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Résumé -- 

1.1 est généralement admis que le diflubenzuron, insecticide dérivé 

de la diphenylbenzoyluree, pertwbe la sécrétion cuticulaire en inhi- 

bant la synthèse de la chitine. Des travaux récents ont signalé que 

que cet insecticide, administré aux femelles, réduit leur fécondité 

et l'éclosion des oeufs. Le but de cette étude est d'obtenir plus 

d'informations sur les effets du diflubenzuron sur la reproduction 

chez un insecte lepidoptère Cydia pomonella après une application 

topique d'une dose sub-létale deCI,5 ug de matière active par animal , 

rtialisée à la veille de l'exuviation nymphale. 

Les résultats de l'étude microscopique, histologique et biochimi- 

que et les observations macroscopiques montrent un allongement de la 

durée du développement nymphal, une diminution de l'épaisseur de l'épi- 

thlélium folliculaire et de la taille de l'ovocyte basa1 au cours de la 

métamorphose. 
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La détermination des taux d'hormone de mue dans les extraits 

totaux de chrysalides femelles par dosage radioimmunologique ré- 

vèle que le second pic, spécifique aux femelles et probablement 

en rapport avec l’ovogénèse, est complètement inhibé après trai- 

tement au diflubenzuron. D’autre part, la taille de l'ovocyteba- 

sal, la teneur en protéines des ovaires ainsi que le nombre d’o- 

vocytes par ovaire, déterminés à l’émergence des papillons, sont 

significativement réduits par le diflubenzuron comparativement aux 

lots témoins. 

Selon nos résultats, la réduction de la fécondité et de l’é- 

closion des oeufs observée chez plusieurs espèces serait probable- 

ment due à une interférence du diflubenzuron avec le processus de 

vitellogénèse via le contrôle homonal et ou les précursseurs vitel- 

logéniques hémolymphatiques. 

li- INTROWCTION 

Il a été déjà rapporté chez de nombreuses espèces que le diflu- 

benzuron (DFB), insecticide dérivé de la diphenylbenzoylurée, réduit 

la fécondité et le pourcentage d'éclosion des oeufs après traitement 

des femelles adultes (l-7). L'effet sur la fécondité résulte d’un 

traitement des femelles soit par contact soit par ingestion (8-9). 

Le,DFB n'affecte pas la spermatogénèse, la fécondation ou l’ovopo- 

sition chez Lymantria dispar (10) et Pectinophora gossypiella (11). 

Par contre, chez les femelles d'0xya japonica, le DFB administré par 

ingestion , retarde la maturation des ovocytes (4). La plupart deces 

recherches ont été réalisées après traitement des adultes. Le mécanis- 

me d'action du DFB sur la fécondité n'a pas été encore élucidé. C'est 

pourquoi, l'objectif de cette étude est d’obtenir plus d’informations 
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sur l’action du DFB sur la reproduction chez un insecte lépidop- 

tère Cydia pomonella traité par application topique à la veil- 

.le de 1’ éxuviation nymphale. 

2.-MATERIEL ET METHODES 

2.1.- Insectes et traitement 

Des chenilles du dernier stade de C.pomonella sont récoltées 

dans un verger de Cognassier à Annaba. Les chenilles femelles sont 

cslevées individuellement à 25OC et 60% d’humidité relative. L’expé- 

rimentation a été réalisée sur trois séries d’animaux : la première 

série a été traitée avec le DFB, la seconde avec le solvant (acétone> 

et enfin la troisième n’a pas été traitée du tout (témoins). Le DFB a 

eté fourni par Philips Duphar B.V. (Hollande). Une application topi- 

que de 0,5 ug de DFB en solution dans 3 ul d’acétone a été faite sur 

la région dorso-abdominale de larves femelles du dernier stade, I-2 

,jours avant l’exuviation nymphale. 

2.2.- Histologie 

Les techniques histologiques ont été effectuées selon les indica- 

tions de Martoja et Martoja (12). Des chrysalides de différents âges 

sont prélevées et fixées, après incision, dans du Bouin alcoolique. 

Des coupes de 5 à 7 um d’épaisseur sont colorées à l’azan. L’épais- 

seur de l’épithélium folliculaire et !La taille (longueur et largeur) 

de l’ovocyte basa1 sont mesurées sur 3-4 chrysalides différentes pour 

chaque âge de la vie nymphale. 
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2.3.- Observations in toto 

Des papillons femelles sont prélevés , immédiatement après leur 

émergence, des séries témoin et traitée et disséqués dans du liquide 

de Ringer légèrement coloré avec du bleu de méthylène. Le nombre d’o- 

vocyte et la taille de l’ovocyte basa1 sont determinés pour chaque 

ovaire. 

2.4.- Dosage des protéines 

Les ovaires sont prélevés de chaque papillon immédiatement aprés 

leur émergence. L’extraction des protéines de chaque paire d’ovaire 

lest réalisée selon la technique décrite par le Bras et Echaubard (13) 

et les. taux de protéines sont déterminés selon la méthode de Bradford. 

(14) en utilisant l’albumine de sérum de bovin comme’standard. Les ab- 

tsorbances sont lues dans un spectrophotométre Beckman DU-6 à une lon- 

gueur d’onde de 595 nm. 

2.5.- Dosage des ecdystéroides 

Les taux d’ecdystéroides dans les extraits de corps entier de chry- 

salides femelles des séries traitée et témoin sont analysés selon la 

technique de De Reggi et al. (15). Chaque chrysalide datée est homogé- 

néisée dans 0,5 ml de méthanol absolu et centrifugée à 10.000 g pendant 

4 min. Le surnageant est évaporé à 60°C sous jet d’azote et l’extrait 

sec est repris par du tampon citrate (0,‘l M, pH 6,‘2). Les dosages sont 

menés sur au moins 3 échantillons (3-7) par âge, chaque échantillon 

rstant dosé en duplicat. Les résultats sont exprimés en ng d’équivalent 

%O-hydroxyecdysone par mg de poids corporel. 
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a.- RESULTATS 

Des essais préliminaires ont montré qu'une application topique 

d'une dose de Cl,5 UCJ de DFB à la veille de la chrysalidation provo- 

quait une inhibition de l'exuviation adulte chez 25% des animaux 

traités. 

Le DFB retarde significativement l'exuviation adulte puisque la 

durée du développement nymphal est de 9,85 + 0,8'l jours (m + s) chez 

Iles témoins contre 12,30 + 0,60 jours chez les animaux traités auCFB. 

I:L n'y a pas de différence significative (p>O,O5) au niveau de la 

durée du développement nymphal entre les animaux témoins et les ani- 

maux traités à l'acétone seul (10,50 +- 0,57 jours>. 

C. pomonella présente quatre ovarioles polytrophiques par ovaire. 

Ches les chrysalides témoins, la. taille de l'ovocyte basa1 augmente 

jusqu'au huitière jour de la vie nymphale pour atteindre un maximum 

qui reste constant jusqu'à l’émergence des papillons (Fig. 1). La 

longueur et la largeur maximum de l'ovocyte basa1 sont respectivement 

1278,00 + 10,ZO um et 490,OO + ‘7,FQ um ; l’épaisseur de l'épithélium 

folliculaire de l'ovocyte basa1 augmente durant la première semaine 

de la vie nymphale atteignant une valeur maximum de 84,OO + 1,04 um 

puis décroit par la suite (Fig. 2). 

Le DFB affecte rapidement cette évolution puisque une diminution 

de l'épaisseur de l'épithélium folliculaire et de la taille de l'ovo- 

cyte basa1 est enregistrée dès I'éxuviation nymphale. Le développement 

des ovocytes est réduit et retardé. Les valeurs maximum enregistrées 

dès le neuvième jour sont respectivement 822,04 + 43,18,um pour la 
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longueur,de 234,75 + 13,62 um pour la largeur tandis que l'épais- 

seur de l'épithélium folliculaire atteint un maximum de 43,50 + 

6,18 um le neuvième jour de la vie nymphale. D’autre part, la tail- 

le de l'ovocyte basa1 et le nombre d'ovocytes par ovaire relevés à 

l’émergence des papillons sont significativement réduits (Tableaux 

1,2). En effet, le nombre d'ovocytes par ovaire est de 156 + 10 chez 

la série témoin et seulement 114 2 8 chez les insectes traités au 

DFB. La longueur et la largeur de l'ovocyte basa1 sont respectivewnt 

1261,25 2 13,09 um et 444,60 + 19,30 um chez le lot témoin contre 

804,81 2 26,28 um et 250,80 + 18,90 um chez le lot traité. L'acétone 

n'a pas d'effet significatif ( p>O,O5) sur la taille de l'ovocyte 

basa1 et le nombre d'ovocytes par ovaire comparativement aux animaux 

témoins. 

L'analyse quantitative des protéines dans les ovaires,prélevés à 

l’émergence des papillons, révèle que le DFB réduit significativement 

(p<O,05)les taux de protéines. En effet, les valeurs obtenues sont 

respectivement 43,49 + 14,96 ug de protéines par ovaire chez les ani- 

maux témoins contre 14,15 + 5,43 ug/ovaire chez la série traitée (10 

femelles par série). 

Le dosage radioimmunologique des ecdystéroides durant la métamor- 

phose a été réalisé chez les animaux témoins et les animaux traités. 

Chez les animaux témoins la variation des taux des ecdystéroides dans 

les extraits de corps entier de chrysalides femelles présente deux 

pics : Je premier au jour 3 et le second au jour 6 après l'exuviation 

nymphale (Fig.3). Cette évolution est perturbée par le DFB puisqueseu- 

lement le premier pic est observé chez les animaux traités ; cet u-tique 

=240- 

Retour au menu



pic a lieu à 3 jours et sa valeur (3695,Ol + ng/mg> est comparable 

a celle du premier pic de la série témoin (3665,43 t 744,95 ng/mg). 

Le second pic est complètement inhibé par le DFB. 

4.- 01!5cuss1oN 

Le DFB perturbe le processus de mue chez C. pomonella et retarde 

l'exuviation adulte confirmant des travaux antérieurs sur d’autres 

espéces (16-21). D’autre part, ce produit présente une activité ovi- 

c.ide après traitement des femelles et affecte également la reproduc- 

tion. 

L'activité ovicide est obtenue soit par traitement direct des 

oeufs soit par traitement des femelles ; elle est due à des perturba- 

tions de la sécrétion cuticulaire chez l'embryon (8). L'effet du DFB 

sur la fécondité n'est pas unanime. Une diminution de la fécondité 

après traitement des femelles a été observée chez Epilachna varivestis 

('l), Eurydema oleraceum (21, Dacus oleae (31, Ceratitis capitata (221, 

et 0. japonica (4). Cependant, chez Tribolium castaneum (23), Anthono- 

mus grandis (241, Culex tarsalis (251, Stomoxys calcitrans et Musca - 

$mestica (6) et P. gossypiella (Il), le DFB n'affecte pas la fécondi- 

t4. 

Comme chez les autres espèces de Lépidopt&res (la), l'ovogénèse 

chez C.pomonella se déroule durant la métamorphose. En effet, chez les 

animaux témoins, l'ovocyte basa1 atteint son épaisseur maximum 7 jours 

apres l'exuviation nymphale.Ceci coincide avec le début de résorption 

de l'épithélium folliculaire et avec le second pic d'ecdysteroides dé- 

tecté chez les chrysalides femelles. Comme chez Bombyx (26) et Galle- 

ria (271, Cydia présente 2 pics d’ecdystéroides durant le développement -- 

-241- 

Retour au menu



nympho-adulte. Nos résultats montrent que le DFB perturbe la crois- 

sance et le développement des ovocytes chez Cydia. L'étude histolo- 

gique révèle une diminution de l'épaisseur de l’épithélium follicu- 

laire et de la taille de l'ovocyte basa1 après traitement au DFB cum- 

parativement aux témoins. De plus, le dosage radioimmunologique des 

ecdystéroides montre que le second pic est complètement inhib6 par 

le DFB. 

Chez les adultes femelles d'O.japonica traités au DFB, LIM et 

LEE (4) observent un retard dans le développement des ovocytes et 

une augmentation de la résorption des ovocytes entralnant une dimi- 

nution de la fécondit6 et de l'éclosion des oeufs ; cependant, il 

n'y a pas de différence significative au niveau du nombre d’ovariole 

et de la longueur de l’ovocyte basa1 entre les séries témoin et trai- 

tée, Il a été également rapporté que le jeûne augmente le pourcentage 

de développement des ovocytes et diminue le poids sec des ovaires ain- 

si que leurs contenus en lipides, protéines et sucres chez 0. japonica 

(2%). Une étude sur A.grandis suggère que la diminution de la fécon- 

dité après traitement au DFB serait due à une inhibition de la synthk 

d'ADN (29). 

Dans le cas de C. pomonella, la croissance et le développement sont 

réduits et retardés. D’autre part, le nombre d'ovocyte par ovaire rele- 
vé à l’émergence des papillons est réduit par le DFB. Des résultats pré- 

liminaires sur l'évaluation quantitative des protéines dans les ovaires 

révèlent une diminution des taux de prgtéines après traitement au DFB. 

HIGHMAN et al. (30) ont observé chez Schistocerca gregaria une inhibi- 

tion du dépôt du vitellus par le ,jeÛne. La diminution des taux de pro- 

téines dans les ovaires peut avoir plusieurs causes telles une chute . 
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des taux de protéines hémolymphatiques et/ou une interférence avec 

les hormones contrôlant la vitellogénèse. 

Il est généralement admis que les taux des métabolites hémolym- 

phatiques (sucres,protéines, lipides) et d’hormones sont corrélés 

avec le développement ovarien. Les effets du DFB sur les taux d’hor- 

mones de mue chez C. pomonella et sur les taux de sucres et proté- 

ines hémolymphatiques chez les nymphes de Tenebrio molitor (données 

non publiées) confirment cette hypothèse . 

Ainsi, nos résultats révèlent que le DFB affecte la reproduction 

chez C. pomonella. L’insecticide perturbe la croissance et le dévelop- - 
pement des ovocytes. La diminution de la fécondité et du pourcentage 

d’éclosion des oeufs observée chez plusieurs espèces,serait due en par- 

tie à une interférence de l’insecticide, avec le processus de l’ovogé- 

nèse. 
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.Tableau l.- Nombre d'ovocyte par ovaire déterminé à l'exuviation 
adulte chez les séries témoin et traitée. 

Traitement Nombre d’ovocyte/ovaire 
-Moyenne (+ s> Min.-Max 

Témoin (n=38) 156,45 + 9,76 135-168 

Acétone(n=13) 140,15 + 6,33 '133-147 

DFB (n=l5) 113,66 + 7,89 105-121 

Tableau 2.- Taille de l'ovocyte basa1 déterminée à l'exuviation 
adulte chez les séries témoin et traitée 

Traitement 

Témoin (n=24) 

Acétone(n=23) 

DFB (n=28) 

T LOngueur/largeur (um) 1 
Moyenne (+ s> 

1262,25 + 13,09 

444,50 + 19,30 

1267,18 + 28,06 
418,13 ; 17,90 

804,81 + 26,28 

250,80 + 18,90 

Min.- Max 

1246 - 1278 

399 - 490 

1214 - 1309 
375 - 459 

759 - 845 

217 - 282 
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Figure 1. 
-de 

Evolution de la taille de l'ovocyte basa1 durant la métamorphose 
Cydia pomonella chez les chrysalides témoins (wlongueur,elar- 

geur) et les chrysalides traiées au diflubenzuron (t-longueur,0-lar- 
geur). Chaque point représente la moyenne + l'écart-type établie 
sur un effectif de 4-5 chrysalides par âge. 
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Figure 2. Evolution de l'épaisseur de l'épithélium folliculaire de 
l'ovocyte basa1 durant la métamorphose de Cydia pomonella 
chez les chrysalides témoins ( l .) et les chrysalides traitées 
au diflubenzuron ( 0 ). Chaque point repésente la moyenne + 
l'écart-type établie sur 4-5 chrysalides par $ge. 
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Figure :3. Evolution des taux d'ecdystéroides dans les extraits de corps 
-entier de chrysalides femelles témoins ( l ) et traitées au dif- 
lubenzuron ( o ) au cours de la métamorphose. Chaque point repré- 
sente la moyenne + l'écart-type établie sur 2-7 échantillons par 
âge, chaque échantillon étant dosé en duplicat. 
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