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Résumé

Le diflubenzuron, 1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) urée, est connu depuis plusieurs années pour
son pouvoir insecticide, son utilisation sur le terrain posant encore de nombreuses questions. Des expériences
en laboratoire montrent que les applications topiques de ce produit dans Uacétone affectent la reproduction des
glossines & un degré qui est fonction directe de la dose. Nous avons repris ces analyses sur Glossina palpalis gam-
biensis Vanderplank en evaminant les conséquences démographiques de cet insecticide.

Le diflubenzuron n’a pas d'effei sur la longévité des femelles ou, aux faibles doses, sur le nombre de pupes
produites ; mais la plupart d’entre elles présentent un puparium déformé d'ow les adultes n’émergent pas.

Ce composé, qui affecte le développement des stades immatures de nombreuses espéces d Arthropodes, est
généralement considéré comme un inhibiteur de la biosynthése de la chitine.

Mots-clés : Diflubenzuron — Glossina palpalis — Reproduction.

Summary

DEMOGRAPHIE EFFECTS OF DIFLUBENZURON ON TSETSEFLY. [FExperiments are carried out to determine
the effects of the tnsect growth regulator, diflubenzuron on adult female Glossina palpalis gambiensis Vander-
plank. As already reported (Jordan et al., 1979 ), we find that the proportion of sur¢ivals among females is
not decreased by the pesticide. Ior average doses, the pupae are produced in normal quantity, but the emergence
ts often inhibited. Males do not suffer from treatment and females only have to be treated. Pupae show a strong
loss of weight, swhich probably corresponds to evaporation across a modified cuticle. The dense laminated pro-
cuticle of normal pupa is transformed into a loose lattice in the abnormal specimens. Measurements of length
and width show large fluctuations, swhereas these dimensions are very constant in normal pupae. The origin
of these defects in the integument seems to be linked to the absence of sclerotization, and to the looseness of the fibrous
matertal in the procutzcle It is generally assumed that chitin synthesis is inhibited by diflubenzuron, but our
observations support a different hypothesis, considering certain cuticular proteins as the possible target 8” this
pesticide.

Key words : Diflubenzuron — Glossina palpalis — Breeding.

(1) Enfomologiste I.E.M.V.T., 10 rue Pierre-Curie, 94700 Maisons-Alfort.
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Introduction

Les propriétés insecticides du diflubenzuron
et de ses principaux analogues ont été évaluées et
examinées de maniére comparée chez les larves de
plusicurs espéces appartenant aux Diptéres, Lépi-
doptéres, Coléoptéres, Hémiptéres et notamment
chez les Glossines (Jordan et Trewern, 1978 ; Jor-
dan et al., 1979).

Le diflubenzuron présente 4 la fois des effets
ovicide et larvicide qui apparaissent aprés conta-
mination des stades immatures ou adultes par
ingestion ou contact direct.

En général, tous les stades larvaires peuvent
étre contrélés par cet insecticide dont l'action se
manifeste au moment de la mue qui suit le traite-
ment, la larve étant alors incapable de s’extraire
de Texuvie. Appliqué sur des ceufs ou des femelles
gravides, il empéche 'émergence de la larve qui se
développe normalement & Uintérieur de 'cenf mais
ne peut en sortir, bien que parfois elle parvienne
& en briser la paroi {Grosscurt, 1978).

Chez les (lossines, larvipares, I'éclosion des
ceuls in utero, Fembryogénése et le développement
larvaire ont lieu normalement jusqu’a la pupaison,
toujours imparfaite (Jordan et Trewern, 1978).

Nous étudions ici les effets du diflubenzuron
sur des p()pulahona de Glossina palpalis gambwnsw
et tentons de préciser 'origine des anomalies pré-
sentées par les pupes issues de femelles traitées,
par une analyse biométrique de la taille et du
poids de ces pupes.

Matériel et méthodes

Glossina  palpalis  gambiensis  Vanderplank,
provient d’un élevage entrepris au laboratoire
d’entomologie de 'IEMVT &4 Maisons-Alfort.

Les adultes sont exclusivement nourris sur
oreilles de lapins, six jours par semaine.

es femelles reproductrices sont maintenues
a une température de 25°C £ 1°C et une humidité
relative d’environ 80 9% (4 5 %). Les pupes pla-
cées dans des tubes de verre stériles, sont stockées
jusqu'él éclosion dans une piéce isolée & 24°C 4+
10C et a 80-85 2}, d’humidité relative.

La photoperlode est de 12 heures de jour — 12
heures d’obscurité.

Le diflubenzuron (fig. 1) se présente a I'état pur
sous forme de cristaux blanes trés peu solubles
dans 'eau (0,2 ppm & 20°C) et relativement solu-
bles dans les solvants organiques. L’acétone, le
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plus généralement utilisé, permet au composé, en
dissolvant les cires, de traverser la cuticule.

HoOH T
DIFLUBENZURON (=} N - ? ~N - ?
(=]
E
1-{4-chlorophenyl}-3~{2,6-difluorobenzoyl| }urée
Fig. 1. — Structure du diflubenzuron.

Pour nos expériences, les solutions de difluben-
zuron dans 'acétone sont préparées a partir d’un
concentré émulsionnable & b 9%, Chaque individu est
traité par application topique : une goutte de solu-
tion de 0,36 pl environ est déposée sur le thorax,
cdté dorsal, au moyen d’un applicateur capillaire,

Nous avons étudié la descendance de divers
lots d’adultes en captivité, en comparant des popu-
lations traitées et des témoins. Chaque série d’expé-
riences porte sur 20 femelles accouplées & I’dge de
trois jours avec 20 males dgés de sept jours.

Les mouches sont mises & s’accoupler pendant
3 jours au terme desquels on effectue les tests sur
les femelles seules.

Les mouches sont alors endormies au gaz car-
bonique et une goutte de diflubenzuron en solution
est appliquée sur chacune d’elle. Pour les témoins,
on dépose seulement une goutte du solvant pur.

Les glossines reprennent vie dans lair et sont
mises en observation dans des cages de type Rou-
baud (14 x 8,5 X b cm) placées sur des récipients
de verre. .es larves pondues tombent dans les réci-
pients ou elles se transforment en pupes.

Les larves de troisitme stade sont expulsées
17 & 19 jours aprés Paccouplement. Lorsque les
femelles sont traitées, la pupaison a lieu en général,
mais avec de visibles anomalies et beaucoup de
pupes n’éclosent pas.

Nous avons étudié les taux de survie des indi-
vidus traités en les comparant aux témoins, et
dénombré les pupes produites normales ou anor-
males et, éventuellernent celles d’entre elles ayant
abouti & Péclosion.

Les pupes ont fait 'objet de certaines mesures
{longueur, largeur, poids, perte de poids & partir
du jour de la larviposition) et les variances cor-
respondantes ont été calculées,

Résultats

Le taux de survie (ou longévité) et le nombre
de descendants (larves et pupes) ont été suivis

20 Cah. O.R.S.T.0.M., sér. Ent. méd. et Parasitol., vol. XXI, n® 1, 1983 : 19-27



Effets du diflubenzuron sur la mouche tsétsé

chez des lots de 20 femelles de Glossina palpalis
gambiensis. Nous avons représenté sur la figure 2
en A et B, le comportement d’une population
témoin et d’une seconde population traitée par le
diflubenzuron & la dose de 0,225 pg/mouche.
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Fic. 2. — Effectif des femelles et nombre de pupes recensées
chague jour, d’une population de G. palpalis gambien-
sis traitée & la dose de 0,225 ug de DFB par mouche

adulte

L'effectif des femelles témoins, recensées cha-
que jour, décroit assez réguliérement & partir du
quinziéme jour pour disparaitre complétement au
bout de cent jours. La production quotidienne de
pupes va en diminuant de maniére paralléle.

Il est intéressant d'observer que dans la popu-
lation traitée par le diflubenzuron, la proportion
de femelles survivantes reste nettement pus élevée
que chez les témoins. La production en pupes est
corrélativement meilleure.

Notons que cetie longévité plus importante
n’est pas générale. On I'observe parfois, mais nous
ne connaissons pas d’exemple de diminution de la
longévité sous laction du diflubenzuron.
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Fre. 3. — Longévité (graphe) et production de pupes appa-

remment normales (histogramme ouvert) et anormales

(histogramme ombré) par des femelles de G. palpalis

gambiensis traitées par application topique de DFB
a la dose de 0,225 pg/mouche
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Le rythme des pontes n’est pas altéré par
Pinsecticide et tourne autour d’une larviposition
tous les 9 & 10 jours, la premidre se produisant
15 a 18 jours aprés l'accouplement. Il est done
commode de présenter la production des pupes en
fonction de groupes d’age échelonnés sur des
périodes de 10 jours qui correspondent a un cycle
d’ovulation théorique. On établit un histogramme
ot lon somme l'ensemble des larves et pupes
obtenues dans chaque tranche successive de 10
jours. Toutes les mouches de la population étant
contemporaines, cela donne sensiblement effectif
de la premiére ponte, puis celul d’ordre 2, 3, ete...
Selon ce principe, les résultats directs de la figure 2
sont transposés dans la figure 3.

Les effectifs des femelles survivantes étant
recensés tous les dix jours, on indique dans chaque
tranche de T'histogramme le nombre de pupes
apparemment normales (en blane) qui d’ailleurs ne
donneront pas forcément lieu & éclosion, et anor-
males (en ombré). Sont comptées dans ce nombre
les larves de troisitme stade n’ayant pu pupé.

On constate que Peffet de I'insecticide diminue
au cours du temps : le diflubenzuron est totalement
efficace sur les deux premiers cycles d’ovulation
mais des pupes normales apparaissent dés le troi-
sitme cycle. Pour 0,255 ug/mouche, la moitié des
pupes de septidme génération donne lieu & éclosion,
et 4 la dixitme ou onziéme génération toutes les
pupes produisent des adultes normaux.
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au cours des cycles d’ovulation chez G. palpalis gam-
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Ce phénomeéne d’échappement & [l'action du
diflubenzuron au cours des cycles d’ovulation suc-
cessifs est représenté sur la figure 4 en comparant
la population contrdle et la population traitée de
la figure 2. Au lieu de recenser les pupes normales
ou anormales, nous avons enregistré les pourcen-
tages d’éclosion, ce qui ne change pas qualitative-
ment les résultats.

Nous avons répété avec la méme espéce de
glossine des expériences similaires en utilisant le
diflubenzuron & la plus forte dose, 3,6 ug/mouche
(fig. b). La longévité, dans ce cas, semble affectée,
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Fiec. 5. — Longévité (graphe) et production de pupes appa-
remment normales (histogramme ouvert) et anormales
(histogramme ombré) par des femelles de . palpalis
gambiensis traitées par application topique de DFB

a la dose de 3,6 pg/mouche
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Effets du diflubenzuron sur la mouche tséisé

la proportion de femelles survivantes diminuant
rapidement au cours des 5 cyecles d’ovulation
observés. Les pontes sont parallélement trés faibles
et profondément altérées, certains cycles (ici le cin-
quiéme) pouvant ne produire aucune descendance.
Celle-ci, surtout au cours des premiers cycles com-
porte essentiellement des larves de 3° stade qui ne
parviennent pas & traverser les mailles de la cage

d’observation pour tomber dans le récipient ol se
fait généralement la pupaison. Toutes meurent
avant de pouvoir s’empuper. Les pupes produites
par la suite sont trés déformées avec des intumes-
cences importantes.

Nous avons porté dans le tableau I, pour
chaque lot, le nombre de pupes produites, le pour-
centage d’éclosion et le sex-ratio.

TasrLEav 1

Taux d’éclosion de pupes produites par des femelles de G. palpalis gambiensis traitées par des applications topiques de DFB

aux doses de 0,225 et 3,6 pg/mouche, ot évaluation de leur productivité (P) (temps d’observation :

43 jours aprés

Paccouplement)

Nombre de
Dose pupes Pourcentage | Sex-ratio | Valeur de
(pg/mouche) | produites | d'éclosion Q/ d P
Lots 0,225 50 0 - 0,083
de .
Contrdle 45 91 21/20 0,087
20 Q
Lots 3,6 9 0 - 0,062
de
Contrdle 26 50 8/5 0,117
10 _g

3¢ col. en bas, 50 : pourcentage anormalement bas (voir texte).

~ Pour les populations témoins, les pourcentages
d’éclosion sont toujours supérieurs & 90 9, (excepté
pour un des lots de dix G. palpalis gambiensis dont
le pourcentage est de 50 % et que nous supposons
di & une variation brusque des conditions d’éle-
vage, température ou humidité, ou bien & l'intro-
duction accidentelle d’une substance toxique dans
la salle d’élevage).

Chez les populations traitées, méme & des doses
faibles de diflubenzuron, aucune éclosion n’est
observée, du moins au cours des premiers cycles
d’ovulation car le phénoméne d’échappement fait
apparaitre des pourcentages de plus en plus élevés en
fonction du temps d’observation des lots de mouches.

L’étude des sex-ratio nous indique que d’une

maniére générale, les femelles sont produites en plus
grand nombre que les males.

Nous savons que les pupes de glossines perdent
progressivement du poids au cours de la vie pipale.
Jusqu’an 5¢ jour aprés la larviposition, la pupe pro-
prement dite n’est pas encore formée et la larve de
4¢ stade, a Pintérieur du puparium, perd beaucoup
d'eau. Aprés le b jour et jusqu’a 'éclosion, les
pertes sont minimes (Bursell, 1958).

Des pupes produites par des femelles de G.
palpalis gambiensis traitées par des applications
topiques de DFB & la dose de 0,225 pg/mouche,
ont été pesées deux fois au cours du stade pupal :
entre le 58 et le 7¢ jour, puis quelques jours avant
leur éclosion (le 35 jour environ).
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Les pertes de poids, rapportées aux poids des lar-
ves au moment de la larviposition, ont été calculées
pour les 7 premiers jours de la vie pupale (fig. 6 A),
et pour I'ensemble de la vie de la pupe (fig. 6 B).
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F1a. 6. — Perte de poids des pupes de G. palpalis gambien-
sis en fonction de leur poids le jour de la larviposi-
tion. A : durant les 7 premiers jours de la vie pupale;
B : durant toute la vie pupale (° = pupes témoins
écloses ; X = pupes témoins non écloses; . = pupes
traitées (0,225 pg/mouche) écloses; + = pupes trai-
tées non écloses ; droite en tirets : limite de la perte de

poids tolérée)
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I apparait nettement que les pertes de poids
sont beaucoup plus fortes pour les pupes produites
par les individus traités et notamment les pupes
qui ne donneront pas lieu & éclosion.

La diminution de poids correspond chez des
pupes normales & une perte d’eau, et il est probable
que le DFB, en altérant la structure tégumentaire
des pupes selon Phypothése généralement admise,
facilite et augmente la déshydratation.

Il est possible de définir une limite de tolé-
rance (fig. 6 B) au-dela de laquelle la perte de poids
trop importante empéche toute éclosion.

Les pupes produites par des femelles traitées
étant souvent trés déformées, nous avons égale-
ment comparé la taille des pupes traitées i celle
des pupes témoins de Iexpérience précédente.

Nous avons mesuré leur longueur totale, lobes
polypneustiques compris, et leur largeur, qui cor-
respond au plus grand diamétre, avec un objectif
0,6, coeflicient micrométrique 154. Les variances
correspondantes ont été calculées (tabl. II).

La longueur moyenne des pupes obtenues &
partir de femelles traitées, est légérement supé-
rieure & celle des pupes témoins. La différence est
plus faible pour la largeur. S'il y a peu de variation
entre les mesures directes, on constate des variances
beaucoup plus élevées chez les pupes issues d’indi-
vidus traités. La fluctuation passe du simple au
double pour une concentration de 0,225 ug de DFB
par mouche femelle.

Ces fluctuations plus fortes sont probable-
ment lides & diverses anomalies morphologiques que
présentent les pupes produites par les femelles trai-
tées. De couleur sombre comme les pupes normales,
leur puparium est plus souple et moins cassant.
Leur contour externe demeure profondément ridé,
chaque sillon correspondant & larticulation entre
deux segments. La forme ellipsoidale du puparium
est moins régulidre et on observe souvent des intu-
mescences latérales. L’'importance des déformations
pupales est fonction de la concentration de diflu-
benzuron appliquée.

En dernier lieu, nous avons caleulé pour chaque
lot la productivité des femelles (tabl. I). On
Pévalue par la relation suivante

Nombre de pupes

Nombre de femelles reproductrices X jours

Le nombre de femelles reproductrices X jours
est obtenu en additionnant le nombre de mouches
vivantes chaque jour, & partir du jour de I'expul-
sion de la premiére larve. La longévité d'une glos-
sine étant de 100 jours environ, et son cycle d’ovu-
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Taille des pupes de G. palpalis gambiensis provenant d’un lot témoin et d'un lot de femelles traitées au DFB (0,225 pg/mouche)

TasrLeavu II

en application topique

Lots de: Pupes traitées Pupes témoins
Effectif: 17 20
min, maxe min, max,
n N
LONGUEUR 5,08 5,72 6,31 5,08 5,48 6,00
(mm)
Variance 0,170 0,082
Ecart~type 0,412 0,286
LARGEUR 2,46 2,82 3,23 2,54 2,88 3,15
(mm)
Variance 0,045 0,031
Ecart-type 0,212 0,176
COMPARAISON Longueur : t = 2,05
DES Différence significative au seuil 5% ,
MOYENNES Largeur : t = 0,98
(test &) Différence significative au seuil 40% .

lation de 10 jours, P a une valeur théorique égale
a 0,1.

Les chiffres obtenus dans I’ensemble des popu-
lations sont extrémement variables.

En fait, la productivité peut étre ramenée &
une autre relation :

1

Durée du cycle d’ovulation

Or, pour une méme mouche la durée des cycles
successifs varie considérablement, allant de 7 & 11
jours (observations faites sur des femelles de G.
palpalis gambiensis 1solées). On comprend alors
aisément la variabilité des valeurs de la producti-
vité ealculées pour des groupes de 10 ou 20 indivi-
dus. La seconde relation permet de déterminer par
conséquent la durée moyenne des cycles d’ovula-
tion pour le lot considéré. Les valeurs faibles de la

productivité indiquent que la durée des cycles est
supérieure & 10 jours, et les valeurs dépassant le
chiffre théorique de 0,1, une durée moyenne infé-
rieure a 10 jours.

La premiére relation reste évidemment la
seule applicable pour l'évaluation de la producti-
vité de populations de glossines, et la comparaison
des groupes traités avec les groupes témoins semble
montrer une légére baisse  de la fécondité sous
laction du diflubenzuron.

Nous avons représenté graphiquement (fig. 7)
ces variations de longueur et de largeur a partir
des mesures directes. Si pour les pupes témoins les
valeurs restent proches de la moyenne, on observe
pour les pupes traitées un étalement des mesures
de part et d’autre de la valeur moyenne, notam-
ment pour les longueurs, conformément aux varian-
ces obtenues.
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Fi1s. 7. — Variations de longueur et de largeur chez des pupes produites par des femelles de G. palpalis gambiensis trai-
tées & la dose de 0,225 pg de DFB par mouche (° = pupes témoins écloses ; X = pupes témoins non écloses ; . = pupes
traitées écloses; 4~ = pupes traitées non écloses)

Discussion et conclusion

Nos résultats sur G. palpalis gambiensis con-
firment ceux obtenus par Jordan et al. (1979) sur
(. morsitans morsttans, La proportion des femelles
survivantes n’est -pas affectée par le traitement au
diflubenzuron. La production de pupes n’est pas
non plus altérée. L’effer de I'insecticide le plus évi-
dent est de modifier la forme et 'aspect des pupes
et d'empécher une proportion élevée des éclosions.

Nous avons mesuré la perte de poids des pupes
traitées aprés la larviposition, et elle est impor-
tante par rapport aux témoins. Elle est due pro-
bablement 4 une perte excessive d’eau.

Nous avons observé que le traitement aug-
mente un peu la longueur moyenne des pupes sans
modifier sensiblement la largeur moyenne. Par
contre, on observe des fluctuations trés impor-
tantes de la longueur et de la largeur chez les pupes
issues des individus traités.

Lors de la pupaison chez les Diptéres Cyeclor-
rhaphes, le tégument du troisiéme stade larvaire
est modifié considérablement. Sa cuticule devient
sombre et durcit. Il y a mélanisation et sclérifica-
tion, deux processus qui apparaissent liés en géné-
ral, mais dont les liens véritables sont encore mal
connus. Le diflubenzuron ne parait pas affecter la
mélanisation, mais semble bien empécher la sclé-
rification. Ces résultats sont & mettre en paralléle

6

avec des recherches blochimiques récentes sur
Paction de cet insecticide sur ce processus (Zomer
et Lipke, 1981).

Nos présents résultats soulignent une forte
perte en eau et une modification tégumentaire chez
la pupe, que nous avons observée ultérieurement
en coupe histologique. La procuticule des larves de
troisiéme stade normales présente une structure
fibreuse, dense et ordonnée que 'on ne retrouve pas
chez les larves anormales provenant des individus
traités. La procuticule y est encore fibreuse, mais
les fibrilles sont trés espacées et ne forment pas de
réseau ordonné. Ce caractére peut donc expliquer
la plus grande perméabilité cuticulaire des pupes
anormales et I'absence de rétention de 'eau.

Une hypothése souvent retenue dans les pubh-
cations est que le diflubenzuron est un inhibiteur
de la synthése de la chitine. Ce polysaccharide est
en effet trés caractéristique de la cuticule des
Arthropodes ; il est peu répandu dans les autres
groupes, notamment chez les Vertébrés ou le diflu-
benzuron est réputé inoffensif. Nous n’avons pas
relevé cependant d’argument qui démontre claire-
ment que ce composé ait une action sur la chitine
elle-méme.

Un point assez remarquable est que les larves
de premier, deuxiéme et troisiéme stade ont une
procuticule trés probablement chitineuse et les
mues peuvent s’accomplic sans probléme (au
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moins pour une dose moyenne de 0,225 ug par
mouche). Cette dose suffit & empécher la sclénfi-
cation et la procuticule se dilue en un réseau
lache. Rien n'indique que la chitine soit absente.
C'est le résean qui est modifié.

La sclérification est un processus qui intéresse
les protéines et non la chitine, 1 a été montré que
le dépot des protéines dans les zones cuticulaires
sclérifiées est légérement affecté par le diflubenzu-
ron (Hillerton et Vincent, 1979 ; Ker, 1977). L’hypo-
these retenue est que les protéines n’étant pas sta-
bilisées par le tannage, l'incorporation de nouvelles
protéines est inhibée. Plus précisément, Clarke et
al. (1977), en étudiant les effets du diflubenzuron
sur la production de la membrane péritrophique
chez Locusta migratoria, ont observé tout d’abord
une augmentation de 'apparence fibreuse de cette
membrane chez les individus traités et ensuite une
réduction en poids. Ils expliquent cette production
réduite de la membrane péritrophique par les
insectes traités par une incapacité de cette struc-
ture cuticulaire & stabiliser les protéines.

Il apparait, en conclusion, que les effets du
diflubenzuron sur la cuticule des insectes ne peu-

vent &tre ramenés 4 une action directe et isolée de
Pinsecticide sur la synthése de la chitine. Son action
paralléle sur les protéines cuticulaires est évidente
et se manifeste par un défaut de sclérification.

Indépendamment de leur intérét sur un plan
fondamental, ces analyses en laboratoive ont pour but
de rechercher les moyens de limiter de maniére plus
spécifique I'emploi de cet insecticide. En effet aux
fortes concentratious, le diflubenzuron inhibe com-
plétement la reproduction de nombreuses espéces.

On peut done s’attendre &4 long terme & des
conséquences néfastes pour de nombreux écosys-
témes de la faune arthropodienne. Par contre, on
peut raisonnablement envisager 'utilisation de cet
insecticide dans un cadre limité.
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