement a agi sur les autres croisements, ce qui se
manifestait par une diminution de la proportion de couples accomplissant certaines séquences,
telles que vibration, léchage, tentative d’accouplement et accouplement. Chez les couples
traités, lorsque les deux partenaires (males et femelles) étaient traités, des diminutions de 92
%, 72 % et 56 % ont été observées pour les séquences vibration, léchage et tentative
d’accouplement. En outre, une diminution considérable des taux d’accouplement a été
enregistrée, atteignant 60 % et 48 % chez les couples 'un des partenaires était traité, et
seulement 32 % des couples dont les deux partenaires étaient traités réussissaient a accomplir
une copulation (Tab.15).

Tableau 15 : taux de réussite des séquences de la parade nuptiale de D .melanogaster

Croisements |Orientation| Contact | Vibration| Léchage | Tentative | Copulation
JTm x QTm 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
J3Tm x QTr 100 % 100 % 100 % 84 % 80 % 60 %
3Trx QTm 100 % 100 % 100 % 88 % 72 % 48 %
I3Trx QTr 100 % 100 % 92 % 72% 56 % 32 %

(3Tm : Male témoin, S Tm : Male traité, ¢ Tm : Femelle témoin, Q Tr : Femelle traitée)

3.2.2.2. Effets de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P. harmala sur les
temps des séquences de la parade nuptiale :

Les résultats ont montré que les couples témoins présentaient la premiere
manifestation de la parade sexuelle aprés un temps moyen de 17,84 + 1,03 secondes, tandis
que les couples traités nécessitaient un temps plus long pour initier la premiere orientation,
avec une moyenne de 72,32 + 1,79 secondes enregistrée chez les couples dont les deux
partenaires étaient traités. De méme, les comportements sexuels tels que la vibration, le
léchage et la tentative d’accouplement s’exprimaient avec des latences plus importantes chez
les couples traités. La latence d’accouplement était également élevée, variant entre 408,00 +
13,88 et 585,12 + 31,45 secondes. L’examen des variances a mis en évidence des différences

hautement significatives (p < 0,05) (Tab. 16)
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Tableau 16: Temps de déclenchement des séquences de la parade nuptiale de

Croisement Orientation Contact Vibration Léchage Tentative Copulation
3Tm x QTm 17,84 + 1,03 2,44 +0,74 39,32+£0,75 61,84 £ 4,28 72,88 + 4,07 110,00 + 4,56
3Tm x QTr 30,52 0,95 77,28 2,40 102,56 £3,30 | 164,63+3,63 | 234,77 +7,63 | 360,71 +13,23
3TrxQ Tm 53,40 £ 1,25 103,76 £3,16 | 160,32+225 | 260,90 +8,53 | 350,44 +13,91 | 408,00 + 13,88
3Tr x QTr 72,32+1,79 140,68 £3,87 | 201,39+3,79 | 37494+6,63 | 487,00+ 15,60 | 585,12 +£31,45
F 4,165 13,486 16,717 7,093 6,492 15,39
P < 0,008** < 0,0001*** < 0,0001*** 0,0002*** 0,001** < 0,0001***

(3Tm : Male témoin, 3Tm : Male traité, Q Tm : Femelle témoin, @ Tr : Femelle traitée, ** : Tres significatif,
*** : Trés hautement significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)

3.2.2.3. Effets de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P. harmala sur la

durée de copulation :

Les resultats ont montré que la durée moyenne d’accouplement la plus longue a été

observée chez les couples témoins, avec un temps moyen de 1271,04 £ 16,62 secondes, tandis

que la durée la plus faible avait été enregistree chez les couples dont les deux partenaires

étaient traités, avec un temps moyen de 896,50 + 30,15 secondes. Cependant, I’analyse de

variance (ANOVA) n’a révélé aucune différence significative entre les traitements (F = 1,095

; p =0,359) (Fig. 22).

Temps (Secondes)

3Tmx QTm I

3Tmx QTr I

3Trx QTm I

Croisements

3Trx QTr

Figue 22: Durée de copulation chez D. melanogaster (Moyenne + SEM)
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3.2.2.4. Effets de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P. harmala sur le
nombre de séquences de la parade nuptiale :

Les résultats ont montré que les couples traités, chez lesquels les deux partenaires
(males et femelles) étaient exposés au traitement, présentaient les fréquences moyennes les
plus élevées de répétition des différentes séquences de la parade nuptiale, notamment
’orientation (11,40 + 0,56), le contact (12,20 + 2,82), la vibration (15,40 + 0,41), le léchage
(9,94 + 0,45) et la tentative d’accouplement (7,50 + 0,18). A I’inverse, les couples témoins
présentaient les fréquences moyennes les plus faibles pour I’ensemble des séquences
comportementales considérées, avec des valeurs de 3,24 + 0,17 pour I’orientation, 2,44 + 0,22
pour le contact, 3,88 + 0,88 pour la vibration, 3,40 + 0,20 pour le léchage et 2,16 + 0,12 pour
la tentative d’accouplement. L’analyse de la variance (ANOVA a révélé des différences
significatives entre les croisements pour les différentes séquences de la parade nuptiale de D.
melanogaster (p <0,05) (Tab. 17).

Tableau 17 : Nombre de séquences de la parade nuptial (Moyenne + SEM)

Croisement | Orientation Contact Vibration Léchage Tentative
STm xQTm | 3,24+0,17 2,44 + 0,22 3,88+0,88 | 3,40+0,20 2,16 +0,12
STmx QTr | 9,36+0,34 | 9,16+154 | 1252+0,37 | 7,04 +0,24 3,85+ 0,29
3Trx QTm | 5,56 +0,23 5,56 + 1,19 6,88 +0,23 | 4,45+0,21 5,66 + 0,31
STrx QTr | 11,40+0/56 | 12,20+2,82 | 1540+ 0,41 | 9,94 + 0,45 7,50 + 0,18
F 8,652 10,837 2,154 3,566 3,674
p < 0,0001*** | < 0,0001*** 0,099 0,018* 0,017*

(8Tm : Male témoin, 3'Tm : Male traité, Q Tm : Femelle témoin, @ Tr : Femelle traitée, * : Significatif,
*** - Tres hautement significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)

3.2.3. Etude des effets différés de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P.
harmala sur le comportement d’oviposition de D. melanogaster :

3.2.3.1. Effets de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P. harmala sur le choix
des sites de ponte :
Les résultats ont indiqué une variabilité dans la répartition des ceufS entre les deux

milieux, traité et témoin. Chez les couples témoins, 25 femelles avaient pondu tous leurs ceufs
dans le milieu témoin, tandis que seulement 3 femelles avaient pondu leurs ceufs dans le
milieu traité. En revanche, chez les autres croisements ou les méles et les femelles étaient
traités ou lorsqu’un seul des partenaires 1’était, le site de ponte des femelles était aléatoire :

elles pondaient leurs ceufs dans les deux milieux, traité et témoin (Tab. 18).
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Tableau 18: Choix du site de ponte chez les femelles D. melanogaster

Milieux - -
Croisements N témoin p Milieux traite P
A NA A NA
3Tm x QTm 25 25 0 1S 3 22 <0,828 NS
3Trx QTm 16 16 0 1S 6 10 <0,872 NS
3 Tm x QTr 12 10 2 0,978 NS 5 7 <0,920 NS
3Trx QTr 8 4 4 < 0,887 NS 4 4 < 0,829 NS

(N : Nombres des femelles fécondées, 3 Tm : Male témoin, ' Tm : Male traité, Q Tm : Femelle témoin ; Q Tr:
Femelle traitée, A : attiré, NA : Non attiré)

3.2.3.2. Effets de la concentration sublétale de_I’extrait aqueux de P. harmala sur le
nombre d’ceufs pondus:

D’apres les résultats, le nombre moyen d’ceufs pondus par les femelles du groupe
témoin était le plus élevé, variant entre 40,96 + 1,73 et 34,33 + 4,25. Une diminution du
nombre d’ceufs a été observée chez les femelles traitées, qui ont pondu en moyenne 22,60 +
2,08 ceuf, tandis que les femelles du groupe traité ont pondu en moyenne 17,00 + 1,12 ceuf
(Fig. 23).
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Figure 23 : Nombre d’ceufs pondus chez D. melanogaster (Moyenne £ SEM)
3.2.3.3. Indice de préférence de ponte (OPI) :

Les valeurs négatives de I’IPO (-0,76) ont démontré une forte attraction pour la ponte
dans le milieu témoin, tandis que les valeurs (-0,16 et -0,25) ont indiqué une faible attirance
des femelles des couples dont un seul des partenaires était traité envers le milieu témoin. En
revanche, chez les couples traités, dont les males et les femelles étaient exposés au traitement,
les sites de ponte étaient influencés par la présence de ’extrait aqueux de la plante P. harmala
(Tab. 19).
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Tableau 19 : Indice de préférence d’oviposition (OPI) des femelles de D. melanogaster

Croisements dTm X QTm JTm XQTr JTr XQ9Tm 3Tr x QTr

OPI -0,76 -0,16 -0,25 0,5

(3Tm : Male témoin, 3 Tm : Male traité, @ Tm : Femelle témoin, @ Tr : Femelle)

3.2.4. Etude des effets différés de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P.
harmala sur le comportement alimentaire de D. melanogaster :

3.2.4.1. Effets de la concentration sublétale de P’extrait aqueux de P. harmala sur le
temps de premiere détection des larves aux différentes odeurs testées :
e Effets de la concentration sublétale de I’extrait de P. harmala sur le temps de
premiére détection des larves témoins aux différentes odeurs testées :

Les résultats ont montré que, en présence de deux odeurs différentes (témoin et traité),
les larves temoins se déplacaient plus rapidement vers le milieu témoin, avec un temps moyen
de 177,44 + 12,88 secondes, et plus lentement vers le milieu traité, avec un temps moyen de
511,47 + 68,99 secondes. Une fois exposees aux mémes sources odorantes (témoin et traité),
I’attraction restait plus rapide vers le milieu témoin : les larves prenaient un temps moyen plus
faible de 239,05 + 36,99 secondes pour se déplacer vers le milieu témoin et un temps moyen
plus long de 471,14 + 81,77 secondes pour se déplacer vers le milieu traité. L’analyse
statistique a montré qu’il existait une différence hautement significative entre les temps de
détection mesurés selon les différents milieux testés. (F=10,790 ; p < 0,0001) (Tab. 20).

Tableau 20 : Premier temps de détection des larves témoins aux différentes odeurs

(Moyenne = SE)

Zone de choix Temps de détection F p
Témoin-Témoin 177,448 + 12,88
Traité-Traité 511,474 + 68,99 ..
Temoin T raité Témoin 239,050 + 36,99 10.790 | <0.0001
Traité 471,143 + 81,77

(*** : Trés hautement significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)

e Effets de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P. harmala sur le temps
de premiére détection des larves traitées aux différentes odeurs testées :

Les résultats ont montré que les larves traitées mettaient en moyenne 220,44 + 52,90
secondes pour détecter 'odeur provenant du milieu témoin. Les durées de détection
enregistrées s’élevaient en moyenne a 656,62 + 93,41 secondes pour repérer les papiers
imprégnés du milieu traité avec ’extrait aqueux de P. harmala. En présence de deux odeurs
distinctes (témoin et traité), les larves traitées se déplacaient plus rapidement vers le milieu

traité, avec un temps moyen de 397,80 + 57,94 secondes, et mettaient plus de temps, 459,82 +
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87,61 secondes, pour atteindre le milieu témoin. L’analyse statistique a montré qu’il existait
une différence hautement significative entre les temps de détection mesurés selon les
différents milieux testés. (F = 17,630 ; p < 0,0001) (Tab. 21).
Tableau”21: Premier temps de détection des larves traités aux différentes odeurs
(Moyenne = SEM)

Zone de choix Temps de détection F p
Témoin-Témoin 220,43 £ 52,90
Traité-Traité 656,61 + 93,41
o Trai Témoin 397,80 £ 57,94 17630} <0001
Traité 459,818 + 87,61

(*** : Trés hautement significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)

3.2.4.2. L’attractivité des larves témoins et traitées aux différentes odeurs testées :

e L’attractivité des larves témoins aux différentes odeurs testées :

Les résultats ont montré que, les larves témoins ont montré une forte préférence pour le milieu
témoin, avec 72 % d’attraction aprés 5 minutes et 92 % aprés 30 minutes. Lorsque les larves
témoins étaient placées entre deux papiers imprégnés du milieu traité, 36 % des larves avaient
montré une attraction pour I’odeur du papier traité dans les cinq premiéres minutes, et apres
30 minutes, 44 % des larves s’étaient déplacées vers le milieu traité. Concernant le choix des
larves témoins lorsqu’elles étaient confrontées a un papier imprégné du milieu témoin et un
papier imprégné du milieu traité, dans les cing premieres minutes, seulement 48 % des larves
avaient été attirées vers le milieu témoin et 20 % vers le milieu traité. Apres 30 minutes, 60 %
des larves s’étaient dirigées vers le milieu témoin, tandis que 24 % s’étaient dirigées vers le
milieu traité (Tab. 22).

Tableau 22 : Taux d’attractivité des larves témoins aux différents milieux testés

Milieux
Temps Test Milieux Milieux Tm-Tr
(minutes) Tm-Tm Tr-Tr
Tm Tr
A 72 % 36 % 48 % 20 %
5 NA 28 % 64 % 32 %
p 0,988 <0,828 <0,828
A 48 % 48 % 52 % | 28 %
15 NA 52 % 52 % 20 %
D <0,828 <0,828 <0,828
A 92 % 44 % 60% | 24 %
30 NA 8 % 56 % 16 %
p 1 <0,828 <0,828

(A : attiré, NA : Non attiré, Tm : Témoin, Tr : Traité)
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o Llattractivité des larves traitées aux différentes odeurs testées :

Les résultats ont montré qu’au bout de 5 minutes, lorsque les larves traitées étaient

placées entre deux milieux témoins, 28 % d’entre elles préféraient le milieu traité, et apres 30

minutes, ce nombre augmentait a 64 %. En revanche, lorsque les larves se trouvaient entre

deux milieux traités, 16 % d’entre elles faisaient leur choix pour le milieu traité au bout de 5

minutes et 52 % au bout de 30 minutes. Lorsque les larves traitées étaient placées entre un

milieu témoin et un milieu traité, 12 % faisaient leur choix pour le milieu témoin tandis que

28 % se dirigeaient vers le milieu traité. Aprés 30 minutes d’observation, 40 % des larves

traitées se trouvaient dans le milieu témoin, tandis que 24 % se dirigeaient vers le milieu traité

(Tab. 23).

Tableau 23: Taux d’attractivité des larves traités aux différents milieux testés

Temps Milieux | Milieux m'e?r‘
(minutes) Test Tm-Tm Tr-Tr
Tm Tr
A 28 % 16 % 12 % 28 %
5 NA 72 % 84 % 60 %
D <0,828 <0,828 <0,828
A 44 % 40 % 20 % \ 35 %
15 NA 56 % 60 % 45 %
D <0,828 <0,82 <0,828
A 64 % 52 % 24% | 40 %
30 NA 36 % 48 % 36 %
D <0,828 <0,82 <0,828

(A : attiré, NA : Non attiré, Min : minute, Tm : Témoin, Tr : Traité)

3.2.4.3. Indice d’attraction :

Les valeurs négatives obtenues de I’indice d’attraction (IA) pour les larves témoins

indiquaient un effet répulsif envers ’odeur du milieu traité pendant 5, 15 et 30 minutes. En

revanche, les valeurs positives obtenues pour les larves traitées confirmaient un effet attractif

envers le milieu traité pendant 5, 15 et 30 minutes (Tab. 24).

Tableau 24: Indice d’attraction (IA) olfactif des larves testées

Larve Larves témoins Larves traitées
Temps (minutes) 5 15 30 5 15 30
1A -0,28 | -0,24 | -0,36 | 0,16 0,12 0,16
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3.3. Evaluation de la résistance de D. melanogaster au spinosad et a I’extrait aqueux de
P. harmala :

3.3.1. Effets toxiques du spinosad sur les souches résistantes de D. melanogaster :
3.3.1.1. Effet des concentrations du spinosad sur la mortalité :

Les résultats ont montré que le taux de mortalité a diminué de maniére significative en
fonction des concentrations de spinosad testées (0,025 ; 0,050 ; 0,1 et 0,200 mg/mL) et du
temps d’exposition au spinosad (F = 147,37 ; p < 0,001). La mortalit¢ a diminué
progressivement d’une génération a ’autre jusqu’a devenir nulle a partir de la douziéme
génération, cette réduction étant plus marquée aux concentrations les plus élevées. En effet, a
la concentration de 0,200 mg/mL, le taux de mortalité est passé de 80 % a 5 % a la dixiéme
génération, avant de devenir nul a la douziéme génération. A ’inverse, pour la concentration
la plus faible (0,025 mg/mL), la mortalité, initialement faible (8,33 %), est devenue nulle deés
la douzieme génération (Fig. 24).

80 Concentration
(mg/mL)
=0,025
=005
—0,1
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Geénérations

Figure 24 : Evolution du taux de mortalité de D. melanogaster en fonction des concentrations

du spinosad au cours du temps (Moyenne + SE)

3.3.1.2. Paramétres toxicologiques du spinosad sur les souches résistantes de D.

melanogaster :

Les résultats ont montré une augmentation progressive des concentrations létales
(CLso et CLeo) du spinosad au fil des générations de D. melanogaster, traduisant le
développement progressif d’une résistance au traitement. En effet, la CLso est passée de 0,096
mg/mL a la deuxiéme génération a 0,453 mg/mL a la douziéme génération, tandis que la CLgo

a augmenté de 0,227 mg/mL a 0,647 mg/mL. Cette augmentation indique que des
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concentrations de plus en plus élevées étaient nécessaires pour provoquer la mortalité des
individus au cours des générations. Par ailleurs, le rapport de résistance (RR) a augmenté
progressivement, passant de 1,6 a la deuxiéme génération a 7,55 a la douziéme génération, ce
qui confirme 1’apparition d’une résistance croissante au spinosad (Tab. 25).
Tableau 25: Paramétres toxicologiques (Concentrations létales) du spinosad sur les souches
résistantes de D. melanogaster (15 jours) d’exposition.

CLso CLgo
cenérations | oot oo | conraeass | X | R
mg/mL mg/mL

? (0,06%995125) (0,18%2-207,326) 16,360 1,600
: (0,14%1-7&210) (0,26%%25 429) 9,148 2,850
° (0,18(;2-25302) (0,31%11:001, 583) 7,625 3,750
| (0,20%2-4(;1,335) (0,33%%13 621) 2,791 4,066
o (0,26(29155718) (0,40%,’?716, 264) 3,717 4,960
12 0,453* 0.647* 4,085 7550

(3% : valeur du test du chi carré, RR : Rapport de résistance, *CI n’a pas pu étre calculé)

3.3.2. Etude des effets différés des concentrations sublétales du spinosad sur le
comportement sexuel chez les souches résistantes de D. melanogaster :
3.3.2.1. Effets de la concentration sublétale du spinosad sur la fréquence de copulation :
Les résultats ont montré une augmentation progressive de la fréquence de copulation de
D. melanogaster au fil des générations. Celle-ci est passee de 24 % a la deuxieme génération,
puis a augmenté régulierement pour atteindre 60 % a la sixieme génération, 92 % a la dixieme
génération, avant d’atteindre 100 % a la douziéme génération (Tab. 26).
Tableau 26: Fréquences de copulation des souches résistantes de D. melanogaster

au fil des générations.

Générations Fréquence de copulation

%
2 24
4 36
6 60
8 76
10 92
12 100
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3.3.2.2. Effets de la concentration sublétale du spinosad sur les temps des séquences de la
parade nuptiale :

Les résultats ont révélé une évolution globale des comportements de cour de D.
melanogaster au cours des générations, caractérisée par une réduction progressive des durées
moyennes des différentes séquences du comportement reproducteur.

L’orientation a fortement diminué entre la deuxiéme génération (159,28 + 4,76) et la
douzieme génération (83,20 + 3,08), avec une différence hautement significative (F = 6,537 ;
p < 0,0001). Le temps de contact a également diminué progressivement au cours des
générations, passant de 159,92 + 4,67 a 102,72 + 3,94 entre la deuxiéme et la douzieme
génération (Tab. 27).

Les durées moyennes de vibration, de léchage et de tentative de copulation ont suivi la
méme tendance, avec une diminution progressive au cours des générations, traduisant une
accélération des différentes étapes du comportement de cour. Ces variations etaient
significatives (p <0,05) (Tab. 27).

La latence de copulation a également diminué au cours de la sélection, passant de
718,33 + 18,36 a 251,90 + 11,96 secondes. Malgré des fluctuations observées entre les
générations intermediaires, une réduction nette a été enregistrée a la fin de la selection. Cette
diminution était significative (F = 3,075 ; p = 0,002) (Tab. 27).

Tableau 27 : Temps de déclenchement des séquences de la parade sexuelle des souches

résistantes de D. melanogaster (Moyenne £ SEM)

G Orientation Contact Vibration Léchage Tentative Latence- de
copulation

2 159,28 £4,76 | 159,92 +4,67 | 190,80 +7,42 | 254,80 + 8,56 | 273,12 + 10,04 718,33 + 18,36

4 150,00 £3,33 | 169,36 +2,89 | 185,60+4,95 | 219,04 +7,67 | 226,00 + 8,76 488,07 + 19,80

6 147,12+1,98 | 161,08 +2,78 | 184,80+4,77 | 210,34 +6,57 | 235,15+8,07 333,28 + 11,63

8 121,64 +£2,68 | 136,72 +2,68 | 171,12+6,41 | 203,76 +7,30 | 218,15+5,73 398,61 + 18,81

10 117,80+ 3,60 | 133,48+3,29 | 147,92+3,43 | 168,28 +3,74 190,56 £4,58 | 331,75 +17,25

12 | 8320+3,08 | 102,72 +3,94 1%_11%3’-' 130,36+ 4,45 | 156404405 | 251,90+ 1196

F 6,537 1,713 2,369 2,826 3,952 3,075

p < 0,0001*** 0,135 0,042* 0,018* 0,002** 0,002*

(G : Générations, * : Significatif, ** : Tres significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)

3.3.2.3. Effets de la concentration sublétale du spinosad sur la durée de copulation :

Les résultats ont indiqué que la durée d’accouplement a augmenté progressivement au

fur et a mesure que les générations se sont succédé. Chez les mouches de la deuxieme
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génération, la durée moyenne d’accouplement était de 905,66 + 28,72 secondes et a augmenté
progressivement d’une génération a 1’autre pour atteindre 1253,21 + 17,36 secondes a la
dixieme génération. Une légére diminution a ensuite été observée a la douziéme génération,
avec une durée moyenne de 1150,08 + 59,15 secondes. L’analyse de la variance (ANOVA) a
révélé une différence significative entre les durées de copulation de D. melanogaster au fil des
générations (F = 2,509 ; p = 0,036) (Tab. 28).

Tableau 28 : Durée de copulation des souches résistantes de D. melanogaster

(Moyenne = SEM)
Générations Durée de copulation F p
2 905,66 + 28,72
4 953,22 + 11,48
6 1125,80 + 15,34 2,509 0,036*
8 1206,73 + 13,74
10 1253,21 + 17,36
12 1150,08 + 59,15

(* : Significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)

3.3.3. Effets différés de la concentration sublétale du spinosad sur le comportement
d’oviposition des souches résistantes de D. melanogaster :
3.3.3.1. Les effets sublétaux du spinosad sur le nombre d’ceufs pondus :

Les résultats ont indiqué une augmentation progressive du nombre d’ceufs pondus au
cours des générations, passant de 20,83 + 0,94 ceufs a 41,71 + 1,22 ceufs. Cette augmentation
traduit une adaptation progressive des insectes a I’exposition sublétale au spinosad. L’analyse
de la variance (ANOVA) a révélé des différences significatives entre le nombre d’ceufs
pondus par D. melanogaster au fil des générations (p < 0,05) (Tab. 29).

Tableau 29 : Nombres d’ceufs pondus des souches résistantes de

D. melanogaster (Moyenne + SEM)

Générations Nombres d’ceufs pondus F p
2 20,83 £ 0,94
4 26,11 + 0,84
6 30,11 £1,06 2,569 0,033*
8 33,47 £1,03
10 35,22 £ 0,98
12 41,70 £ 1,22

(* : Significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)
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3.3.4. Etude des effets toxiques de P’extrait aqueux de P. harmala sur les souches
resistantes de D. melanogaster :
3.3.4.1. Effet des concentrations de ’extrait aqueux de P. harmala sur la mortalité :

Les résultats ont montré que le taux de mortalité a diminué de maniére significative en
fonction des concentrations de spinosad testées (50, 100, 200 et 300 mg/mL) et du temps
d’exposition (F = 147,37 ; p < 0,001). La mortalit¢ a diminué¢ progressivement d’une
génération & I’autre jusqu’a devenir nulle a partir de la douziéme génération. A la
concentration la plus élevée (300 mg/mL), le taux de mortalité est passé de 78 % a 5 % a la
dixiéme genération, avant de devenir nul a la douziéme génération. En revanche, a la
concentration la plus faible (50 mg/mL), le taux de mortalité, initialement de 8,33 %, est

devenu nul dés la dixiéme génération (Fig. 25).
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Figure 25 : Evolution du taux de mortalité de D. melanogaster en fonction des concentrations
du P. harmala au cours du temps (Moyenne + SE)

3.3.4.2. Parametres toxicologiques de I’extrait aqueux de P. harmala sur les souches

résistantes D. melanogaster :

Les résultats ont mis en évidence une augmentation progressive des valeurs de CLso et
de CLgo au fil des genérations. En effet, la CLso est passée de 181,933 mg/mL a la deuxiéme
génération a 602,790 mg/mL a la dixieme génération. De méme, la CLgo a augmenté de
316,714 mg/mL a 851,402 mg/mL. Cette augmentation indique que des concentrations de
plus en plus élevées étaient nécessaires pour provoquer la mortalité des individus au cours des
générations. Par ailleurs, le rapport de résistance (RR) est passé de 1,115 a 4,075. Cette
augmentation a confirmé le développement progressif d’une résistance au spinosad au fil des

générations (Tab. 30).
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Tableau 30 : Paramétres toxicologiques (Concentrations létales) de P .harmala sur les
souches résistantes de D. melanogaster (15 jours)

ClLso CLago
e Intervalle de Intervalle de )
Genérations confiance a 95 % confiance a 95 % X RR

mg/mL mg/mL
181,933 316,714

2 (162,537 - 202,801) | (284,584-363,832) 3,83 1,115
228,404 399,597

4 (203,739 - 250.817) | (349,672-481,479) | 293 1,399

5 431,891 692,376 > o1

(349,081- 655,550) | (528,804 - 1159,291) |  3:398 '

513,330 799,055

8 (390,783 - 990,976) | (572,400 - 1716,606) | 0% 3,146

10 602,790* 851,402* 4,673 4,075

12 i : i :

(3% : valeur du test du chi carré, RR : Rapport de résistance, *CI n’a pas pu étre calculé)

3.3.5. Effets différés de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P. harmala sur
le comportement sexuel des souches résistantes de D. melanogaster :

3.3.5.1. Les effets des concentrations sublétales de ’extrait aqueux de P. harmala sur la
fréquence de copulation :

Les résultats ont montré¢ que la fréquence d’accouplement avait augmenté
progressivement au fil des générations. Elle est passée de 40 % a la deuxiéme génération a 98
% a la douziéme génération, traduisant une augmentation de I’activité reproductive.
Toutefois, quelques fluctuations ont été observées, notamment une légere diminution a la
huitieme génération (52 %) par rapport a la sixieme génération (60 %). Malgré ces variations,
la fréquence de copulation a globalement augmenté au cours des générations (Tab. 31).

Tableau 31 : Fréquences de copulation des souches résistantes de D. melanogaster

au fil des générations.

Générations Fréquence de copulation

%
2 40
4 52
6 60
8 52
10 84
12 98
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3.3.5.2. Effets de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P. harmala sur les
temps de déclenchement des séquences de la parade nuptiale :

Les résultats ont montré une évolution globale des différents parametres
comportementaux de la parade nuptiale au fil des générations. Une tendance générale a la
diminution des durées a été observée pour la majorité des étapes du comportement
reproducteur, notamment le contact, la vibration, le léchage et la tentative de copulation. Cette
diminution était particulierement marquée a partir de la sixiéme génération jusqu’a la
douzieme, indiquant un raccourcissement progressif des durées des séquences
comportementales. De plus, la latence de copulation a diminué progressivement au fil des
générations, passant de 647,50 + 10,233 a 341,90 + 10,052 secondes, ce qui a suggéré une
accélération graduelle de I’activité reproductive. L’analyse de la variance (ANOVA) a révélé
des différences significatives entre les temps de latence de la parade nuptiale chez D.
melanogaster (p < 0,05) (Tab. 32).

Tableau 32: Temps de déclenchement des séquences de la parade sexuelle des souches

résistance de D. melanogaster (Moyenne + SEM)

G Orientation Contact Vibration Léchage Tentative Latence_ de
copulation

2 64,9+1,34 144,44 + 5,58 181,78 + 2,05 310,55 + 8,45 404,85 + 8,02 647,50 + 10,23
4 63,88 + 1,66 150,32 + 6,47 181,78 + 2,09 353,00 + 5,64 413,44 £9,82 588,07 + 11,02
6 60,32 + 1,36 135,24 + 6,14 150,76 + 1,62 297,95+ 7,27 426,90 £ 12,69 | 534,00+ 10,97
8 53,56 + 1,50 129,88 + 4,92 141,36 + 1,67 259,13+ 6,79 431,90 £ 11,26 | 498,61+ 15,30
10 44,76 + 0,96 115,36 + 21,81 122,48 +2,10 240,39 + 3,68 383,35 + 8,66 431,75+ 8,91
12 39,56 + 1,45 96,76 + 1,45 114,08 +2,10 196,54 +7,43 257,40+ 7,16 341,90 + 10,05
F 1,40 2,56 2,342 3,429 3,274 3,075
p 0,227 0,030* 0,045* 0,006** 0,008** 0,013*

(G : Générations, * : Significatif, ** : tres significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)

3.3.5.3. Effets de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P. harmala sur la
durée d’accouplement :

Les résultats ont montré que la durée d’accouplement augmentait progressivement au
fil des générations. Chez les mouches de deuxiéme génération, la durée moyenne
d’accouplement était de 959,81 + 7,86 secondes et elle a augmenté progressivement d’une
génération a l’autre pour atteindre 1264,33 + 3,87 secondes & la douziéme génération.
Cependant, I’analyse de la variance a révélé des différences tres significatives dans la durée

d’accouplement de D. melanogaster au fil des générations (Tab. 33).
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Tableau 33: Durée de copulation des souches résistantes de D. melanogaster

(Moyenne + SEM)
Génerations Duree de copulation F D
2 959,81 + 7,86
4 996,46 + 11,74
6 1092,60 + 8,80 .
8 1118,11 + 9,24 3,363 0,008
10 1147,20 + 13,07
12 1264,33 + 3,87

(** : Tres significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)

3.3.6. Etude des effets differés de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P.
harmala sur le comportement d’oviposition des souches résistantes de D. melanogaster :
3.3.6.1. Les effets de la concentration sublétale de I’extrait aqueux de P. harmala sur le
nombre d’ceufs pondus :

Les résultats ont montré que le nombre d’ceufs pondus a augmenté progressivement au fil des
générations, passant de 18,63 + 0,96 ceufs a la deuxieme génération a 38,45 £+ 0,95 ceufs a la
douziéme génération, ce qui traduit une adaptation progressive des insectes a I’exposition
sublétale au spinosad. L’analyse de la variance (ANOVA) a révélé des différences hautement
significatives entre les générations concernant le nombre d’ceufs pondus (F = 4,96 ; p =
0,0001) (Tab. 35).

Tableau 34 : Nombre d’ceufs pondus des souches résistantes de D. melanogaster

(Moyenne = SEM)
Générations Nombres des ceufs pondus F p

2 18,63 + 0,96

4 25,61 + 0,88

6 28,73 £ 0,89 .
8 32,61 +1,48 4,96 0,0001

10 34,57 £ 0,54

12 38,45 £ 0,95

(*** : Hautement Significatif, SEM : Erreur standard de la moyenne)
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4. Discussion :

Etude toxicologique :

La gestion des ravageurs est confrontée a des limites environnementales et
¢conomiques liées a ’utilisation intensive des pesticides de synthése. Ces contraintes ont
renforcé I’intérét pour les pesticides d’origine naturelle, reconnus pour leur biodégradabilité et
leur moindre toxicité (Ngegba et al., 2022). Dans ce contexte, la présente étude a porté sur
une analyse des effets toxiques des différentes concentrations d’extraits aqueux des feuilles de
la plante P. harmala et du spinosad sur la mortalité de D. melanogaster. Nos résultats mettent
en évidence une activité insecticide marquée, corrélée a une relation concentration-réponse
significative pour les deux bioinsecticides.

Chez D. melanogaster, I’extrait de P. harmala a induit une mortalité progressive,
atteignant 91,67 % a la concentration maximale de 300 mg/mL aprés 15 jours d’exposition,
indiquant une forte activité toxique. Cette activité biologique pourrait étre liée a la richesse de
la plante en alcaloides de type B-carboline et quinazoline, reconnus pour leurs proprietes
neurotoxiques, insecticides et pharmacologiques (Herraiz et al., 2010 ; Pulpati et al., 2008).
Par ailleurs, Cui et al. (2020) ont montré que les molécules isolées de cette plante, notamment
I’harmine ainsi que d’autres [B-carbolines naturelles, possedent une activité insecticide,
mettant en évidence 1’intérét de cette plante dans le développement de bioinsecticides.

Les parameétres toxicologiques ont permis de déterminer les concentrations létales
(CLso et CLuoo), ainsi que les temps létaux (TLso et TLoo), mettant en évidence une relation
concentration-réponse et une relation temps-réponse. L’augmentation de la mortalité en
fonction de la concentration et de la durée d’exposition traduit une évolution de I’effet toxique
de I’extrait au cours du temps. Nos résultats concordent avec les observations rapportées par
Elbah et al. (2023), qui ont montré que les extraits aqueux de P. harmala exercent un effet
toxique sur D. melanogaster et induisent une mortalité significative. De méme, la décoction
des feuilles de P. harmala provoque une mortalité progressive chez D. melanogaster
(Habbachi et al., 2013). La toxicité de P. harmala a également été signalée chez plusieurs
Diptéres, notamment Culex pipiens (Habachi et al., 2014 ; Matoug et al., 2017 ; Yang et al.,
2020 ; Al-Mekhlafi et al., 2021), Aedes aegypti (Benhissen et al., 2018) et Musca domestica
(Zahoor et al., 2019). Elle a également été rapportée chez certains Coléopteres et
Lépidopteres, tels que Trogoderma granarium (Almadiy et al., 2018), Tribolium
castaneum,(Ahmad et al., 2023), Batrachedra amydraula (Shaaban et al., 2021),
Ectomyelois ceratoniae (Lebbouz et al., 2016) et Spodoptera exigua (Abbassi et al., 2003).
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Plusieurs especes végétales ont démontré une activité insecticide notable contre D.
melanogaster, confirmant le potentiel des extraits botaniques comme alternatives aux
insecticides (Ghabeish, 2015 ; Anjum et al., 2017 ; Men et al., 2022 ; De Campos et al.,
2021 ; Saadane et al., 2021a ; Abubakar et al., 2023)

Les résultats obtenus dans cette étude mettent en évidence les effets toxiques de
I’extrait des feuilles de P. harmala chez D. melanogaster, confirmant son potentiel
insecticide, en particulier son effet sur la mortalité par ingestion.

Le spinosad est un insecticide tres efficace, largement utilisé a haute teneur contre les
Dipteres, avec une faible toxicité pour les organismes non ciblés (Wang et al., 2021). 1l est
considéré comme un insecticide biologique dont le mode d’action se fait par contact ou par
ingestion, a n’importe quelle étape du cycle de vie d’un insecte (Bacci et al., 2016).

Les résultats obtenus mettent en évidence des effets toxiques significatifs du spinosad
chez D. melanogaster, comme 1’indiquent les taux de mortalité croissants observés pour les
quatre concentrations utilisées au cours de la période d’exposition, atteignant 100 % pour les
concentrations les plus élevées. Ces effets s’expliquent par 1’action neurotoxique du spinosad
ciblant les récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine et les récepteurs GABAergiques, du
systéme nerveux des insectes, entrainant des troubles neuromusculaires, une paralysie, puis la
mort des individus exposés (Watson, 2001 ; Salgado et Sparks, 2005). Ces résultats
confirment la toxicité du spinosad sur D. melanogaster, entrainant une mortalité dépendante
de la concentration et du temps.

Les parametres toxicologiques (CLso et CLgo, TLso, TLgo) ont mis en évidence une
corréelation positive entre les concentrations appliquées de spinosad, la durée d’exposition et le
taux de mortalite. Cela démontre que le spinosad posséde une action larvicide significative
contre D. melanogaster. Plusieurs études utilisant le modéle D. melanogaster ont confirmé la
toxicité du spinosad méme a faibles concentrations de spinosad (Frank et al., 2012 ; Aciole et
al., 2014). Des études ont montré une diminution notable du taux de survie de ces individus
(Mendonga et al., 2019). La mortalité des larves jusqu’au stade adulte a été évaluée avec des
concentrations comprises entre 0,05 et 0,5 ppm de spinosad (Nguyen et al., 2021). Des
recherches antérieures, notamment celles de Martelli et al. (2023), ont rapporté que le
spinosad provoque la mortalité de plus de 95 % des larves de D. melanogaster. La toxicité du
spinosad a également été testée sur d’autres espéces de Drosophila, telles que Drosophila
suzukii (Pavlova et al., 2017 ; Sial et al., 2019 ; Perez-Landa et al., 2022) et sur Ceratitis
capitata (Cortez-Vega et al., 2023). Le spinosad a montré une efficacité insecticide sur

plusieurs espéces de Dipteres, notamment A. aegypti (Williams et al., 2019; Sisodiya et al.,
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2021), C. pipiens (Sayed et al., 2020) et Culex quinquefasciatus (Hamdy et al., 2023). Des
effets significatifs ont également été observés chez les Lépidopteres, tels que Ephestia
kuehniella (Sohrabi et al., 2021), Plutella xylostella (Wang et al., 2021), Diparopsis
castanea et Helicoverpa armigera (Jimu et al., 2023), ainsi que chez divers Coléoptéres,
notamment Cryptolestes pusillus (Begum et al., 2022), Rhyzopertha dominica
(Subasramanyam et al., 2012) et T. confusum (Khanbabayi et al., 2019).

L’utilisation d’autres bioinsecticides sur D. melanogaster été rapportée dans des
études antérieures, notamment, néonicotinoides (Komori et al., 2023), le spiromeésifene
(Kissoum et al., 2020) et Bacillus thuringiensis (Nawrot-esposito et al., 2020).

Nos observations, confirment que le traitement a des faibles concentrations de la
formulation insecticide spinosad induit une mortalité significative chez D. melanogaster.

Comportement sexuel :

Une exposition sublétale aux pesticides peut perturber la physiologie et le
comportement des insectes, notamment la reproduction, la locomotion et la perception des
phéromones (Bartling et al., 2024). Chez D. melanogaster, I’activité d’accouplement est
fortement modulée par des signaux environnementaux transmis par les voies gustatives et
olfactives (Gorter et Billeter, 2017), ce qui fait de cette espece un modele pertinent pour
I’é¢tude du comportement sexuel.

Dans ce contexte, nous avons examiné les effets de concentrations sublétales d’un
extrait aqueux de P. harmala et du spinosad sur le comportement sexuel de D. melanogaster,
en analysant les différentes étapes de la parade nuptiale menant a la copulation, ainsi que le
potentiel de ponte des femelles apreés 1’accouplement. Les deux bioinsecticides testés ont
perturbé significativement le comportement de la parade nuptiale et la fécondité de D.
melanogaster, I’effet étant plus marqué avec le spinosad qu’avec I’extrait aqueux de P.
harmala.

Nos résultats indiquent que I’extrait de P. harmala et le spinosad alterent
significativement la parade nuptiale chez D. melanogaster. Les couples exposés ont présenté
une réduction de I’accomplissement des différentes séquences de la parade nuptiale ainsi
qu’une diminution de la fréquence de copulation, probablement liée a des perturbations de la
communication chimique médiée par les phéromones cuticulaires (Yew et Chung, 2015). De
plus, les males traités ont mis plus de temps a s'orienter vers les femelles, ce qui s'est
accompagné d'une diminution de la fréquence des répétitions de la séquence, suggérant une
altération de la perception visuelle des femelles, un élément clé de 1’orientation des maéles

chez cette espece (Agrawal et al., 2014 ; Coen et al., 2014, 2016 ; Clemens et al., 2018).
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Nos résultats démontrent que I'exposition aux bioinsecticides prolonge la durée de la
parade nuptiale chez D. melanogaster par rapport aux témoins. Alors que les couples témoins
achevaient rapidement les séquences, I'exposition a des concentrations sublétales retardait
considérablement le déroulement des comportements sexuels. Cette prolongation refléte
probablement des perturbations de la communication chimique et de la coordination motrice
entre males et femelles, deux processus essentiels a la réussite de la reproduction (Greenspan
et Ferveur, 2000 ; Vosshall, 2008 ; McKinney et al., 2015).

Etant donné que les différentes séquences de la parade nuptiale, comprenant
’orientation, le tapotement, la vibration, le léchage et la tentative de copulation, sont innées et
hautement conservées, une réduction de la réalisation de certaines séquences de la parade
nuptiale chez les couples traités, conduisant ainsi a une parade nuptiale incompléte pourrait
étre liee a une perturbation de la coordination des comportements reproducteurs. Ces
observations pourraient étre liées au rdle des voies gustatives et olfactives dans la
communication sexuelle chez Drosophila (Vosshall, 2008 ; McKinney et al., 2015).

Les altérations comportementales observées chez les couples traités avec 1’extrait
aqueux de P. harmala sont liées a la présence d’alcaloides B-carboliniques, notamment
I’harmaline et ’harmine, qui possédent des effets neurotoxiques et dépresseurs sur le systeme
nerveux central (Mahmoudian et al., 2002). Ces composés peuvent perturber les voies de
signalisation neuronale régulant la communication sexuelle et la reproduction.

Conformément a nos résultats, Elbah et al. (2016) ont rapporté que I’extrait de P.
harmala réduisait I’activité de cour et la ponte chez D. melanogaster. Des altérations
similaires ont été documentées chez d’autres insectes, notamment Bactrocera oleae (Rehman
et al., 2009) et Plutella xylostella (Abbasipour et al., 2010).

Les métabolites secondaires d’origine végétale sont de plus en plus reconnus comme
de puissants perturbateurs de la communication sexuelle et de la reproduction des insectes,
comme 1’ont montré des études réalisées avec des extraits de Drimia maritima (Saadane et
al., 2021a), Ruta chalepensis (Amrani et al., 2022), Citrullus colocynthis (Kihel et al., 2022),
Ricinus communis (Ai et al., 2021), Curculigo orchioides (Kushalan et al., 2022), ainsi que
Solanum nigrum et Armoracia rusticana (Chowanski et al., 2018).

En revanche, le spinosad semble provoquer des perturbations plus séveres en raison de
son mode d’action. Il agit principalement sur les récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine et,
dans une moindre mesure, sur les récepteurs GABAergiques, entrainant ainsi des
perturbations importantes de la transmission neuronale et des déficits comportementaux plus
marqués (Sparks et al., 2001 ; Watson, 2010).
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Ces différences mécanistiques se traduisent par une intensité d’effets plus importante,
le spinosad provoque des retards et des réductions plus prononcés de la performance de cour.
Ce résultat concorde avec des études antérieures ayant montré les effets sublétaux du spinosad
sur le comportement sexuel de nombreuses espeéces d’insectes, notamment T. confusum et
Cryptolestes ferrugineus (Vayias et al., 2010), C. pipiens (Benhissen et al., 2023), Aedes
albopictus et Culex pipiens pallens (Zhang et al., 2025), Glyphodes pyloalis (Piri et al.,
2014) et Spodoptera littoralis (Pineda et al., 2007). Des perturbations comparables ont
également été rapportées chez D. melanogaster exposée a d’autres insecticides, tels que
I’acephate (Mandi et al., 2020) et ’azadirachtine (Boulahbel et al., 2015).

Au-dela de la parade nuptiale, le spinosad a également été montré comme influencant
le comportement de ponte chez diverses espéces d’insectes, notamment C. pipiens
(Michaelakis et al., 2018), H. armigera (Yao et al., 2021), D. suzukii (Pavlova et al., 2017 ;
Shaw et al., 2019) et Rhagoletis indifferens (Yee, 2018).

Notre étude démontre que I’exposition a des concentrations sublétales des deux
bioinsecticides testes perturbe significativement le comportement sexuel et la ponte chez D.
melanogaster, principalement en altérant la progression temporelle des séquences de la parade
nuptiale. Le binsecticide commercial a produit des effets plus marqués que I’extrait végétal,
traduisant une perturbation plus importante du comportement reproducteur. Néanmoins,
I’extrait naturel de P. harmala a également exercé des effets significatifs, soulignant son
potentiel en tant que source de bioinsecticide dans le cadre de stratégies de lutte
antiparasitaire durable.

Comportement alimentaire :

Les insectes détectent les nutriments grace a des neurones récepteurs gustatifs
externes. D. melanogaster possede de multiples organes gustatifs répartis sur I’ensemble de
son corps. Elle est capable de discriminer la texture des aliments et d’intégrer leurs propriétés
chimiques et physiques (Sanchez-Alcafiiz et al., 2017). A partir de ces capacités sensorielles,
I’alimentation s’organise comme une séquence comportementale précise. Chez la drosophile,
elle débute par la détection de la nourriture, puis entraine 1’arrét de la locomotion, I’extension
de la trompe et enfin I’ingestion (Pool et Scott, 2014).

Notre étude visait a examiner I’effet des concentrations sublétales de 1’extrait de P.
harmala et du spinosad sur les réponses olfactives des larves de troisieme stade.

Nous avons mis en évidence que les larves témoins de D. melanogaster sont capables
de percevoir a distance les signaux olfactifs émis par le milieu de culture témoin et de

s’orienter vers cette source odorante. La majorité des larves témoins (92 %) a montré une
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attraction pour cet environnement d’origine aprés 30 minutes d’exposition. A I’inverse,
I’odeur associée au traitement a induit chez les larves témoins un comportement
d’¢loignement. Ces résultats confirment le role central de ’olfaction dans la détection et la
discrimination des signaux chimiques environnementaux, favorisant I’attraction vers les
sources nutritives et I’évitement des substances potentiellement toxiques (Hernandez et al.,
2025).

Les larves traitées avec 1’extrait de P. harmala présentent des réponses variables lors
du choix d’une odeur. Leur capacité a détecter les signaux olfactifs semble altérée, rendant les
choix comportementaux plus aléatoires. Chez certaines larves, le déplacement et la prise de
décision apparaissent ralentis, suggérant une perturbation de la perception olfactive. D’autres,
en revanche, ne manifestent aucune orientation vers le milieu odorant, ce qui pourrait traduire
une inhibition de la discrimination des stimuli odorants. La réponse des larves aux composeés
toxiques ou amers est mediée par des récepteurs gustatifs et peut induire un comportement
aversif conduisant a I’arrét de la prise alimentaire (Marella et al., 2006 ; Huckesfeld et al.,
2016). Les traitements a base de P. harmala, riches en alcaloides bioactifs, pourraient ainsi
perturber les mécanismes sensoriels impliqués dans la perception olfactive et modifier le
comportement des larves face aux différentes sources odorantes.

Plusieurs études ont montré 1’effet des composés végétaux bioactifs sur I’olfaction de
D. melanogaster, mettant en évidence leur capacité a modifier les réponses comportementales
de cette espéce. L’¢tude de Bouzar et al. (2022) a notamment montré que 1’exposition a
I’extrait aqueux de Nicotiana glauca Graham entraine des perturbations du comportement
olfactif et alimentaire chez D. melanogaster. Les extraits éthanoliques de Ramalina farinacea
perturbent également le comportement alimentaire de D. melanogaster en altérant la
perception des odeurs liées a son milieu (Saadane et al., 2021b). D. melanogaster est
naturellement attirée par les odeurs de son milieu de culture, notamment celles des acides gras
insaturés, qui jouent un réle important dans son orientation et son comportement alimentaire
(Fourgeron, 2011). D’autres études ont montré ’efficacité des composés végétaux dans la
modification du comportement de différents insectes (Egigu et al., 2011 ; Zang et al., 2024).

Par ailleurs, les larves traitées au spinosad présentent un ralentissement plus important
de la détection des odeurs, qu’il s’agisse de ’odeur témoin ou de I’odeur traitée, suggérant
une altération globale des capacités olfactives. Chez D. melanogaster, la réception des stimuli
sensoriels joue un réle central dans la modulation du comportement. La perception gustative
déclenche I’alimentation lorsqu’une source nutritive appropriée est détectée, entrainant 1’arrét

de la locomotion et une augmentation de la durée du contact avec le substrat alimentaire (Pool
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et Scott, 2014 ; Ledue et al., 2015). Ces résultats suggerent que le spinosad peut influencer
de manicre significative les mécanismes sensoriels impliqués dans l’orientation et la prise
alimentaire chez D. melanogaster.

Les résultats montrent que I’odeur du spinosad exerce un effet irritant sur les larves
témoins, déclenchant un comportement d’évitement. Les larves s’¢loignent des zones traitées
et modifient leur trajectoire de déplacement lorsqu’elles sont exposées a cette odeur. On
observe également une diminution de I’attraction vers le milieu traité, certaines larves ne se
dirigeant pas vers celui-ci. Le traitement induit également un comportement plus aléatoire
chez les larves traitées au spinosad, accompagné d’une détection plus lente des odeurs.
Toutefois, certains individus peuvent €tre attirés par ’odeur du milieu traité. L’évitement des
larves témoins face au spinosad indique une perturbation de la perception olfactive et du
comportement de recherche alimentaire, possiblement liée a une altération des récepteurs
sensoriels. Ces modifications comportementales peuvent étre mises en relation avec les genes
impliqués dans la recherche de nourriture chez D. melanogaster, qui présentent une relation
dose-dépendante avec les traits liés a I’alimentation, influengant la longueur du trajet larvaire
et le comportement d’ingestion (Allen et al., 2017).

Par ailleurs, ces effets peuvent également s’expliquer par le mode d’action
neurotoxique du spinosad, connu pour agir sur le systeme nerveux des insectes en perturbant
la transmission synaptique, ce qui entraine des altérations des fonctions sensorielles et
comportementales chez D. melanogaster, notamment au niveau de la détection olfactive et du
comportement alimentaire (Salgado, 1998).

Un traitement a des concentrations sublétales de spinosad est susceptible d’altérer le
fonctionnement des récepteurs olfactifs chez les insectes, compromettant ainsi la perception
correcte des signaux chimiques de ’environnement. Rahman et al. (2011) ont montré que le
spinosad exerce un effet répulsif précoce chez Frankliniella occidentalis, les individus évitant
les zones traitées. Dos Santos et al. (2019) ont montré que le spinosad provoque des effets
comportementaux et physiologiques chez les ouvrieres de Partamona helleri, notamment une
diminution de l’activité sociale et une altération de I’épithélium intestinal. Par ailleurs,
Bezzar-Bendjazia et al. (2017) ont rapporté que le traitement a 1’azadirachtine entraine une
diminution significative de I’ingestion alimentaire chez les larves de D. melanogaster.
Tatarko et al. (2023) ont montré que les néonicotinoides perturbent la perception olfactive
ainsi que les comportements guidés par les odeurs chez la drosophile.

Les résultats obtenus montrent que les traitements au spinosad et a P. harmala

influencent significativement le comportement des larves de D. melanogaster en modifiant
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leurs temps de réponse et leur capacité de détection des odeurs. Le spinosad induit un effet
plus marqué, caractériseé par un ralentissement plus important de la détection olfactive,
comparativement a P. harmala. Ces observations suggérent une perturbation des mécanismes
sensoriels impliqués dans la perception des stimuli environnementaux, susceptible d’affecter
’orientation ainsi que les réponses comportementales des larves face aux différentes sources
odorantes chez D. melanogaster.

Etude de la résistance :

La résistance aux insecticides chez D. melanogaster est largement documentée, ce qui
en fait un modele biologique de référence pour 1’étude des mécanismes d’adaptation et de
sélection sous pression chimique (Perry et al.,, 2011). D. melanogaster présente une
variabilité génétique naturelle qui peut contribuer a la tolérance aux composés xénobiotiques,
incluant différents insecticides (Mateo et al., 2014).

Dans cette ¢étude, nous avons suivi I’évolution de la résistance afin d’analyser les effets
toxicologiques d’expositions répétées a différentes concentrations de spinosad et d’extraits
aqueux de P. harmala, administrés par ingestion et par contact, sur une souche résistante de
D. melanogaster. Les traitements ont entrainé une diminution progressive des taux de
mortalité au fil des générations, traduisant une perte de sensibilité des populations exposées.
Les extraits de la plante ont conduit a une mortalité nulle a partir de la 10° génération, tandis
que pour le spinosad, aucune mortalité n’a été observée dés la 12¢ génération. Cette
diminution de la sensibilité pourrait étre liee a des mécanismes de détoxification, notamment
a ’activation d’enzymes telles que les cytochromes P450, impliquées dans la dégradation des
composés toxiques chez les drosophiles, comme 1’a montré Wilson (2001). Chez cette espéce,
I’exposition répétée a des insecticides peut conduire a une sélection progressive de
populations plus tolérantes. Mertz et al. (2022) ont montré que les populations peuvent
développer une résistance sous pression de sélection, parfois a des niveaux élevés, traduisant
une forte capacité d’adaptation face aux agents toxiques.

Ces résultats suggérent ainsi un processus progressif d’adaptation et de tolérance des
populations exposées aux composeés bioactifs testés.

Concernant I’extrait aqueux de P. harmala, une augmentation progressive des valeurs
de CLso et de CLwo a été observée au fil des générations. L’augmentation de ces paramétres
indique que des concentrations de plus en plus élevées de I’extrait sont nécessaires pour
induire les mémes niveaux de mortalité. Le rapport de résistance a également augmenté,
atteignant 4,07 a la 10 génération. Cette augmentation indique une diminution de la

sensibilité relative au traitement au cours des générations. Des études ont également montré
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qu’une exposition prolongée a des composés d’origine végétale, notamment des alcaloides,
peut conduire a une adaptation progressive et & une augmentation de la tolérance chez
certaines especes de Drosophila (Danielson et al., 1997 ; Fogleman et al., 1998).

L’exposition répétée a ’extrait aqueux de P. harmala semble favoriser une adaptation
progressive de D. melanogaster, caractérisée par une diminution de la sensibilité et une
augmentation de la tolérance au cours des genérations.

L’application du spinosad a entrainé une diminution progressive des taux de mortalité
au fil des générations, accompagnée d’une augmentation des valeurs de CLso et de CLoo,
traduisant une diminution de la sensibilité des individus. De plus, les ratios de résistance
(RR), compris entre 1,60 et 7,55, indiquent une faible résistance a partir de la 10° génération
selon Pan et al. (2005). La faible résistance observée au spinosad pourrait étre liée a des
mécanismes décrits chez D. melanogaster, notamment des mutations et des mécanismes de
détoxification (Somers et al., 2015 ; Denecke et al., 2015).

Les résultats indiquent une adaptation des populations exposees, associée a une faible
résistance et a une diminution de la sensibilité chez Drosophila. Plusieurs études ont montré
que la résistance au spinosad peut atteindre différents niveaux au fil des genérations. Zimmer
et al. (2016) ont montré que des mutations spéecifiques peuvent entrainer une résistance de D.
melanogaster jusqu’a 66 fois plus élevée au spinosad. Ainsi, Perry et al. (2007) et Watson et
al. (2010) ont montré I’apparition rapide de souches tolérantes chez D. melanogaster. Par
ailleurs, chez D. suzukii, une évolution rapide de la résistance au spinosad a été observée sous
pression de sélection, se traduisant par une augmentation progressive des valeurs de CLso au
fil des générations (Disi et Sial, 2021 ; Ganjisaffar et al., 2022). De plus, une tolérance au
spinosad a été rapportée chez cette espece, indiquant une résistance 4 a 7 fois plus élevée que
dans des populations non exposées, ce qui suggere I’émergence et la progression de la
résistance au sein de certaines populations (Gress et Zalom, 2019).

La résistance au spinosad a été largement étudiée chez différents insectes, aussi bien
en conditions de laboratoire qu’en milieu naturel. Ces travaux montrent que la sensibilité au
spinosad peut varier selon les populations et évoluer sous pression de sélection, avec des cas
d’augmentation progressive de la résistance, notamment chez certaines especes de Dipteres
(Markussen et Kristensen, 2012 ; Hou et al., 2014 ; Khan et al., 2014 ; Schnaars-Uvino et
Baker, 2021 ; Gad et al., 2023 ; Kaplanoglu et al., 2024). Ainsi, chez les Lépidopteres et les
Coléopteres, la résistance au spinosad a également été étudiée (Baxter et al., 2010 ; Okuma
et al., 2018 ; Khalid et al., 2023; Wang et al., 2024).
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La résistance aux insecticides chez D. melanogaster a egalement été mise en evidence
pour d’autres molécules, notamment I’azadirachtine (Liang et al., 2025) et certains
insecticides de synthése tels que le zeta-cyperméthrin, le malathion et I’acétamipride, avec des
augmentations de tolérance observées dans des souches sélectionnées en laboratoire ou issues
du terrain (Mertz et al., 2023 ; Scotta, 2022).

Le spinosad induit une d’adaptation chez D. melanogaster, caractérisé par une
diminution progressive de la sensibilité au cours des générations. Les populations restent
globalement sensibles au début de I’exposition, tandis qu’une tolérance plus marquée apparait
principalement dans les générations tardives, cette évolution traduit I’installation progressive
d’une résistance au cours des générations.

Dans cette étude, 1’exposition prolongée a des concentrations sublétales de spinosad et
d’extrait aqueux de P. harmala a entrainé des modifications significatives des parametres
comportementaux et reproductifs chez D. melanogaster au cours de 12 générations. Ces
résultats suggerent une réponse adaptative des populations exposees a une pression exercée
par les bioinsecticides.

Une diminution progressive des comportements reproducteurs, notamment du temps
consacré aux séquences de parade sexuelle, a été observée au fil des générations chez D.
melanogaster, avec une réduction plus marquée dans les dernieres générations, suggérant une
modification des réponses comportementales sous 1’effet d’une exposition prolongée aux
bioinsecticides. Cette évolution pourrait traduire une réorganisation adaptative des stratégies
reproductives au cours du temps, certaines pressions de sélection étant capables d’altérer la
parade nuptiale, la fréquence d’accouplement et la durée de copulation chez cette espéce,
comme 1’ont rapporté Mital et al. (2021).

Les résultats montrent que I’augmentation du taux de réussite des accouplements,
atteignant jusqu’a 100 % chez les couples exposés au spinosad et 98 % chez ceux traités par
I’extrait de plante, ainsi que l’allongement de la durée de copulation observé chez D.
melanogaster, peuvent étre interprétés comme une réponse adaptative a 1’exposition répétée
aux bioinsecticides. Plusieurs études ont montré que ’adaptation a différents stress
environnementaux influence le succés reproducteur et les performances d’accouplement,
traduisant un compromis entre résistance au stress et reproduction, comme 1’ont rapporté
Gefen et Gibbs (2009). Ces modifications des traits reproductifs pourraient ainsi s’inscrire
dans une réponse adaptative globale face a la pression exercée par les composés testés, cette
espece présentant une forte capacité d’adaptation génétique aux stress environnementaux

(Fanara et al., 2024). Plusieurs travaux ont également montré que I’exposition aux
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insecticides peut modifier différents traits comportementaux et physiologiques, notamment les
performances reproductives, comme 1’ont indiqué Guedes et al. (2017), bien que, dans
certaines conditions, 1’adaptation a ces stress puisse s’accompagner d’un compromis entre
résistance au stress et reproduction, entrainant une modification du succes reproducteur et des
performances d’accouplement (Gefen et Gibbs, 2009).

Une augmentation du nombre d’ceufs pondus a été observée au fil des générations
chez D. melanogaster en réponse a I’exposition aux bioinsecticides. Cette augmentation
suggére que, malgré la pression exercée par le spinosad et ’extrait aqueux de P. harmala, les
populations maintiennent, voire augmentent, leur capacité de ponte au cours du temps. Chez
les insectes, le comportement de ponte constitue un trait clé directement influencé par les
conditions environnementales et les pressions de sélection, car il détermine a la fois le succes
reproducteur des adultes et les conditions de deéveloppement de la descendance (Nylin et
Gotthard, 1998 ; Silva-Soares et al., 2017). Chez D. melanogaster, la sélection induite par
les insecticides peut influencer les décisions de ponte et les performances reproductives,
traduisant une interaction directe entre la résistance et les traits d’histoire de vie, comme 1’a
montré Jaenike (1983). Des variations du comportement de ponte ont egalement été
observées chez des souches résistantes, suggérant que les mécanismes de résistance peuvent
affecter non seulement la survie, mais aussi des traits comportementaux liés a la reproduction
et au choix du site de ponte (Nogueira et al., 2026). Alves et al. (2025) montrent également
que les insecticides modifient le comportement de ponte en influencant le choix des sites de
dépot des ceufs, ce qui a un impact direct sur la survie des larves.

Chez d’autres especes d’insectes, I’exposition au spinosad peut entrainer des cofits de
fitness associés a la résistance, notamment une réduction de la fécondité et des performances
reproductives chez F. occidentalis, selon Hua et al. (2023), tandis que chez P. xylostella, la
résistance au spinosad affecte le développement, la ponte et la dynamique des populations,
comme 1’ont montré Sayyed et al. (2008) et Guillem-Amat et al. (2020). Chez Ceratitis
capitata, elle entraine une baisse du succeés d’accouplement et des performances
reproductives, mettant en évidence un compromis entre survie et reproduction.

L’exposition répétée au spinosad et a I’extrait aqueux de P. harmala entraine des
modifications progressives du comportement reproducteur chez D. melanogaster au cours des
générations. Cette évolution se manifeste par une amélioration progressive de plusieurs
parametres du comportement sexuel, notamment le début de la parade, la fréquence des
copulations et certaines caractéristiques de la copulation. Par ailleurs, ’augmentation du

nombre d’ceufs pondus au fil des générations indique une amélioration des performances
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reproductives, suggérant que les populations parviennent progressivement a maintenir leur

reproduction malgré 1’exposition répétée aux bioinsecticides.

68



Conclusion



Conclusion

Conclusion :

Cette ¢étude a permis d’évaluer 1’évolution de la résistance de D. melanogaster aux
bioinsecticides, a travers 1’analyse de la mortalité et des réponses comportementales, afin
d’apporter des ¢léments utiles a 1’orientation de stratégies de lutte intégrée plus efficaces.

Les bioinsecticides naturels représentent des alternatives prometteuses pour la lutte
contre les insectes nuisibles, grace a leur efficacité insecticide et a leur intérét dans le cadre
d’une lutte intégrée plus durable. Dans ce cadre, le spinosad et 1’extrait aqueux de P. harmala
ont exercé une toxicité significative sur D. melanogaster, se traduisant par des taux de
mortalité élevés. Ces résultats confirment leur impact sur les individus traités et soulignent
leur intérét potentiel pour une gestion durable des insectes ravageurs.

Au-dela de l’effet toxique direct, 1’exposition des concentrations de spinosad et
d’extrait aqueux de P.harmala entraine des altérations des comportements sexuels,
reproductifs et alimentaires chez D. melanogaster, se traduisant par un allongement du temps
d’accouplement, une modification de la parade, une réduction du nombre d’ceufs pondus ainsi
qu’une perturbation de la réponse aux signaux odorants.

Ces travaux mettent en évidence un risque d’installation progressive de résistance
suite a I’exposition répétée de D. melanogaster au spinosad et a 1’extrait aqueux de P.
harmala sur douze générations, caractérisée par une diminution de la mortalité au fil du temps
et une adaptation des populations exposées.

L’exposition prolongée a une concentration sublétale sur douze générations a
également entrainé des modifications des comportements sexuels et reproductifs, se traduisant
par un allongement du temps d’accouplement, une modification de la parade sexuelle et une
réduction du nombre d’ceufs pondus. Cependant, une amélioration progressive de plusieurs
paramétres du comportement sexuel et de la reproduction a été observée au cours des
générations suivantes.

A Davenir, il serait intéressant de compléter ce travail par :

e L’analyse de la composition chimique des extraits de P. harmala afin d’identifier les
composés responsables de I’activité insecticide observée.

e [’évaluation de I’activité biologique des principaux composés actifs de P. harmala et le
développement de formulations a base de ces extraits en vue de leur utilisation potentielle
comme biopesticides naturels contre les insectes ravageurs.

e [’étude des mécanismes génétiques, biochimiques et physiologiques impliqués dans le

développement de la résistance chez D. melanogaster.
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Conclusion

L’évaluation de la toxicité des deux bioinsecticides sur les organismes non cibles afin
de déterminer leur innocuité et d’observer d’éventuels effets comportementaux.

Une étude écologique visant a évaluer I’'impact potentiel des bioinsecticides sur les
interactions au sein des communautés écologiques (pollinisateurs, prédateurs,
décomposeurs) afin de minimiser les perturbations environnementales.

Tester 1’efficacité de la combinaison de plusieurs bioinsecticides ou extraits de plantes
afin de limiter I’apparition de résistance.

Reéaliser une étude en conditions naturelles afin d’évaluer la stabilité de la résistance
aux bioinsecticides et de comparer les résultats obtenus au laboratoire & ceux observés
sur le terrain.

L’intégration de ces résultats dans des stratégies de lutte intégrée durables.
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