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INTRODUCTION

I. INTRODUCTION

L’industrialisation des cultures, qui a permis a de nombreux pays d’accéder a
une autosuffisance alimentaire et qui a contribué au cours des dernieres décennies a
faire reculer les famines et la malnutrition dans le monde, s’est essentiellement basée
sur une amélioration de la lutte contre les insectes ravageurs via 1'utilisation de
pesticides chimiques a large spectre d’action (Ramade, 2011). Selon Popp et al. (2013),
les pertes de production, avant récolte, des cultures mondiales majeures dues aux
ravageurs (insectes, micro-organismes) et aux adventices sont estimées a 35 %. Sans
une protection efficace des cultures, ces pertes seraient de 70 % (Popp et al., 2013). A
en croire les tenants de l'industrie, la diminution de la production mondiale de
denrées alimentaires causée par la non-utilisation des produits phytosanitaires

pourrait étre a 'origine de famines chez les populations déja fragilisées (Deravel et

al., 2014).

De plus, parmi ces pesticides les insecticides ont également permis de lutter
contre les insectes vecteurs de maladies humaines et vétérinaires (moustiques,
blattes, punaises...) limitant voire éradiquant un certain nombre de maladies
parasitaires tres meurtrieres (Saguez et al., 2007). Cette lutte constitue donc un enjeu
majeur de santé public et en l'absence de remplacant efficace, I'utilisation des
insecticides reste d’une importance capitale dans la lutte antivectorielle sachant que,
par exemple, le paludisme a été responsable de la mort de 655 000 personnes dans le

monde en 2010 (OMS, rapport 2011).

L’utilisation des pesticides a connu un développement important au cours du
XIXe siécle. Différents éléments ont favorisé ce développement: 1'accroissement
démographique de la population humaine (obligation d’augmenter la productivité
agricole), l'affaiblissement des terres agricoles (épidémies dans les cultures),
I'apparition du machinisme agricole ainsi que les progres considérables dans le
domaine de la chimie organique de synthese. Les traitements des cultures par les
pesticides apparaissent alors avec l'utilisation des arsenicaux pour lutter contre les
insectes ravageurs (ex: Eudémis de la vigne, doryphore de la pomme de terre)

(Ramade, 2011).
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Cependant, le véritable essor des pesticides de synthese débute vraiment dans
les années 1930 profitant du développement de la chimie organique de synthése et de
la recherche sur les armes chimiques durant la premiere guerre mondiale. En 1874,
Zeidler synthétisait le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane), un organochloré, dont
les propriétés insecticides furent révélées par les travaux du suisse Miiller en 1939
(prix Nobel de médecine en 1948 pour cette découverte) et utilisé pour la premiere
fois afin d’enrayer une épidémie de typhus (Ramade, 2011). D’autres organochlorés
furent utilisés comme le HCH (hexachlorocyclohexane), I'endosulfan, 1’aldrine ou la

dieldrine.

Néanmoins, ces produits sont trés toxiques et leurs utilisations n’est pas sans
conséquence sur les écosystemes. La publication en 1962 du livre « Silent Springs »
écrit par la biologiste Rachel Carson, a suscité une prise de conscience des problemes
liés a I'utilisation des pesticides sur l'environnement et entrainé l'interdiction du

DDT aux Etats-Unis en 1972.

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

& Amichot, 1998).

D’une fagon générale, I'usage des pesticides représente au début de la présente
décennie une consommation annuelle de plus de 3 millions de tonnes de matiéres
actives pures, ce qui constitue une masse polluante colossale au plan
écotoxicologique sachant que certaines substances possedent une toxicité aigiie qui
est celle de certaines armes chimiques (Ramade, 2011). De plus, certaines molécules
(ex: chlordécone) ont une toxicité a long terme redoutable et une persistance
extraordinaire avec une demi-vie ce chiffrant en millénaires (Cabidoche & Lesueur
Jannoyer, 2011). Certains de ces produits proscrits dans les pays développés sont

toujours en usage dans le reste du monde.
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Aujourd’hui, en plus des effets pervers des pesticides sur I'environnement, sa
biodiversité et la santé humaine, 1'utilisation intensive et répétée de ces molécules a
conduit a la multiplication des cas de résistance limitant ainsi leur efficacité (Nauen

et al., 2012 ; Harrop et al., 2014, Sparck & Nauen, 2015).

Pour ces différentes raisons, une réduction de consommation des pesticides a
été initiée a la fin des années 1980 dans les pays développés avec comme objectif une
diminution de leurs usages de 50% avant 2020 (FAOSTAT). Si cette réduction de
consommation dans les pays développés représente un réel progres, il reste moins
apparent si I'on prend en considération non pas les quantités de matiéres actives
utilisées en valeurs absolues mais le potentiel toxicologique de ces derniéres par
unité de masse. En effet, la tendance générale a conduit au développement de
nouvelles substances qui, tous en ayant une toxicité aigiie plus faible pour les
animaux a sang chaud présentent un risque souvent plus important pour la santé des
écosystemes; c’est le cas des néonicotinoides et leurs impacts sur les pollinisateurs de

cultures (Blacquiere et al., 2012 ; Rondeau et al., 2014).

Face aux enjeux majeurs pour l'environnement et la santé des populations et
afin de valoriser rationnellement 1'exploitation des ressources naturelles, la lutte
chimique largement empirique a fait place a une lutte chimique raisonnée
introduisant les notions de seuil de tolérance, d'utilisation de pesticides a faible
répercussion environnementale et la réduction des concentrations de matieres actives
(Ramade, 2011). Une gestion a long terme des populations de ravageurs mettant en
ceuvres des techniques appropriées et complémentaires d’'une maniére aussi
compatible que possible avec le respect de I'environnement (lutte intégrée) permettra

un fonctionnement équilibré et durable des agro-écosystémes (Ramade, 2011).

Dans cette optique, des méthodes alternatives de lutte ont été mises au point
telles que le développement par l'industrie phytosanitaire de molécules plus
sélectives interférant avec des processus physiologiques et biochimiques spécifiques
aux organismes visés tels que les IGDs (Insect growth disruptors) (Dhadialla et al.,
2005, 2010; Pener & Dhadialla, 2012). Ces molécules sont des produits de synthese
mimant 'action de I'hormone juvénile (HJ) ou de l'ecdysone, les deux hormones

dont les roles principaux sont de contrdler la croissance, le développement et la
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reproduction chez les insectes (Dhadialla et al., 2005, 2010 ; Pener & Dhadialla, 2012),
ou encore des molécules inhibitrices de la synthese de la chitine, composé majeur de
la cuticule des insectes (Ishaaya, 1990). De plus, les recherches sur les produits
naturels susceptibles d’avoir une activité phytosanitaire (biopesticides) retrouvent un

regain d’intérét (Mordue et al., 2010 ; Deravel et al., 2014).

Le concept de « biopesticide » n’est pas nouveau. Des le 7¢ siecle avant Jésus
Christ, des fermiers chinois utilisaient des plantes comme Illicium lanceolatum pour
protéger leurs cultures contre les insectes (Leng et al., 2011). De méme, au Moyen-
Age, des végétaux comme les aconits étaient utilisés contre les rongeurs et des récits
indiens datant du 17¢ siécle rapportent l'utilisation de racines de Derris et de
Lonchocarpus pour leurs propriétés insecticides (Philogene et al., 2002) . De nos jours,
plusieurs biopesticides sont commercialisés. Méme s’il n’existe aucune définition
officielle, dans le domaine de 'agriculture, les biopesticides pourraient étre définis
de la maniere suivante : «Organismes vivants ou produits issus de ces organismes
ayant la particularité de limiter ou de supprimer les ennemis des cultures» (Thakore,
2006; Deravel et al., 2014). Ils peuvent étre classés en trois grandes catégories, selon
leur nature: les biopesticides microbiens (ex: Bacillus thuringiensis), les biopesticides
végétaux (ex: I'huile de neem) et les biopesticides animaux (ex: auxiliaires de

culture) (Chandler et al., 2011 ; Leng et al., 2011).

Les biopesticides offrent de nombreux avantages. Ils sont écologiquement
beaucoup plus compatibles que les produits chimiques et ont une spécificité accrue
vis-a-vis des especes contre lesquelles ils sont dirigés (Deravel et al., 2014). Ces
molécules sont moins rémanentes que leurs homologues chimiques et possedent une
toxicité plus faible vis-a-vis des especes non ciblées, ce qui supporte une utilisation

compatible dans les programmes de lutte intégrée (Deravel et al., 2014).

De plus, les biopesticides sont souvent efficaces en faibles quantités et leurs
molécules bioactives emploient plusieurs modes d’action, ce qui les rend
particulierement intéressantes pour limiter I'apparition de bio-agresseurs résistants
(Deravel et al., 2014). Ces produits sont progressivement employés en agriculture en

raison de leurs faible impact écologique (Frost & Sullivan, 2009). Néanmoins, le
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marché des biopesticides reste tres en dessous de celui des produits phytosanitaires

chimiques.

En effet, en 2000 le marché des biopesticides était a 1'état embryonnaire; la
proportion des biopesticides vendus versus les pesticides chimiques n’atteint que
0,25%. Des proportions de 2,5% ont été enregistrées en 2005 et restent en constante
croissance (Deravel et al., 2014). Aujourd’hui, les biopesticides représentent 5% du
marché mondial des pesticides utilisés en protection des cultures avec un taux de
croissance annuelle (CAGR: Compound Annual Growth Rate) de 8,64% (Olson,
2015). On estime que le marché mondial des biopesticides dépassera les 7% des

ventes d'ici 2023 pour atteindre les 4,5 billion de dollars (Olson, 2015).

La popularité des biopesticides comme alternatives a faible impact
environnementale et le retour vers des molécules d'origine végétale a permis aux
scientifiques de redécouvrir une plante remarquable qui a retenu l'attention et a fait
l'objet d'innombrables recherches et publications; le margousier de la famille des
Meliacae ou arbre de neem (Azadirachta indica A. Juss). Son utilisation en Inde, d'ot il
est originaire, fait partie des pratiques traditionnelles depuis plus de quatre milles
ans (Larson, 1989). De nombreux composés biologiquement actifs ont été extraits des
différentes parties de l'arbre mais les graines de neem restent la source la plus
importante des composés utilisés dans les formulations insecticides (Mulla & Su,
1999; Copping & Duke, 2007). Parmi ces molécules biologiquement actives,
'azadirachtine un tetranortriterpénoide, serait le limonoide le plus puissant et I'un
des bio-insecticides les plus importants (Mordue et al., 2010; Isman et al., 2013). Les
autres limonoides comme la salanine et la nimbine, sont responsables des effets anti-

appétants (Morgan, 2009).

Actuellement, plusieurs formulations (Huile de Neem, Neem Azal, Neemex,
Bioneem) a base d’azadirachtine (extraites du neem) sont commercialisées et utilisées
avec succes dans des agro-écosystemes variés (Schmutterer, 1990; Mordue &

Blackwell, 1993; Isman, 2006; Akca et al., 2009).

Outre son grand pouvoir insecticide, 'azadirachtine est tres sélectif envers
certaines classes d'insectes (Charlestonet al., 2006, Mordue et al.,, 2010). Ce

bioinsecticide est également sans danger pour les mammiféres (Medina et al., 2004;
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Cordeiro et al., 2010; Celestino et al., 2014) et facilement biodégradable (Boeke et al.,
2004). De plus, a I'heure actuelle, aucune résistance n’est notée envers 1'azadirachtine
(Mordue et al., 2005 ; Wang et al., 2014). Ainsi, I'azadirachtine se place actuellement
parmi les substances naturelles actives, extraites des familles de plantes, les plus

étudiées et les plus prometteuses (Mordue et al., 2010).

Toutefois, la littérature récente note des contradictions sur son innocuité vis-a-
vis des organismes non cibles et la possibilité de risques futurs ne doivent pas étre
ignorées (Qi ef al.,, 2001; Medina et al., 2003; Aggarwal & Brar, 2006; Cordeiro et al.,
2010; Scudeler & Santos, 2013; Gontijo et al., 2015). En effet, des effets toxiques ont été
rapportés chez certains insectes non cibles tels que chez Ceracochrysa claveri,
Neoseiulus baraki, Amphiareus constrictus et Bombus terrestris (Scudeler et al., 2014; Lima
et al., 2015; Gontijo et al., 2015 ; Barbosa et al., 2015). A I'opposé, chez les organismes
aquatiques, l'azadirachtine est cité comme molécule, relativement inoffensive et
serait un agent prometteur contre les parasites (Kumar et al., 2013; Banerjee et al.,

2014).

Depuis la mise en évidence des propriétés de perturbateurs de croissance des
insectes (IGDs) en 1972 (Schmutterer & Singh, 1995), l'azadirachtine, principal
composé actif du neem, a fait I'objet de nombreux travaux et publications (Boeke et
al., 2004; Mordue et al., 2005, Morgan, 2009; Tomé et al., 2013; Lai et al., 2014;
Boulahbel et al., 2015). Ainsi, 'azadirachtine provoquerait plus de 90% des effets de
la plupart des insecticides conventionnels. Toutefois et malgré les différents effets
connus de l'azadirachtine, son mécanisme d’action reste incertain et fait I'objet de

nombreuses investigations (Mordue et al., 2010; Wang et al., 2014).

En plus, d'un effet anti-appétant sur les insectes (Stark et al., 1990; Schmutterer
& Singh, 1995, Andreu et al, 2000; Senthil-Nathan et al., 2004, 2005, 2006),
'azadirachtine affecte également différentes enzymes impliquées dans les processus
de digestion (Rharrabe et al., 2008; Khosravi & Sendi, 2013). Cette molécule est
particulierement active sur les cellules en division par blocage de la polymérisation
des microtubules (Mordue et al., 2010). Cet insecticide naturel induit 'apoptose et
possede une action antiproliférative en arrétant le cycle cellulaire chez Spodoptera

litura et Spodoptera frugiperda (Huang et al., 2011; Shu et al., 2015; Wang et al., 2015).
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L’azadirachtine interfere avec le systeme nerveux central (SNC) chez la drosophile
par inhibition de la transmission cholinergique excitatrice via les canaux calciques
(Qiao et al,, 2014) et agit sur I'expression des genes liés au développement chez
Plodia interpunctella (Lynn et al., 2012) et Drosophila melanogaster (Lai et al., 2014). 11
affecte également les événements de la reproduction chez différentes especes (Pineda

et al., 2009; Tine et al., 2011; Boulahbel et al., 2015a).

Les effets de 1'azadirachtine ont été rapportés, notamment sur la fécondité, le
développement ovarien, la structure des ceufs et la fertilité (Lucantoni et al., 2006;
Suman et al., 2010; Boulahbel et al., 2015a). De plus, plusieurs études montrent que
l'azadirachtine influence le comportement d’oviposition chez plusieurs insectes
(Blaney et al., 1990; Ma et al., 2000; Charleston et al., 2006, Cordeiro et al., 2010; Hasan
& Ansari, 2011; Tomé et al, 2013).

En effet, chez les insectes tels que D. melanoguaster, les femelles sont sélectives
quant au choix du site de ponte et peuvent différer leur ponte si un site ne leur
convient pas et ce afin d’assurer la survie de leur descendance (Montell, 2009).
Aujourd’hui, D. melanogaster est utilisé comme modele pour comprendre les
processus impliqués dans les prises de décisions chez les insectes, ces phénomenes

restent tres mal connu (Yang et al., 2008).

Le choix du site de ponte est une étape comportementale cruciale qui peut
affecter la survie et la reproduction de l'insecte (Battesti et al., 2014). Cette décision
dépend de facteurs génétiques et environnementaux (Wertheim et al., 2002; Yang et
al., 2008; Joseph et al., 2009; Venu et al., 2014) et est sans doute reliée aux capacités
sensorielles de la drosophile, qui impliquent tout particuliérement le sens de
I'odorat, et secondairement de la vue (Grossfield, 1978). De nombreuses études
récentes ont démontré que ce type de décision peut étre influencé par I'expérience
sensorielle individuelle et modifiée en fonction d'une expérience larvaire ou adulte
(Dukas, 2008; Sarin & Dukas, 2009; Abed-Vieillard et al., 2013; Anderson et al., 2013;
Abed-Vieillard & Cortot, 2016). En effet, 'apprentissage semble jouer un role
important dans différentes prises de décision par les insectes et D. melanogaster
représente aujourd’hui le systeme modele le plus étudié en biologie de

I'apprentissage (Dukas, 2008).
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Si l'aversion a l'azadirachtine conduisant a un évitement de I'oviposition sur
un milieu contenant cette molécule a été rapporté par de nombreux travaux
(Brunherotto et al., 2010; Tomé et al., 2013), aucune étude n'a été menée sur la

possibilité du conditionnement de cette aversion a 1’azadirachtine chez l'insecte.

Les objectifs de cette étude sont:

1. Evaluer la toxicité d'une formulation commerciale d’azadirachtine, le
Neem-Azal, testé par application topique, sur des larves du début du
troisiéme stade larvaire (L3) de D. melanogaster. La détermination des doses
létales (DL1o, DLo2s, DLso et DLoo) et leurs intervalles de confiance respectifs a

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

2. Evaluer les effets sublétaux et létaux (DLas, DLso) de l'azadirachtine sur
différents parametres du développement de I'insecte (aberrations

morphologiques, durée de développement, survie).

3. Examiner les effets sublétaux et létaux (DLxs et DLsg) sur le nombre d’ceufs
pondus par les femelles en condition de choix et de non choix du site de

ponte.

4. Examiner les effets sublétaux et létaux (DL2s et DLso) sur le poids corporel,
la quantité de nourriture ingérée et sur les principales enzymes digestives

de I'insecte (a-amylase, chitinase, lipase et protéase).
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I1I. Matériel et méthodes

II.1. La drosophile: organisme modele

La drosophile plus connue sous le nom de « mouche du vinaigre » est un
insecte diptére brachycere holométabole. Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) est
'organisme de prédilection pour la recherche biologique, utilisé comme organisme
modele depuis plus d'un siecle. A l'origine, cet organisme était principalement
étudié en génétique pour comprendre les regles de I'hérédité des caracteres. Apres
Thomas Hunt Morgan en 1933 pour ces travaux sur le role des chromosomes dans
I'hérédité, ce sont trois drosophilistes (E.B. Lewis, C. Niisslein-Volhard et E.
Wieschaus) qui furent récompensés en 1995 du prix Nobel de Médecine pour le
controle génétique du développement embryonnaire précoce chez la drosophile.
Récemment, un autre prix Nobel a été décerné a J.A Hoffman pour ces recherches en
immunologie. Aujourd’hui, la drosophile est essentiellement utilisée en biologie du
développement (Gilbert et al., 2013), pour comprendre comment un organisme
complexe se forme a partir d'un ceuf fertilisé mais également en neurogénétique de
I'apprentissage (Dukas, 2008). En plus de l'importance de la drosophile dans les
différents domaines de la biologie, cette mouche posséde de nombreux avantages,
notamment un génome totalement séquencé depuis 2000 (Adams et al., 2000) qui
permet l'utilisation de nombreux outils moléculaires. De plus le maintien aisé des
élevages en laboratoire associé a un cycle de vie court (10 jours a 25°C) et une
progéniture abondante disponible a chaque génération, représente un avantage non

négligeable.
I1.2. Taxonomie

Les drosophiles sont des animaux faisant partie du phylum des arthropodes
et plus précisément de la classe des insectes. Elles appartiennent a l'ordre des
dipteres (ou mouches vraies) caractérisés par la présence d’haltéres sur le troisieme
segment thoracique indispensables a la stabilisation du vol. Cet ordre renferme les
mouches, moucherons et moustiques. La famille des Drosophilidae, compte pres de
3000 espeéces (O’'Grady & Markow, 2009) qui ont colonisé tous les types
d’environnement (Fig. 1). La majorité des ses especes appartiennent au deux sous-

genre : Drosophila (1450 especes) et Sophophora (450 especes) (Fig. 2). Suite a des
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études récentes, il semblerait que D. melanogaster soit plus proche
phylogénétiquement du genre Sophophora que du genre Drosophila (O’'Grady &
Markow, 2009). L'intégration de melanogaster dans le genre Sophophora a été proposée
a la commission internationale de nomenclature zoologique, ce qui a suscité un long
débat et un mécontentement de beaucoup de drosophilistes qui considerent D.

melangaster comme un label étant 'espéce la plus célebre apres ['Homo Sapiens

(Dalton, 2010).

Regne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous- embranchement Hexapoda
(Classe Insecta
Sous-classe Prerygota
Infraclasse Neopteru
Ordre Diptera
Sous- ordre Brachyveera
Infra- ordre Muscomorpha
Famille Drosophilidae
Sous- famille Drosophilinae
Genre Drosophila
Espéce Drosophila melanogaster

Mecigen, 1830

Figure 1. Taxonomie de Drosophila melanoguaster.
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D. simulans
D. sechellia
E. melanogaste:l

melanogaster subgroup D. yakuba
melanogaster group D. erecta__ | :
D. ananassae g
P obscura group r D. pseudoobscura
L D. persimilis
willistoni_group D. willistoni — 7
IMPM“ £oF D. mojavensis \
— D. virilis
virilis group
Drosophila . .
- - D. grimshawi
Hawaiian Drosophila 5
I I I I 1 I
50 40 30 20 10 0]

Divergence Time
(Million Years)

Figure 2. Phylogénie de Drosophila melanogaster (O’Grady & Markow, 2009).
Schéma : (http:/ /hereditariedadgenetica.blogspot.com /2008 /03 /taxonomia.html).

IL.3. Principales caractéristiques de Drosophila melanogaster

Comme tous les insectes, le corps de la drosophile ce compose de trois parties
distinctes : la téte (région céphalique), la région thoracique et la région abdominale.
Les trois paires de pattes sont localisées sur la partie ventrale des différents segments
thoraciques (Fig. 3A). La drosophile n’a qu'une seule paire d’ailes fonctionnelles, (les
ailes antérieures) localisée sur la partie dorsale du second segment thoracique
(notum); les ailes postérieures sont atrophiées sous la forme d'un balancier
minuscule. Ces mouches sont de couleur brun jaunatre, avec des anneaux
transversaux noirs au travers de 1'abdomen. Elles ont des yeux rouge vif et des

antennes courtes a extrémité plumeuse (Fig. 3A).

Les drosophiles présentent un dimorphisme sexuel (Parvathi et al., 2009): les

femelles mesurent environ 3 a 4 millimetres de long; les males sont un peu plus
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petits. Les males possedent un peigne sexuel représenté par une petite touffe de
soies noires située au niveau du premier article du tarse de la patte antérieure (Fig. 3
B). L'abdomen de la femelle est de forme pointue, avec des segments terminaux de
couleur claire. L'abdomen du male est plus arrondi, avec des segments terminaux
tres foncé (Fig. 3 C). Chez le male le pénis trés coloré est situé a l'extrémité de
I'abdomen alors que la plaque vaginale située au méme endroit chez la femelle n'est

pas colorée (Fig. 3 D).

Figure 3. Dimorphisme sexuel chez D. melanogaster: vue latérale du corps male et
femelle (A) vue des pattes (B), vue dorsale (C) et vue ventrale (D). (D’apres Prokop
et al., 2013).

I1.4. Cycle biologique

Chez D. melanogaster, la femelle pond directement ses ceufs sur un milieu qui
servira de substrat alimentaire aux larves qui en sortiront. La femelle peut pondre
plusieurs centaines d'ceufs au cours de sa vie et suivant la qualité du substrat
alimentaire et surtout de la température ambiante, la durée du développement des
individus nouvellement pondus sera plus ou moins importante: environ 10 jours a

25°C et pres de 50 jours a 12°C (Ashburner & Thompson, 1978).
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Le cycle de vie de D. melanogaster comprend un stade embryonnaire (ceufs), 3
stades larvaires, un stade pupal ou nymphal et un stade adulte ou l'insecte est

capable de voler et de se reproduire (Fig. 4).

Stade embryonnaire: La femelle pond des centaines d’ceufs sur des fruits en
putréfaction ou d’autres matieres humides ou en fermentation (Tavernier & Lizeaux,
2002). Les ceufs en forme d'un ballon de rugby sont de couleur blanchétre et

mesurent environ 0,5 mm de long,.

Stade larvaire: Environ vingt trois heures apres la ponte, les ceufs vont éclore
pour donner naissance a une larve blanchatre appelée « asticot ». Celle-ci se nourrit
alors de la pulpe du fruit en creusant des galeries. Le stade larvaire dure 4 jours et
comprend trois stades L1 (24 h), L2 (24 h) et L3 (48 h). A la fin de se stade (110 h
apres la ponte), les larves de 3¢me stade cessent de s’alimenter, sortent du milieu
nutritif et entament une phase d’errance. A son terme, les larves secrétent une glu et

se fixent sur un support (Dubrovsky, 2007).

Stade pupal : L’éversion des spiracles antérieurs 120 h apres la ponte, définit
le début du stade prépupale qui durera 12 h. La derniere cuticule larvaire se tanne
rapidement et devient le puparium, dans lequel la métamophose va se dérouler.
Cette derniére se poursuit pendant les 3 jours et demi que dure la période pupale et a
son terme les tissus larvaires ont été histolysés et les structures adultes se sont

formées a partir des disques imaginaux (Compbel, 2006; Quinn et al., 2012) (Fig. 5).

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

ultérieurement et commencent & pondre un jour plus tard (Tavernier & Lizeaux,

2002).
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Femelle

Figure 4. Cycle de vie de D. melanogaster (D’aprés Weigmann et al., 2003).
Schéma : (http:/ /zookeepers.livejournal.com/)

Figure 5. Origine larvaire des appendices de la drosophile adulte: les disques
imaginaux (D’apreés Prokop et al. 2013).

Page 14



MATERIEL ET METHODES

IL.5. Elevage au laboratoire

L’élevage de D. melanogaster (souche Canton-S: lignée sauvage de référence)
en laboratoire est réalisé a une température de 25°C, une hygrométrie de 70% et une
scotophase de 12 h, sur un milieu nutritif artificiel (33,3 g semoule de mais, 33,3 g
levure de biere, 4,8 g d’agar-agar, et 20 ml d’antifongique (méthyl-hydroxy-4-
benzoate a 10% dans de I'éthanol a 95%)). Les drosophiles sont élevées dans des
flacons de plastique bouchés par un tampon de mousse (Fig. 6). Les mouches sont
transférées tous les 3-4 jours dans de nouveaux tubes afin d’éviter les problemes de

compétition larvaire et fournir une progéniture suffisante.

Figure 6. Elevage de D. melanogaster au laboratoire.

I1.6. Présentation de l'insecticide

L’azadirachtine commercialisé sous le nom de Neem Azal-T/S est composé
d’azadirachtine A (1% d’azadirachtine ; Emulsion Concentrée (EC); firme : Trifolio-M
GmbH, Lahnau, Germany). La masse molaire de l’azadirachtine A est de
720,7 g mol, et sa formule chimique: C35Hu4O16. Cette formulation émulsifiable dans

l'eau, correspond a un liquide brun avec une odeur caractéristique du Neem (Fig. 7).
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Figure 7. Structure chimique de 'azadirachtine (Mordue et al., 2005).
I1.7. Traitement des insectes

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

ainsi obtenues seront alors au début du dernier stade larvaire (L3).
I1.8. Bioessai

Apres un screening préalable, 1'insecticide a été testé a différentes doses (0,1;
0,25; 0,5; 1; et 2 ug/larve). Quatre répétitions de 15 insectes chacune ont été réalisées
pour chaque dose. Une série témoin est conduite en parallele et les individus

recoivent 1 pl de solvant (acétone).

La mortalité a été enregistrée quotidiennement jusqu'a l'émergence des
adultes et évaluée a partir de la mortalité cumulée des stades immatures (larves
mortes, pupes mortes, mues bloquées et incompletes). La mortalité observée des
stades immatures a été corrigée selon la formule d”Abbott (1925) afin d’éliminer la
mortalité naturelle. Les pourcentages de mortalités corrigées subissent une
transformation angulaire selon les tables de Bliss (1938) in Fisher & Yates (1957). Les

données ainsi normalisées font I'objet d’une analyse de la variance a un critere de
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classification et un classement des doses par le test HSD de Tukey. Enfin, la
régression non linéaire exprimant le pourcentage de la mortalité corrigée en fonction
du logarithme de la dose a permis d’estimer les doses létales (DL, DL2s, DLso et

DLg) ainsi que leurs intervalles de confiance (95 % IC).
IL.9. Effets de I’azadirachtine sur le développement
I1.9.1. Pourcentage de pupaison et d’émergence

Les effets de 1'azadirachtine (DLss, DLso), administré par application topique
aux larves du début du dernier stade larvaire (L3), ont été évalués sur le pourcentage
de pupaison et d’émergence des adultes par un comptage direct des pupes et des
adultes obtenus. Cinq répétions de 15 insectes chacune ont été utilisés pour chaque

série.
I1.9.2. Analyse morphologique

Dans le but de détecter d’éventuelles malformations des insectes apres
traitement a 1'azadirachtine, une analyse morphologique a été menée 24 h apres
traitement des larves du début du troisieme stade (L3) et ce jusqu’a I'émergence des
adultes. Les différentes malformations ont été observées grace a un microscope
photonique Leica DM500 muni d"un appareil photographique Leica ICC50 HD. Les
pourcentages de chaque phénotype ont été calculés et trois répétions de 15 insectes

chacune ont été utilisés pour chaque série.
I1.9.3. Durée du développement

La durée de developpement des stades larvaire et pupal a été évaluée sur des
séries témoins et traitées (DLys et DLso). Les larves et les pupes ont été observées a
intervalle de 4 h jusqu'a la pupaison ou I'émergence des adultes. 30 répétitions ont

été utilisées pour chaque série.
I1.9.4. Analyse de la survie

Les effets de 1'azadirachtine (DLss, DLso), administré par application topique
aux larves du début du dernier stade larvaire (L3), ont été évalués sur la survie des

adultes durant les 15 premiers jours de la vie imaginale. L’analyse de la survie a été
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réalisée selon le protocole décrit par Linford et al. (2013) (Fig. 8). Des groupes de 15

males et 15 femelles nouvellement émergés issus des séries témoins et traitées (DLos,

DLso) ont été placés dans des tubes d'élevage contenant 3 ml de milieu standard. Les

insectes sont transférés dans des tubes contenants de la nourriture fraiche toutes les

48 heures. Lors des repiquages, les mouches mortes sont dénombrées. 5 répétitions

ont été utilisées pour chaque dose et chaque sexe.

Azadirachtine

Traitement des L3 au début de stade

Survivarship

Y
|

Days

Adultes nouvellement émergés

(Témoins, DLzs, DLso)

>

Survie des adultes

Sexe séparés

1\

FACAEACACA AR

Transfert des adultes dans de la

nouvelle nourriture chaque deux jours ﬂ

Ancienne nourriture

Analyse de survie
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Adultes morts

Nourriture fraiche

Mortalité

% Chaque jour
3
S——

——
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Ancienne nourriture
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[ |
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Nourriture fraiche

Figure 8. Procédure expérimentale pour l'évaluation de la survie des adultes de D.

melanogaster d’apres Linford et al. (2013).
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I1.10. Préférence d’oviposition en condition de choix ou de non choix

Des adultes males et femelles (3 males et 3 femelles) vierges agées de 3 jours,
ayant survécus au traitement préalable des larves (DL2s, DLso), sont libérés dans un
dispositif expérimentale en verre renfermant deux boites de Petri servant de
"pondoirs" (diametre = 35 mm, hauteur = 10 mm), I'une contenant 2 ml de milieu
nutritif témoin et l'autre 2 ml de milieu nutritif traité (azadirachtine: 0,1 ou 0,25
png/ml) (Fig. 9). Les doses d’azadirachtine utilisées dans les milieux nutritifs
n’induisent aucune mortalité durant le temps d’exposition relativement court de
notre expérience (24 h). Les adultes copulent librement pendant 24 heures
(Harshman et al., 1988), a I'issus desquelles les ceufs déposés sur chaque pondoir sont
dénombrés. Dix répétitions sont réalisées pour chaque test. Un Indice de Préférence
d'Oviposition (IPO) est calculé selon Flaven-Pouchon et al. (2014) comme suit : IPO=
(nombre d’ceufs sur milieu traité) — (nombre d’ceufs sur milieu témoin) / (nombre
d’ceufs sur milieu traité) + (nombre d’ceufs sur milieu témoin). Théoriquement
I'indice de préférence d’azadirachtin varie entre -1 (grande aversion pour

'azadirachtine) et +1 (grande attraction pour I’azadirachtine).

Des expériences similaires ont été utilisées pour évaluer le comportement
d’oviposition dans les conditions de non choix. Dans ce cas, les couples sont
transférés dans des boites contenant soit du milieu nutritif standard, soit du milieu
nutritif traité a 1’azadirachtin (0,1 ou 0,25 pg/ml). Le nombre d’ceufs pondus a été
évalué de la méme fagon que pour les tests en conditions de choix. Les ceufs pondus
par les insectes témoins et traités (DLxs, DLso) dans le milieu non traité (témoin) ont
été utilisés pour évaluer 1'effet de 1'azadirachtine sur la fécondité des femelles. Dix

répétitions ont été utilisées pour chaque milieu (Fig. 9).
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Figure 9. Procédure expérimentale pour 1'évaluation de la préférence d’oviposition

de D. melanogaster en condition de choix ou de non choix.

I1.11. Effets de I’azadirachtine sur la digestion
I1.11.1. Analyse pondérale

Le poids corporel de D. melanogaster a été estimé chez les insectes témoins et
traités a 'azadirachtine (DL2s, DLso). Apres traitement des larves du début du stade
L3, les insectes sont transférés dans des tubes contenant de la nourriture fraiche et le
poids larvaire est estimé 24 h apres le traitement (balance de précision: Sartorius AG
Gottinger, Germany). Une mesure du poids des pupes (0, 24, 48, 72 h apres
pupaison) ainsi que le poids des adultes males et femelles (24 h apres 1'émergence)
survivant au traitement a également été effectuée. 30 insectes ont été utilisés pour

chaque série d’expériences.
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I1.11.2. Quantité de nourriture ingérée

L’estimation de la quantité de nourriture ingérée chez les insectes des séries
témoins et traitées (DLxs, DLso) est réalisée selon le protocole de Wong et al. (2009)
qui utilise le colorant bleu erioglaucine (bleu brillant FCF ou E 133), comme
marqueur de la prise de nourriture, a une concentration de 2,5% (W/V). Ce composé
n’interféere pas avec le test, n’est pas toxique pour les mouches a cette concentration
et n’est pas affecté par le pH de l'intestin ou les enzymes digestives (Tanimura et al.,
1982). Le test est réalisé sur les larves L 3 des séries témoins et traitées (DL2s, DLso;
24 h apres traitement) ainsi que sur les corps décapités des adultes males ou femelles
(24 h apres l'émergence) ayant survécu au traitement préalable des larves. Pour
chaque type d’expérience, cinq insectes (larves ou adultes de méme sexe) sont
placées dans des boites de Petri contenant de la nourriture coloré au bleu
erioglaucine pendant 2 heures. Aprées cette période les insectes sont transférés dans
des tubes eppendorf et placés au congélateur (- 20 °C) jusqu'au dosage. Seules les

mouches ayant un abdomen coloré en bleu ont été sélectionnées (Fig. 10).

Les échantillons, ainsi obtenus, sont homogénéisés dans 0,2 ml d’eau distillée
al'aide d"un broyeur manuel (EPPI pistill); 0,8 ml d’eau distillée sont ensuite ajoutés.
L’homogénat ainsi obtenu est centrifugé (13 000 trs/min, pendant 15 min) pour
éliminer les débris et le surnageant récupéré servira au dosage (Wong et al., 2009).
L’analyse spectrophotométrique s’effectue a température ambiante, a une longueur
d’onde de 629 nm. L’absorbance du colorant permet de déterminer la quantité de
nourriture ingérée contenue dans chaque échantillon par comparaison avec une
courbe de référence réalisée a partir d'une série de dilutions (0 - 15 pg/ml) de
nourriture marquée a l'erioglaucine (colorant) dans I'eau distillée. Des insectes de

méme age exposés a une nourriture standard, sans colorant, sont utilisés comme

ligne de base durant I’analyse spectrophotométrique.
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Figure 10. Test d’estimation de la quantité de nourriture ingérée, mouche avec un

abdomen coloré en bleu.
I1.11.3. Dosage des enzymes digestives
1- Préparation des extraits enzymatiques

L’intestin moyen des larves de troisiéme stade (24 h apres traitement) et des
adultes males et femelles (72 h apres I'émergence) des séries témoins et traitées (DLos,
DLso) ont fait I'objet d'un dosage de l'activité de quatre enzymes digestives: a
amylase, chitinase, protéase et lipase. L'intestin moyen est prélevé sur les larves et les
adultes de D. melanogaster apres dissection sous loupe binoculaire. Les intestins ainsi
obtenus sont rincés dans un tampon salin froid (0,15 M NaCl) puis homogénéisés
par pool de dix intestins dans 1 ml de tampon universel’. L’homogénat ainsi obtenu
est centrifugé a 13 000 trs/ min pendant 15 min et le surnageant récupéré est conservé
a -20°C jusqu’au dosage ou il servira comme source d’enzyme. Six répétitions ont été
effectuées pour chaque série d’expérience. Par ailleurs, la concentration en protéines
totale des différents échantillons a été préalablement déterminée suivant la méthode
de Bradford (1976), qui utilise le bleu brillant de coomassie (G250) comme réactif et
I'albumine de sérum de boeuf comme standard, et ce afin de pouvoir calculer les

différentes activités spécifiques.
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L’activité spécifique des enzymes =

Quantité en uM * dilution ) )
/ Quantité de protéine en mg

Fraction aliquote en ml * le temps d’incubation

1- Préparation du tampon universel pH 7 :

Acide citrique 6,008 g
Potassium dihydrogene phosphate 3,893 g
Acide borique 1,769 g
Thiobarbituric acid 5,266 g
HO qspll

Ajuster le pH avec une solution 0,2 N sodium hydroxyde.
2- Dosage de l'activité amylase

Le dosage d’ a- amylase est réalisé selon Bernfeld (1955) qui utilise le DNS2
comme réactif et 'amidon (1%) comme standard. La méthode du DNS (acide 3,5
dinitrosalicylique) dite méthode de sucre réducteur est une méthode colorimetrique
basée sur la réaction du DNS avec les groupes réducteurs libérés apres hydrolyse de
I'amidon sous I'action de I'a-amylase. Le protocole de dosage est réalisé comme suit :
20 pl d’extrait enzymatique sont ajoutés a 100 pl de tampon universel et 40 ul
d’amidon. Apres une incubation de 30 minutes a 35°C, la réaction et stoppée par
I'addition de 100 ul de DNS et un chauffage de 10 minutes au bain marie (100°C).

Apres refroidissement a température ambiante 100 pl d’eau distillée sont ajoutés.

L’absorbance est mesurée a 540 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions (20 pl d’eau distillée remplacant la source d’enzyme). Le calcul de
I'activité enzymatique est effectué grace a une courbe d’étalonnage de maltose
(0 - 1 pM/ml) réalisée a partir d’'une solution mére de maltose (180 mg/ml).

L’activité spécifique d” a-amylase est exprimée en pM/min/mg de protéine.
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2-  Préparation de I'acide dinitrosalicyclique (DNS) :

Acide 3,5 dinitrosalicylique 1g

Eau distillée 50 ml
Sodium potassium tartrate tetrahydrate 30g
NaOH (2N) 20 ml
HO qspll

3- Dosage de I'activité chitinase
- Préparation de la chitine colloidale

La chitine colloidale a été préparée selon la méthode de Shen et al. (2010); pour
cela, 4 g de chitine (Crab shells, Sigma) sont additionnés délicatement a 40 ml d’"HCL
Aprés une agitation d’une heure a 4°C, 1 litre d’eau distillée froide (4°C) est ajouté.
Le mélange est ensuite filtré sur papier Wattman et le substrat obtenu est lavé a I'eau
distillée plusieurs fois jusqu'a ce que le pH du filtrat atteigne la valeur de 7. La
chitine colloidale, ainsi obtenue, est resuspendu (1% W/V) dans du tampon

phosphate citrate (0,05 M, pH 6,6).
- Dosage enzymatique

Le dosage de I'activité chitinase est réalisé selon le protocole de Miller (1959) basé
sur I'hydrolyse enzymatique de la chitine (polymeére de chitobiose) en N-acetyl-D-
glucosamine (monomere de sucre réducteur). Une fraction aliquote de 250 pl
d’extrait enzymatique est additionnée a 250 pl de chitine colloidale (1%); le mélange
et ensuite incubé pendant 30 min a 50°C sous agitation (120 trs/ min) avant d’étre
transféré au bain marie (100°C pendant 5 min). Apres refroidissement a température
ambiante et centrifugation a 5000 trs/min pendant cinq minute, 150 pl de surnagent
sont additionnés a 300 pl de tampon universel et 200 pul de DNS. Le mélange est
incubé 10 minutes au bain marie a 100°C puis refroidi a 4°C. L’absorbance est
mesurée a 540 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions (250 pl d’eau
distillée remplacant 1'enzyme). L’activité enzymatique a été estimée grace a une
gamme étalon de N-acetylglucosamine (0 - 0,144 mg/ml) préparée a partir d'une
solution mere de N-acetylglucosamine (0,5 mg/ml). L’activité spécifique est

exprimée en mM/min/mg de protéine.
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4- Dosage de l'activité lipase

Le dosage de lipase est réalisé selon la méthode de Tsujita et al. (1989) qui
utilise le pNPB (p-nitrophenyl butyrate) comme substrat. Une fraction aliquote de 10
pl d’extrait enzymatique est additionnée a 18 pl de pNPB (50 mM) et 172 pl de
tampon universel; le mélange est incubé pendant 30 minutes a 37 °C. L’absorbance
est mesurée a 405 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions (18 pl d’eau
distillée remplacant le pNPB). Une unité de lipase libérera 1 uM de pNP (p-
nitrophenol) par minute a 37°C lorsque le p-nitrophenyl butyrate est utilisé comme
substrat. Une gamme d’étalonnage de p-Nitrophenol (0 - 0,025 uM/ml) est réalisée
grace a une solution mere de p-Nitrophenol (0,05 pnM/ml). L’activité spécifique de

lipase est exprimée en uM/min/mg de protéine.
5- Dosage de l’activité protéase

L’activité protéasique est dosée selon la méthode décrite par Garcia-Carreno
& Haard (1993) utilisant la caséine comme substrat. Le mélange réactionnel est : 100
ul d’extrait enzymatique, 100 pl de tampon universel et 200 pl de solution de caséine
(1%) dans le tampon Phosphate salin (PBS) a pH 7,0. Le mélange est incubé a 37°C
pendant 1 h. La réaction est ensuite stoppée par addition de 800 ul d’acide
trichloroacétic (TCA) a 5%, permettant la précipitation des protéines. Le mélange est
centrifugé a 8000 trs pendant 15 min et la lecture des absorbances est effectuée a 280
nm dans des cuves en quartz. L'activité enzymatique est déterminée grace a une
gamme étalon de tyrosine (0 - 2,5 mM/ml) préparée a partir d’une solution mere de
tyrosine (10 mM). L’activité spécifique des protéases est exprimée en mM/min/mg

de protéine.
II.12. Analyse statistique

Les moyennes + SEM sont calculées pour chaque groupe d’expérience.
L’égalité des variances a été confirmée grace aux tests de Bartlett et de Brown-
Forsythe avant I'utilisation de l'analyse de la variance. Une régression non linéaire
utilisant une courbe dose réponse sigmoidale exprimant le pourcentage des
mortalités enregistrées en fonction des logarithmes des doses a permis d’estimer les

différentes doses létales (Sadeghi et al., 2009).
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L’analyse de la variance (un et deux critéres de classification) suivie du test
HSD (Honest Significative Difference) de Tukey est utilisée pour traiter les résultats
concernant, 1'étude morphologique, la durée de développement, le poids corporel, la
quantité de nourriture ingérée et I'activité enzymatique. Les données concernant le
test d’oviposition sont analysées grace au test de Kruskal-Wallis combiné avec le test
de Dunn’s. Le test de Mann- Whitney est utilisé pour comparer 'indice de préférence
d’oviposition (IPO). Les tests log-rank Mantel-Cox et Kaplan-Meier sont utilisés pour
traiter les données de la survie. Tous les calculs ont été effectués a 'aide du logiciel
GraphPad Prism version 6.1 pour Windows (GraphPad software, La Jolla California,
USA, www.Graphpad.com).
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IT1. Résultats

II1.1. Toxicité de I'azadirachtine chez les stades immatures

L’azadirachtine a été testé par application topique sur les larves L3 du début
de stade a des doses variant de 0,1 a 2 pg/larve. Les mortalités enregistrées au cours
des tests de toxicité varient de 14,83 + 0,32% a la dose la plus faible (0,1 pg) a 85,30 +
2,80% a la dose la plus forte (2 ug) (Tableau 1). La mortalité naturelle enregistrée chez
les séries témoins est de 9,99 + 1,92%. Les résultats montrent une mortalité plus
importante du stade pupale traduisant une plus grande sensibilité de ce stade a

'action de I'azadirachtine (Tableau 2).

L’analyse de la variance a un critere de classification effectuée apres
transformation angulaire des pourcentages de mortalité réveéle une différence
hautement significative (p <0,001) (Tableau 3) entre les doses utilisées. Le classement

des doses par le test HSD de Tukey révele I'existence de 5 groupes (Fig. 11).

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction
du logarithme de la dose appliquée (Fig. 12) a permis l'estimation des valeurs des
différentes doses létales (DL) ainsi que leurs intervalles de confiance et le Hill Slope

(Tableau 4).

Tableau 1: Toxicité de 1'azadirachtine (ng/insecte), administré par application
topique aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster: Mortalité corrigée (%)

des stades immatures (m + SEM, n= 4 répétitions de 15 individus chacune).

Dose 0,1 0,25 0,5 1 2
(ug/insecte)
R1 14,29 23,07 38,45 57,14 92,30
R2 15,38 21,42 35,71 61,53 78,57
R3 14,29 23,07 38,45 61,53 85,17
R4 15,38 22,21 35,71 61,53 85,17

m * SEM 14,83+0,32  22,44+0,39 37,08%0,79 60,43%1,09 85,30%2,80
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Tableau 2 : Effets de ’azadirachtine, administré par application topique a différentes

doses (ng/insecte) sur les pourcentages de mortalité et les pourcentages d’émergence

de D. melanogaster. (*) Le pourcentage d’adultes morts représente les mues bloquées

et incompletes.

% de mortalité

Doses % de la % de la mortalité/stade de % Emergence
mortalité développement*
totale
Larves 0%
Témoins 6,66 % pupes 6,66 % 93,33%
adultes 0%
Larves 6,66%
0,1 g 20% pupes 13,33% 80%
adultes 0%
Larves 6,66 %
0,25 ug 26,66% pupes 13,33 % 73,33%
adultes 6,66%
Larves 6,66%
0,5ug 40% pupes 26,66% 60%
adultes 6,66%
Larves 20%
1pg 66,66 % pupes 40% 33,33%
adultes 6,66%
Larves 6,66%
2 ug 86,66 % pupes 73,33% 13,33%
adultes 6,66%

Page 28



RESULTATS

Tableau 3. Toxicité de l'azadirachtine (ng/insecte), administré par application
topique aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster : Mortalité corrigée (%)
des stades immatures (m + SEM, n= 4 répétitions de 15 individus chacune) : Analyse

de la variance a un critere de classification apres transformation angulaire des

mortalités enregistrées (%).

Source de SCE ddl Fobs
variation
Traitement 13357 4 3339 419,6 0,001 ***
Erreur résiduelle 119,4 15 7,95
Total 13476 19

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Figure 11. Toxicité de l'azadirachtine (ug/insecte), administré par application
topique aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster : Mortalité corrigée (%)
des stades immatures (m + SEM, n= 4 répétitions de 15 individus chacune). Les

lettres représentent le classement des doses selon le test HSD de Tukey.
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Figure 12. Effets de I'azadirachtine, administré par application topique aux larves du
début de stade L3 de D. melanogaster : Courbe dose-réponse exprimant le
pourcentage de mortalité corrigée chez les stades immatures en fonction du

logarithme de la dose. R2= 97%.

Tableau 4. Toxicité de l’azadirachtine (ug/insecte), administré par application

topique aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster: Détermination des doses

létales chez les stades immatures et leurs intervalles de confiance (95%).

Valeur (ug) Intervalle de Erreur standard
confiance
DLo 0,11 [0,05-0,27]
DL 0,28 [0,17 - 0,46]
DLso 0,67 [0,48 - 0,93]
DLoo 3,77 [1,60 - 8,90]
Hill slope 1,27 [0,70 - 1,84] 0,17
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II1.2. Effets de I’azadirachtine sur le développement

II1.2.1. Effets de l'azadirachtine sur le pourcentage de pupaison et

d’émergence

L’effet de I'azadirachtine (DLos, DLso) administré par application topique chez
les larves du début de stade L3 de D. melanogaster réduit significativement le
pourcentage de pupaison et d’émergence (Fig. 13). Une diminution dans le
pourcentage de pupaison est également enregistrée au deux doses testées (p < 0,001)
et ce sans effet dose (p > 0,05) (Tableau 5). Les valeurs moyennes enregistrées sont de
93,33 £ 2,10% pour les témoins, 81,33 + 2,49% pour la DL»s, et 76 £ 2,66% pour la
DLs (Fig. 13 A).

L’azadirachtine (DLas et DLsp) réduit également le pourcentage d’émergence
des adultes de D. melanogaster comparativement aux témoins (p < 0,001) et ce avec un
effet dose-réponse (p < 0,001) (Tableau 6). Les valeurs moyennes sont de 93,33 +
2,10% pour les témoins, 72 + 2,49% pour la DLos, et 46,66 + 4,71% pour la DLso (Fig.
13 B).

Tableau 5. Effets de 1'azadirachtine (DLzs, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur le pourcentage de pupaison,

(m £ SEM, n= n= 5 répétitions de 15 individus chacune). Analyse de la variance a un

critére de classification.

Source de SCE ddl Fobs
variation
Traitement 788 2 394 13,29 0,001 ***
Erreur résiduelle 355,5 12 29,64
Total 1144 14

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Tableau 6. Effets de 1'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur le pourcentage d’émergence,
(m + SEM, n= n= 5 répétitions de 15 individus chacune). Analyse de la variance a un

critére de classification.

Source de SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement 5458 2 2729 49,76 0,001 ***
Erreur résiduelle 658 12 5484
Total 6116 14

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Figure 13. Effets de 1'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur le pourcentage de pupaison
(A) et d’émergence (B), (m £ SEM, n=5 répétitions de 15 individus chacune). Les

moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).
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II1.2.2. Effets de I’azadirachtine sur la morphologie

Différentes malformation (Fig. 14) ont été enregistrées chez D. melanogaster
apres traitement des larves du début du stade L 3 a 'azadirachtine (DL»s, DL5o). Les
aberrations morphologiques observées chez les larves sont représentées par une
hyperpigmentation, une déformation du corps ainsi que l'apparition d’'intermédiaire
larve-pupe. En ce qui concerne les pupes et les adultes, des pupes déformées et
bloquées, des intermédiaires pupe-adulte, des mues incompletes, des adultes
malformés (absence d’ailes ou ailes déformés) ainsi qu'une inhibition totale de

I"émergence ont été notés (Fig. 14).

La comparaison entre les séries témoins et traitées (Fig. 15) indique que
'azadirachtine induit une différence hautement significative (p < 0,001) de la plupart
des malformations observées uniquement pour la plus forte dose (DLso). Cependant,
les taux d’adultes malformés ainsi que de I"émergence complete des adultes difféerent

significativement en comparaison aux témoins avec une relation dose-réponse.
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Figure 14. Aberrations morphologiques chez D. melanogaster apres traitement des
larves du début de stade L3 a l'azadirachtine (DL2s, DLso): (A) Larve normale, (B)
Larve hyper pigmentée, (C) Pupe normale, (D) Pupe-adulte intermédiaire, (E) Adulte

normale, (F) et (G) Adulte malformé.
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Figure 15. Pourcentage d’aberrations morphologiques chez D. melanogaster apres
traitement des larves du début de stade L3 a I'azadirachtine (LD2s, LDso), (m + SEM,
n= 3 répétitions de 15 individus). Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas

significativement différentes (p > 0,05).
II1.2.3. Effets de I’azadirachtine sur la durée de développement

L’azadirachtine (DLys, DLsp) administré par application topique chez les
larves du début de stade L3 de D. melanogaster augmente significativement la durée
de développement des stades larvaire et pupal (Fig. 16). En effet la durée de
développement du stade L3 varie avec une relation dose-réponse (p < 0,001)
(Tableau 7), les valeurs moyennes enregistrées sont de 53,13 + 1,09 h pour la DLos et
60,13 £ 1,54 h pour la DLsy contre des valeurs témoins de 42,27 = 0,90 h.
L’azadirachtine induit donc un prolongement du stade larvaire d’environ 11 h pour

la DLos et 18 h pour la DLso (Fig. 16 A).
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Une augmentation de la durée du stade pupal est également enregistrée au
deux doses testées (p < 0,001) et ce avec un effet dose-réponse (p = 0,01) (Tableau 8).
Les valeurs moyennes sont de 150,7 + 0,69 h pour les témoins, 158,5 + 1,2 h pour la

DLos, et 165,7 £ 1,45 h pour la DLs, (Fig. 16 B).

Tableau 7. Effets de 1'azadirachtine (DLz2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur la durée de développement

(h) des stades larvaire, (m * SEM, n= 30). Analyse de la variance a un critere de

classification.
~ Sourcede @ SCE  ddl  CM  Fobs P
variation
Traitement 4863 2 2432 55,28 0,001***
Erreur résiduelle 3827 87 43,99
Total 8690 89

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

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

Tableau 8. Effets de 1'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique

aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur la durée de développement

N

(h) des stades pupal, (m + SEM, n= 30). Analyse de la variance a un critere de

classification.
Source de SCE ddl Fobs
variation
Traitement 3406 2 1703 42,12 0,001 ***
Erreur résiduelle 3518 87 40,44
Total 6924 89

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Figure 16. Effets de l'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur la durée de développement
(h) des stades larvaire (A) et pupal (B), (m £ SEM, n= 30). Les moyennes suivies d'une

méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).

I11. 2.4. Effets de I’azadirachtine sur la survie des adultes

Le traitement des larves au début du stade L3 a l'azadirachtine (DLas, DLso)
induit une réduction significative de la survie des adultes males et femelles de D.
melanogaster (Fig. 17) et ce durant les 15 premiers jours de la vie imaginale (Male:
Log-rank test, x2 =21,79; df = 2; p < 0,001; Femelle: Log-rank test, x2=19,68; df =2; p
<0,001).

La mortalité enregistrée est dépendante de la dose administrée et les femelles
semblent plus sensibles au traitement. De maniére générale, la survie des mouches
traitées est importante durant les premiers jours de I'expérimentation puis décline de
maniére exponentielle. Chez les série témoins, une survie de 100% des insectes testés

est enregistrée contre 48% pour les males et 37% pour les femelles et ce a la plus
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% Survie

faible dose (DLas). Pour la DLso les taux de survie sont de 26% pour les males et

seulement 16% pour les femelles (Fig. 17 A & B).
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Figure 17. Effets de l'azadirachtine (DLss, DLs), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur la survie des adultes males

(A) et femelles (B).

II1.3. Effets de l’azadirachtine sur la fécondité et la préférence du site

d’oviposition

L’azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique chez les L3
du début de stade, affecte la fécondité des femelles en réduisant de maniére
hautement significative le nombre d’ceufs pondus et ce comparativement aux
témoins (p < 0,001). Les résultats obtenus en condition de choix montrent une
préférence claire d’oviposition sur un milieu témoin que sur un milieu traité et ce
pour les deux doses testées (0,1 et 0,25 pg/ml). L'analyse statistique des résultats
révele un effet hautement significative aussi bien pour le milieu 0,1 pg/ml (KW=
19,49; p <0,001) (Fig. 18A) que pour le milieu 0,25 ng/ml (KW= 25,20; p < 0,001) (Fig.
18 B).

De maniere générale, le pourcentage d’ceufs pondus diminue d’environ 30 a

40% sur milieu traité en comparaison au milieu non traité. De plus, les femelles ayant
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été préalablement exposées (début du stade L3) a l'azadirachtine montrent une
aversion plus importante a cette molécule en comparaison aux femelles naives et

pondent donc moins d’ceufs (p < 0,001).

Les résultats concernant l'indice de préférence d’oviposition (IPO) des
femelles de D. melanogaster témoins ou traitées a I’azadirachtine (début de stade L3)
sont représentés sur la figure 19. Les valeurs de I'IPO obtenues sont toujours
négatives et sont de - 0,293, - 0,419, - 0,370 pour le milieu 0,1 pg/ml - 0,296, - 0,391, -
0,398 pour le milieu 0,25 pg/ml et ce respectivement pour les femelles témoins,

traitées a la DLs et traitées a la DLs.

L’analyse statistique des données révele des différences significatives entre
I'IPO des femelles traitées et des femelles témoins. En effet, Pour le milieu 0,1 ng/ml,
le test de Mann-Whitney révele un effet significatif entre les femelles témoins et
traitée a la DLos (U = 8,00; p = 0,02) et a la DLso (U = 4,00; p = 0,0037). Cependant,
aucune différence significative n’est enregistrée entre les deux doses testées (U =
24,00; p > 0,05) (Fig. 19 A). Des résultats similaires sont observés pour le milieu 0,25
ng/ml avec des différences significatives entre les femelles témoins et traitée a la
DLas (U =12,00; p = 0,02) et entre les femelles témoins et traitée a la DLso (U = 13,00; p
= 0,027). Aucun effet dose n’est enregistré (U = 40,00; p > 0,05) (Fig. 19 B).

En ce qui concerne les tests d’oviposition en condition de non choix, les
résultats obtenus montrent une nette préférence d’oviposition sur milieu non traité et
ce pour tous les insectes testés (témoins, DLys et DLso). Les femelles pondent moins
d’ceufs sur milieu traité comparativement au milieu non traité (Fig. 20) et une
relation doses-réponse et enregistrée pour le milieu 0,1 pg/ml (p < 0,001). Le test de
Kruskal-Wallis révele des différences significatives entre les différents insectes testés
(témoins, DLy et DLso) et ce pour le milieu témoin (KW= 25,81; p < 0,001), le milieu
0,1 pg/ml (KW= 25,43; p < 0,001) et pour le milieu 0,25 pg/ml (KW= 20,79; p < 0,001)
(Fig. 20).
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Figure 18. Effets de 1'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique

aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur le nombre d’ceufs pondus en

condition de choix du milieu de ponte: A: Milieu témoin vs milieu 0,1 pg/ml

d’azadirachtine, B : Milieu témoin vs milieu 0,25 pg/ml d’azadirachtine. (m + SEM,

n= 10 répétitions de trois couples chacune). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne

sont pas significativement différentes (p > 0,05). Les lettres en minuscules indiquent une

différence significative entre les individus témoins et traitées dans le méme milieu. Les

étoiles indiquent une différence significative entre les individus de la méme série dans des

milieux différents.
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Figure 19. Indice de préférence d’oviposition (IPO) des femelles de D. melanogaster
en condition de choix du milieu de ponte. A : Milieu 0,1 ug/ml, B:0,25 pg/ml. Les
moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05). Les
lettres en minuscules indiquent une différence significative entre les individus témoins et

traités dans le méme milieu.
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Figure 20. Effets de 1'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur le nombre d’ceufs pondus en
condition de non choix du milieu de ponte. (m * SEM, n= 10 répétitions de trois
couples chacune). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement
différentes (p > 0,05). Les lettres en minuscules indiquent une différence significative entre

les individus témoins et traités dans le méme milieu. Les lettres en majuscules indiquent une

différence significative entre les individus de la méme série dans des milieux différents.
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II1.4. Effets de I’azadirachtine sur la digestion
II1.4.1. Effets de I’azadirachtine sur le poids corporel

Les effets de 'azadirachtine (DL2s, DLso) sur le poids corporel des larves,
pupes et adultes de D. melanogaster sont représentés sur la figure 21. Le poids des
larves L3 au moment du traitement est 2,01 £ 0,03 mg. Chez les séries témoins (24 h
apres traitement) le poids moyen des larves L3 est de 1,96 + 0,03 mg, 'azadirachtine
réduit de maniere significative (p < 0,001) (Tableau 9) le poids larvaire et les valeurs
moyennes enregistrées sont de 1,77 £+ 0,03 mg pour la DL»s et 1,52 + 0,04 mg pour la
DLso. L’azadirachtine réduit donc le poids larvaire d’environ 9,69% pour la DL et

22,44% pour la DLso (Fig. 21 A).

Les résultats concernant le poids des pupes de D. melanogaster témoins et
traitées aux deux doses testées (DLos et DLso) et agées de 0, 24, 48, et 72 h sont
représentés sur la figure 21 B. L’azadirachtine (DL2s et DLs) réduit de maniére

significative le poids des pupes au cours du développement pupal.

L’analyse de la variance, a deux critéres de classification, effectuée sur le
poids des pupes révele un effet hautement significatif du traitement (p < 0,001), de
I'age (p < 0,001) et un effet non significatif de l'interaction traitement-age (p > 0,05)
(Tableau 10). Toutefois, aucune différence significative (p > 0,05) n’est enregistrée

entres les deux doses testées (Fig. 21 B).

L’azadirachtine (DLys et DLsp) réduit également le poids des adultes males
et femelles de D. melanogaster comparativement aux témoins et ce sans effet dose
(Fig. 21 C). L’analyse de la variance a deux critéres de classification révele un effet
hautement significatif du traitement (p < 0,001), du sexe (p < 0,001) mais pas d’effet

interaction traitement-sexe (p= 0,56) (Tableau 11).
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Tableau 9. Effets de I'azadirachtine (DLs, DLsg), administré par application topique aux

larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur le poids corporel des larves L3, (m + SEM,

n=30). Analyse de la variance a un critere de classification.

Source de
variation
Traitement 2,98 2 1,49 38,97 0,001***
Erreur résiduelle 3,32 87 0,038
Total 6,31 89

Tableau 10. Effets de 1'azadirachtine (DL2s, DLsp), administré par application topique aux

larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur le poids corporel des pupes. (m = SEM, n=

30) : Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de
variation
Traitement 5,10 2 2,55 28,77 0,001***
Age 2,11 3 0,703 7,93 0,001%**
Interaction 0,21 6 0,036 0,406 0,874
Erreur résiduelle 30,88 348 0,088

Tableau 11. Effets de 1'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique aux

larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur le poids corporel des adultes males et

femelles. (m = SEM, n=30) : Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de
variation
Traitement 1,77 2 0,885 21,54 0,001 ***
Sexe 10,13 1 10,13 246,4 0,001***
Interaction 0,046 2 0,023 0,568 0,567
Erreur résiduelle 7,15 174 0,041

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Figure 21. Effets de l'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur le poids corporel chez les
larves (A), les pupes (B) et les adultes males et femelles (C). (m + SEM, n= 30
répétitions). Les lettres en minuscules indiquent une différence significative entre les

individus témoins et traités de méme age ou de méme sexe.
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II1.4.2. Effets de I’azadirachtine sur la quantité de nourriture ingérée

N

La quantité de nourriture ingérée a été déterminée a partir d’'une courbe
standard utilisant différentes concentrations de nourriture marquée a l'erioglaucine

(Fig. 22).
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Figure 22. Quantité de nourriture ingérée: Courbe standard exprimant les
absorbances a 629 nm en fonctions des concentrations de nourriture marquée a

I'erioglaucine (ug/ml). R2 = 99%.

L’azadirachtine (DL2s et DLso) administré par application topique chez les
larves du début de stade L3 affecte la quantité de nourriture ingérée chez D.
melanogaster (Fig. 23). Les valeurs moyennes enregistrées chez les larves, 24 h apres
traitement, sont de 1,96 + 0,13 ng/larve pour la DLos et 1,36 + 0,11 pg/insecte pour
la DLso, contre des valeurs témoins de 2,40 + 0,03 pg/ insecte (Fig. 23 A).

L’analyse statistique des données (Tableau 12) révele un effet hautement
significatif du traitement (p < 0,001); en effet les larves traitées a 1’azadirachtine
consomment environ 30% a 45%, respectivement pour la DL»s et DLso, de nourriture

en moins en comparaison aux larves témoins (Fig. 23 A).

Les résultats concernant la prise de nourriture des adultes males et femelles
survivant au traitement des larves L3 du début de stade, révelent une réduction

significative de la quantité de nourriture ingérée chez les série traitées
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comparativement aux témoins et ce avec un effet dose-dépendent (Fig. 23 B). Les
valeurs moyennes enregistrées pour les males sont de 1,91 + 0,10 pg/insecte pour
les témoins, 1,32 + 0,029 pg/insecte pour la DL»s et 1,08 + 0,083 pg/insecte pour la
DLso. Pour les femelles, les valeurs moyennes sont de 3,10 + 0,095 pg/insecte pour
les témoins et 2,63 + 0,15 et 2,36 + 0,17 pg/insecte respectivement pour la DLos et la
DLso.

L’analyse de la variance a deux criteres de classification révele un effet
hautement significatif du traitement (p < 0,001), du sexe (p < 0,001) et un effet non

significatif de I'interaction traitement-sexe (p > 0,05) (Tableau 13).

Tableau 12. Effets de 1'azadirachtine (DLzs, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur la quantité de nourriture

ingérée chez les larves L3, (m + SEM, n= 30). Analyse de la variance a un critére de

classification.
Source de SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement 2,74 2 1,37 25,80 0,001 ***
Erreur résiduelle 0,63 12 0,053
Total 3,38 14

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Tableau 13. Effets de I'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur la quantité de nourriture

ingérée chez les adultes males et femelles. (m + SEM, n= 5): Analyse de la variance a

érée

P

(ug/insecte)

Quantité de nourriture ing
[uny
[

deux criteéres de classification.

Source de SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement 3,23 2 1,61 23,99 0,001 ***
Sexe 11,84 1 11,84 175,5 0,001%**
Interaction 0,020 2 0,010 0,15 0,86
Erreur résiduelle 1,62 24 0,067

W
1

b

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

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

(ug/insecte)

(==}
1

Quantité de nourriture ingérée

Témoins DL DLso Male Femelle

Figure 23. Effets de l'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur la quantité de nourriture
ingérée chez les larves (A) et les adultes males et femelles (B). (m + SEM, n= 5

répétitions de 5 individus chacune). Les lettres en minuscules indiquent une différence

significative entre les individus témoins et traitées.

Bl Témoins
@l DL
@8 DL,
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II1.4.3. Effet de I’azadirachtine sur les enzymes digestives

L’azadirachtine a été utilisé par application topique (1ul/insecte) a deux
doses (DLas et DLso) sur des larves du début de stade L3 de D. melanogaster. Les effets
de I'insecticide ont été évalués sur l'activité spécifique de quatre enzymes digestives:
a-amylase, chitinase, lipase et protéase. Les différentes activités spécifiques ont été
quantifiées en utilisant les intestins moyen des larves L3 (24 h apres traitement) et les

adultes males et femelles (3 jours) de D. melanogaster.
1- Effets de I’azadirachtine sur l'activité spécifique de I’ a-amylase

L’activité a-amylase a été déterminée a partir d’'une courbe standard

utilisant différentes concentrations de maltose (Fig. 24).
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Figure 24. Dosage d’a-amylase : Courbe standard exprimant les absorbances a 540

nm en fonctions des concentrations en maltose (uM). R2 = 98%.

Les activités spécifiques de 1'a-amylase (1M/min/mg de protéines) chez les
larves L3 (24 h apreés traitement) et les adultes (72 h apres 'émergence) de D.
melanogaster, témoins et traités par application topique a l'azadirachtine (DL»s, DLso)

sont représentées sur la figure 25.

Chez les larves I'analyse de la variance a un critere de classification réveéle un
effet significatif (p = 0,002) du traitement (Tableau 14). Chez les larves témoins,
l'activité spécifique de 1'a-amylase est de 4,86 + 0,15 uM/min/mg de protéine. Chez
les séries traitées les valeurs enregistrées sont de 3,44 + 0,13 et 3,14 £ 0,11

uM/min/mg de protéine respectivement pour la DLos et la DLso. Par ailleurs, aucune
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différence significative (p > 0,05) n’est observée entres les deux doses testés (Fig. 25

A).

L’analyse de la variance a deux criteres de classification réalisée sur l'activité
spécifique de I'a-amylase chez les adultes males et femelles des séries témoins et
traitées a l'azadirachtine (DL et DLsg), révele un effet traitement hautement
significatif (p < 0,001), un effet sexe non significative (p > 0,05), et une interaction

traitement/sexe hautement significative (p < 0,001) (Tableau 15).

Les valeurs de l'activité spécifique de l'a-amylase chez les males et les
femelles des séries témoins sont respectivement de 547 + 0,16 pM/min/mg de
protéine et 4,74 + 0,08 uM/min/mg de protéine. Chez les séries traitées a la DLos les
valeurs obtenues sont de 3,43 + 0,08 pM/min/mg de protéine pour les males et 3,51 +
0,09 uM/min/mg de protéine pour les femelles. Pour la dose la plus élevée (DLso),
les valeurs sont de 2,26 + 0,02 pM/min/mg de protéine chez les males et de 2,44 +

0,08 pM/min/mg de protéine chez les femelles.

La comparaison entre les séries témoins et traitées (DLas, DLso) révele que
'azadirachtine réduit d'une maniere significative 'activité spécifique de I'a-amylase

chez les adultes méles et femelles avec un effet dose dépendant (Fig. 25 B).

Tableau 14. Effets de 1'azadirachtine (DLzs, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur l'activité spécifique de I'a-
amylase chez les larves L3. (m + SEM, n= 6 répétitions) : Analyse de la variance a un

critére de classification.

Source de SCE ddl cM Fobs P
variation
Traitement 10,14 2 5,06 45,01 0,001 ***
Erreur résiduelle 1,68 15 0,11
Total 11,83 17

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Activité spécifique de l'a- amylase
[uM/min/mg protéines]

Tableau 15. Effets de 1'azadirachtine (DLos, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur l'activité spécifique de I'a-
amylase chez les adultes males et femelles. (m + SEM, n= 6 répétitions) : Analyse de

la variance a deux critéres de classification.

Source de SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement 46,07 2 23,04 396,2 0,001 ***
Sexe 0,21 1 0,21 3,77 0,06
Interaction 1,47 2 0,73 12,69 0,001 ***
Erreur résiduelle 1,74 30 0,058

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Figure 25. Effets de 1'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur l'activité spécifique de I'a-
amylase (uM/min/mg de protéines) chez les larves (A) et les adultes males et
femelles (B). (m + SEM, n= 6 répétitions de 10 individus chacune). Les lettres en

minuscules indiquent une différence significative entre les individus témoins et traitées.
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2- Effets de I’azadirachtine sur 'activité spécifique de chitinase

L’activité chitinase a été déterminée a partir d’'une courbe standard

utilisant différentes concentrations de N-acetylglucosamine (Fig. 26).
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Figure 26. Dosage de chitinase : Courbe standard exprimant les absorbances a 540

nm en fonctions des concentrations en N-acetylglucosamine (mg). R2 = 99%.

Les activités spécifiques de chitinase (mM/min/mg de protéines) chez les
larves L3 (24 h apres traitement) et les adultes (72 h apres 1'émergence) de D.
melanogaster, témoins et traités par application topique a l'azadirachtine (DLas, DLso)

sont représentées sur la figures 27.

Chez les larves I'analyse de la variance a un critere de classification révele un
effet hautement significatif (p < 0,001) du traitement (Tableau 16). Chez les larves
témoins, l'activité spécifique de chitinase est de 0,64 + 0,009 mM/min/mg de
protéine. Chez les séries traitées les valeurs enregistrées sont de 0,51 + 0,005 et 0,44 +
0,006 mM/min/mg de protéine respectivement pour la DL»s et la DLsp avec un effet

dose dépendant (p <0,05) (Fig. 27 A).

L’analyse de la variance a deux criteres de classification réalisée sur I'activité
spécifique de chitinase chez les adultes males et femelles des séries témoins et
traitées a l'azadirachtine (DL»s et DLsoy), révele un effet traitement hautement
significatif (p < 0,001), un effet sexe hautement significative (p < 0,001), et une

interaction traitement/sexe trés significative (p < 0,005) (Tableau 17).
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Les valeurs de l'activité spécifique de chitinase chez les males et les femelles
des séries témoins sont respectivement de 0,44 + 0,01 mM/min/mg de protéine et
0,54 £ 0,012 mM/min/mg de protéine. Chez les séries traitées a la DLs les valeurs
obtenues sont de 0,42 + 0,009 mM/min/mg de protéine pour les males et 0,43 + 0,012
mM/min/mg de protéine pour les femelles. Pour la dose la plus élevée (DLso), les
valeurs sont de 0,37 £ 0,005 mM/min/mg de protéine chez les males et de 0,42 +

0,010 mM/min/mg de protéine chez les femelles.

La comparaison entre les séries témoins et traitées (DLas, DLso) révele que
I'azadirachtine réduit d'une maniere significative l'activité spécifique de chitinase

chez les adultes males et femelles sans effet dose dépendant (Fig. 27 B).

Tableau 16. Effets de 1'azadirachtine (DLzs, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur l'activité spécifique de

chitinases chez les larves L3. (m + SEM, n= 6 répétitions) : Analyse de la variance a

un critére de classification.

Source de SCE ddl Fobs
variation
Traitement 0,128 2 0,064 202,4 0,007 ***
Erreur résiduelle 0,004 15 0,0003
Total 0,133 17

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Tableau 17. Effets de 1'azadirachtine (DLos, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur l'activité spécifique de
chitinases chez les adultes males et femelles. (m + SEM, n= 6 répétitions) : Analyse de

la variance a deux critéres de classification.

Source de SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement 0,058 2 0,029 48,81 0,001 ***
Sexe 0,026 1 0,026 44,94 0,001***
Interaction 0,010 2 0,0051 8,678 0,0011**
Erreur résiduelle 0,017 30 0,00059

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Figure 27. Effets de 1'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur l'activités spécifiques de
chitinases (uM/min/mg de protéines) chez les larves (A) et les adultes maéles et
femelles (B). (m + SEM, n= 6 répétitions de 10 individus chacune). Les lettres en

minuscules indiquent une différence significative entre les individus témoins et traitées.
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3- Effets de I’azadirachtine sur l'activité spécifique de lipase

N

L’activité lipase a été déterminée a partir d'une courbe standard utilisant

différentes concentrations de p-Nitrophenol (Fig. 28).
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Figure 28. Dosage de lipase : Courbe standard exprimant les absorbances a 405 nm

en fonctions des concentrations en p-Nitrophenol (LM). Rz = 99%.

Les activités spécifiques de lipase (1M/min/mg de protéines) chez les larves
L3 (24 h apres traitement) et les adultes (72 h apres I'émergence) de D. melanogaster,
témoins et traités par application topique a l'azadirachtine (DLzs, DLsy) sont

représentées sur la figure 29.

Chez les larves I'analyse de la variance a un critere de classification révéle un
effet hautement significatif (p < 0,001) du traitement (Tableau 18). Chez les larves
témoins, l'activité spécifique de lipase est de 0,18 + 0,002 uM/min/mg de protéine.
Chez les séries traitées les valeurs enregistrées sont de 0,25 + 0,007 et 0,27 + 0,004
uM/min/mg de protéine respectivement pour la DLys et la DLso. Par ailleurs, aucune
différence significative (p > 0,05) n’est observée entres les deux doses testés (Fig. 29

A).

L’analyse de la variance a deux criteres de classification réalisée sur l'activité
spécifique de lipase chez les adultes males et femelles des séries témoins et traitées a

I'azadirachtine (DLys et DLsg), révele un effet traitement hautement significatif
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(p < 0,001), un effet sexe hautement significative (p < 0,001), et une interaction

traitement/ sexe significative (p < 0,05) (Tableau 19).

Les valeurs de 'activité spécifique de lipase chez les males et les femelles des
séries témoins sont respectivement de 0,054 + 0,001 pM/min/mg de protéine et 0,063
+ 0,002 uM/min/mg de protéine. Chez les séries traitées a la DLy les valeurs
obtenues sont de 0,060 £ 0,003 uM/min/mg de protéine pour les males et 0,077 +
0,004 pM/min/mg de protéine pour les femelles. Pour la dose la plus élevée (DLs),
les valeurs sont de 0,071 + 0,003 pM/min/mg de protéine chez les males et de 0,101 +
0,005 pM/min/mg de protéine chez les femelles.

La comparaison entre les séries témoins et traitées (DLys, DLsg) révele que
I'azadirachtine augment d’une maniére significative l'activité spécifique de lipase
chez les adultes males et femelles avec un effet dose dépendant chez les femelles

(Fig. 29 B).

Tableau 18. Effets de I'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur I'activité spécifique de lipases

chez les larves L3. (m £ SEM, n= 6 répétitions) : Analyse de la variance a un critére de

classification.

Source de SCE ddl Fobs
variation
Traitement 0,028 2 0,014 80,90 0,001 %**
Erreur résiduelle 0,002 15 0,0001
Total 0,031 17

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Activité spécifique de Lipase
[LM/min/mg protéines]

Tableau 19. Effets de 1'azadirachtine (DLos, DLso), administré par application topique

aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur I'activité spécifique de lipases

chez les adultes males et femelles. (m + SEM, n= 6 répétitions) : Analyse de la

variance a deux critéres de classification.

Source de SCE Ddl CM Fobs P
variation
Traitement 0,0046 2 0,0023 34,09 0,001%**
Sexe 0,0036 1 0,0030 44,27 0,001%**
Interaction 0,00064 2 0,00032 4,72 0,0165*
Erreur résiduelle 0,0020 30 6,812e-005

=
w
1

S
=]
L

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Figure 29. Effets de l'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique

aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur l'activités spécifiques de

lipases (uM/min/mg de protéines) chez les larves (A) et les adultes males et femelles

(B). (m = SEM, n= 6 répétitions de 10 individus chacune). Les lettres en minuscules

indiquent une différence significative entre les individus témoins et traitées.
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4- Effets de 1’azadirachtine sur l'activité spécifique des protéases

L’activité protéase a été déterminée a partir d"une courbe standard utilisant

différentes concentrations de tyrosine (Fig. 30).
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Figure 30. Dosage de protéase : Courbe standard exprimant les absorbances a 280 nm

en fonctions des concentrations en tyrosine (mM). R2 = 99%.

Les activités spécifiques de protéases (mM/min/mg de protéines) chez les
larves L3 (24 h apres traitement) et les adultes (72 h apres 'émergence) de D.
melanogaster, témoins et traités par application topique a 1'azadirachtine (DLas, DLso)

sont représentées sur la figure 31.

Chez les larves I'analyse de la variance a un critere de classification réveéle un
effet tres significatif (p = 0,0017) du traitement (Tableau 20). Chez les larves témoins,
l'activité spécifique des protéases est de 0,80 + 0,034 mM/min/mg de protéine. Chez
les séries traitées les valeurs enregistrées sont de 0,59 + 0,044 et 0,57 + 0,038
mM/min/mg de protéine respectivement pour la DLys et la DLsp avec un effet dose

dépendant (p < 0,05) (Fig. 31 A).

L’analyse de la variance a deux criteres de classification réalisée sur l'activité
spécifique des protéases chez les adultes males et femelles des séries témoins et
traitées a l'azadirachtine (DL et DLsg), révele un effet traitement hautement
significatif (p < 0,001), un effet sexe non significatif (p > 0,05), et une interaction

traitement/sexe non significative (p > 0,05) (Tableau 21).

Les valeurs de l'activité spécifique des protéases chez les males et les femelles
des séries témoins sont respectivement de 0,78 + 0,014 mM/min/mg de protéine et

0,75 £ 0,012 uM/min/mg de protéine. Chez les séries traitées a la DL»s les valeurs
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obtenues sont de 0,56 + 0,022 mM/min/mg de protéine pour les males et 0,56 + 0,011
mM/min/mg de protéine pour les femelles. Pour la dose la plus élevée (DLso), les
valeurs sont de 0,41 + 0,021 mM/min/mg de protéine chez les males et de 0,45 +

0,017 mM/min/mg de protéine chez les femelles.

La comparaison entre les séries témoins et traitées (DLxs, DLsg) révele que
'azadirachtine réduit d'une maniere significative 1'activité spécifique des protéases

chez les adultes males et femelles avec un effet dose dépendant (p < 0,05) (Fig. 31 B).

Tableau 20. Effets de 1'azadirachtine (DLzs, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur l'activité spécifique de

protéases chez les larves L3. (m £ SEM, n= 6 répétitions) : Analyse de la variance a un

critére de classification.

Source de SCE Fobs
variation
Traitement 0,18 2 0,093 10,08 0,0017**
Erreur résiduelle 0,13 15 0,009
Total 0,32 17

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Tableau 21. Effets de 1'azadirachtine (DLos, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur 'activité spécifique des

protéases chez les adultes males et femelles. (m + SEM, n= 6 répétitions) : Analyse de

la variance a deux critéres de classification.

Source de SCE ddl CM Fobs
variation
Traitement 0,700 2 0,35 212,7 0,007 ***
Sexe 2,778e-006 1 2,778e-006 0,0016 0,96
Interaction 0,0077 2 0,0038 2,34 0,11
Erreur résiduelle 3,05 30 0,0016

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

degré de liberté ; CM: carré moyen; Fobs: F observé; p: niveau de signification.
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Figure 31. Effets de 1'azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique
aux larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur l'activités spécifiques des
protéases (UM/min/mg de protéines) chez les larves (A) et les adultes males et
femelles (B). (m + SEM, n= 6 répétitions de 10 individus chacune). Les lettres en

minuscules indiquent une différence significative entre les individus témoins et traitées.
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IV. DISCUSSION

IV.1. Toxicité de I'azadirachtine a I'égard de D. melanogaster et effets

sur le développement

La toxicité de I'azadirachtine, largement rapportée dans la bibliographie, varie
en fonction de l'ordre de l'insecte, du stade de développement, du mode
d’application (Ingestion, Topique) mais aussi, de la concentration utilisée (Tomé et
al., 2013; Abedi et al., 2014; Koodalingam et al., 2014). Dans la présente étude, une
formulation commerciale d’azadirachtine, le Neem Azal, a été testée par application
topique sur les larves L3 du début de stade de D. melanogaster. Les résultats montrent
une augmentation des pourcentages de mortalité des stades immatures avec une
relation dose-réponse. La transition larve-pupe est affectée par le traitement et le
stade pupal semble étre le stade le plus sensible conduisant a une inhibition de la

mue adulte.

Nos résultats sont en accord avec ceux d’Anjum et al. (2010), qui révelent une
sensibilité plus importante, a I'azadirachtine, du stade pupal de D. melanogaster par
rapport au stade larvaire. Des résultats similaires ont été rapportés par Gunasekaran
et al. (2009) chez les moustiques Aedes aegypti et Anopheles stephensi, traités au Neem-
Azal, avec des taux de mortalité plus élevés chez les pupes comparativement aux
larves du quatrieme stade. Récemment, Boulahbel et al. (2015a) ont démontré que le
Neem-Azal administré par application topique chez des pupes nouvellement

exuviées de D. melanogaster induit une inhibition de la mue adulte.

En effet, la réduction des pourcentages de pupaison et d’émergence sous 1'effet
de l'azadirachtine a été rapportée chez différents insectes tels que Aphis glycines
(Kraiss et al., 2008), P. interpunctella (Lynn et al., 2012; Rharrabe et al., 2008), A. aegypti
(Koodalingam et al., 2014), Helicoverpa armigera (Ahmad et al., 2015) affectant ainsi

leur cycle vie.

Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que 1'azadirachtine induit des
altérations morphogénétiques de Ilinsecte conduisant a wune inhibition de

I"émergence des adultes. En effet, chez les insectes holométaboles, le stade pupal
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subit un remodelage drastique des tissus et des organes et représente donc une phase

critique pour la formation des adultes (Urena et al., 2014).

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

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

Chez les insectes, la biosynthese et la sécrétion des ecdystéroides sont assurées
par les glandes prothoraciques, au cours des stades post-embryonnaires, sous 1'effet
d’une neurohormone prothoracicotrope (PPTH) (Gdde & Hoffmann, 2005).
L’ecdysone, libéré dans I'hémolymphe, est rapidement converti en
20-hydroxyecdysone (20E) dans les différents organes périphériques (Marchal et al.,
2010). La 20E contrdle l'embryogénese mais aussi le développement post-
embryonnaire en initiant les différentes mues, et ce en agissant sur 1'expression de
genes spécifiques via sa liaison aux récepteurs nucléaires des ecdystéroides (EcR)
(Kozlova & Thummel, 2003). Chez la Drosophile, des pics de sécrétion de la 20 E sont
observés apres 12 h du début de I'embryogénese, avant chaque mue larvaire, avant le
passage au stade pupal et durant la phase terminale de la différentiation des
structures adultes (Fig. 32). La PPTH est exprimée au cours du troisieme stade
larvaire de maniere cyclique toutes les 8 h; avec un pic important environ 12 h avant
la fin du 3eme stade larvaire qui déclenche la formation du puparium et le début de la
phase prépupal. Douze heures plus tard, un pic d’hormone plus modeste met fin au
stade prépupal et déclenche la pupaison. Le stade pupal se caractérise par le pic
d’hormone le plus important, corrélé au développement des structures adultes

(Quinn et al., 2012).

Les corps allates (corpora allatum) sont a l'origine de la biosynthese de
I'hormone juvénile (HJ) dont la sécrétion est régulée par des neuropeptides
activateurs, allatotropines ou inhibiteurs, allatostatines (Bellés & Maestro, 2005). L'H]J
libérée dans '’hémolymphe est transportée vers les tissus cibles grace a des protéines

vectrices (JH-binding proteins) qui la protegent contre les actions des hydrolases
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(Cassier et al., 1997). L’hormone juvénile joue un rdle important dans le
développement ou elle maintient les caractéres larvaires et inhibe la métamorphose
(Cassier et al., 1997). Chez la drosophile, les taux d'HJ sont élevés au cours des
premiers stades de développement, décroissent au dernier stade larvaire pour
atteindre des quantités infimes lors du stade pupal; les taux d"H]J enregistrent un pic
a l’émergence adulte nécessaire au démarrage de la vitellogenese (Koslova &

Thummel, 2000; Dubrovsky, 2005) (Fig. 32).

Selon le dogme classique de I'endocrinologie des insectes, 1'équilibre entre ces
deux hormones définit la transition de chaque phase du développement (Dubrovsky,
2005). En effet, les différentes mues sont initiées par la 20E ; tandis que la nature de la
mue est déterminée par les taux d'HJ: des taux élevés d"HJ sont nécessaires au cours
des mues larvaires; la métamorphose a lieu aux taux bas d'HJ observés en fin de
dernier stade larvaire (Dubrovsky, 2005). Il est donc admis que toute interférence
dans I'homéostasie de ces deux hormones, avec des sources exogénes d’hormones ou
avec des agonistes ou antagonistes, peut conduire a une perturbation du

développement de I'insecte (Dhadialla et al., 2005; 2010; Smagghe et al., 2012).

Nos résultats révelent que 1'azadirachtine (DLxs et DLso), induit également
diverses aberrations morphologiques tels que I'’hyperpigmentation des larves, la
formation d’intermédiaires larve-pupe et pupe-adulte ainsi qu'une malformation des
adultes (ailes malformées ou absentes). Des effets similaires ont été rapportés chez
S. litura, Spodoptera mauritia, Ephestia kuehniella Zell, Manduca sexta et Pericallia ricini
(Gujar & Mehrotra, 1983; Jagannadh & Nair, 1992; Martinez et al., 2001; Ghanamani &
Dhanasekaran, 2013) et Papilio demoleus (Pandey et al., 2011) apres traitement des

larves du dernier stade avec différentes formulations commerciales d’azadirachtine.
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Figure 32. Variation des taux de 20-hydroxyecdysone (20E) et d’hormone juvénile
(HJ) durant le développement de D. melanogaster. 20E: ligne pleine, JH: ligne en
pointillé (D’apres Dubrovsky, 2005).

Les différents effets observés apres traitement des larves L3 de D. melanogaster
a l'azadirachtine peuvent étre attribués a son effet perturbateur de croissance des
insectes (IGDs) via une perturbation de 1'équilibre hormonal (20E, HJ]) (Mordue et al.,
2010). En effet, ce composé est connu pour induire une dégénérescence des noyaux
cellulaires dans les différentes glandes endocrines (glandes prothoraciques, copora
allatum et corpora cardiacum), responsables du controle des processus de mues et de
métamorphoses chez les insectes, ce qui pourrait contribuer a une généralisation de
la perturbation des fonctions neuroendocrines (Mordue et al.,, 2010). De plus,
différentes études ont rapporté une inhibition de la synthése des ecdysteroides sous
I'effet de l'azadirachtine (Min-Li & Shin-Foon, 1987; Feder et al., 1988). Cette
inhibition de la synthese et de la libération des ecdystéroides par les glandes
prothoraciques peut étre le résultat d’une action spécifique de l'azadirachtine sur la

libération de I'hormone prothoracicotrope (PTTH) (Mordue et al., 2005).
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L’azadirachtine peut également affecter directement la production de I'enzyme
responsable de la conversion de l'ecdysone (E) en 20E au niveau du corps gras et de

l'intestin moyen (Mordue et al., 2005).

En effet, ce sont les modifications des taux d’ecdystéroides hémolymphatiques
sous l'effet de 1'azadirachtine qui contribuent en large partie a son effet IGDs. La
réduction des taux d'HJ, probablement liée a une altération de la sécrétion des
neuropeptides (allatostatine et allatotropine) responsables de la synthese et de la
libération de I'HJ, a également été rapportée (Mordue et al., 2010). De plus, la
synthese de pigment est également influencée par I'HJ, les ecdystéroides et
différentes neurohormones (Raabe, 1989). L’action antimitotique de 1’azadirachtine
peut également affecter la formation de nouveaux organes adultes au cours de la
métamorphose de D. melanogaster (Anuradha et al., 2007). Ceci, pourrait expliquer
certaines aberrations morphologiques notées au cours de nos résultats tels que la

malformation des ailes.

Les résultats obtenus au cours de notre étude, révelent que 'azadirachtine
(DLas, DLso) appliqué aux larves du début du stade L3 réduit de maniére significative
la survie des adultes de D. melanogaster. Des études similaires ont rapporté I'action
négative de 1'azadirachtine sur le développement et la survie de différentes especes
d’insectes (Hossain & Poehling, 2006; Das et al., 2006; Hasan & Ansari, 2011; Ahmad
et al., 2012; Tomé et al., 2013; Ahmad et al., 2015). L’insecticide prolonge également la
durée de développement des stades larvaire (L3) et pupal, comparativement aux
témoins, provoquant ainsi un retard considérable dans les transitions larve-pupe et
pupe-adulte. Le prolongement de la durée des stades larvaire et pupal a été
également rapporté chez Culex pipiens traité a I'azadirachtine (Alouani et al., 2009).
Un retard dans la formation du puparium a été rapporté par Lai ef al. (2014) apres
traitement des larves du troisieme stade de D. melanogaster a 1'azadirachtine. Ce
retard serait corrélé a une modification de l'expression des genes controlant la
régulation hormonale (Lai et al., 2014) ce qui pourrait expliquer les différentes
perturbations du développement observées au cours de nos expérimentations. De
plus, Qiao et al. (2014) ont également rapporté, chez D. melanogaster, une action
neurotoxique de l'azadirachtine qui pourrait éventuellement interférer avec divers

processus endocrinologiques et physiologiques de I'insecte.
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IV.2. Effets de I'azadirachtine sur le choix du site d’oviposition et la

fécondité de D. melanogaster

Le choix d"un site d’oviposition favorable représente une décision clé pour la
ponte des insectes. En effet, la survie de la future génération dépend directement de
cette décision; principalement chez les espéces qui se nourrissent sur ce site
d’oviposition comme c’est le cas pour D. melanogaster. Chez cette espece, la
préférence d’oviposition des femelles peut étre influencée par différents facteurs tels
que la température, la texture ou encore la couleur du substrat (Fogleman, 1979;
Takamura & Fuyama, 1980; Battesti et al., 2014) impliquant donc les différents
systemes sensoriels : visuel, olfactif et gustatif (Renwick & Chew, 1994). De plus, si le
choix du site de ponte par une femelle peut influencer le comportement et la
“fitness” de sa progéniture, ce choix peut étre, a son tour, influencé par l'expérience
individuelle de cette femelle (Abed-Vieillard et al., 2014; Flaven-Pouchon et al., 2014;
Abed-Vieillard & Cortot, 2016).

La capacité de l'insecte a détecter et a fuir un site défavorable semble étre sous
l'effet de la sélection naturelle et a fait I'objet de nombreux travaux notamment dans
les études du choix du site d’oviposition (Thomson & Pellmyr, 1991; Bernays &
Chapman, 1994). Cependant, l'impact de l'expérience pré-imaginale sur le
comportement et la prise de décision chez les adultes, traduisant une conservation
des informations et un transfert de la mémoire d’un stade a l'autre, a également été

rapporté (Jaenike, 1983; Duckas, 2008).

Cette possibilité de conditionnement pré-imaginal évoquée pour la premiere
fois par Hopkins (1917) pour ces travaux sur le principe de la sélection d’hote n'a
cessé de gagner en popularité. Cependant, vu l'importante réorganisation du
systéme nerveux, chez les insectes holométaboles au cours de la métamorphose, il
était difficilement concevable que des informations mémorisées a 1'état larvaire
puissent persister a I'état adulte. Chez D. melanogaster, tous les organes sensoriels
utilisés par la larve au cours de son développement sont completement histolysés
pendant la métamorphose. Les futurs organes sensoriels de 1'adulte son formés de
novo (Carlson, 1991). De plus, a l'intérieur du cerveau de la drosophile, les corps

pédonculés (principaux organes impliqués dans 'apprentissage et la mémoire) sont

quasi-entierement transformés entre la phase larvaire et la phase adulte (Technau &
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Heisenberg, 1982). Ce n'est qu'en 1994 que Tully et al. (1994) ont pu prouver cette
capacité de conservation des informations entre les deux stades grace a leurs
expériences de conditionnement de type pavlovien associant un choc électrique a

I'odeur de I'acétate chez D. melanogaster.

Nos résultats révelent que I'exposition des larves L3 du début de stade de D.
melanogaster a 'azadirachtine (DLss, DLso) influence le choix du site d’oviposition des
femelles survivantes au traitement. Une préférence claire d oviposition sur un milieu
non traité par rapport a un milieu traité a été notée au cours de nos différentes
expériences. L'impact de 1'azadirachtine sur 1'oviposition a été rapporté par Riba et
al. (2003) chez Nezara viridula traitée a l'azadirachtine pur. De plus, 1'évitement de
'azadirachtine grace a sa détection sur une surface traitée, a également été rapporté
chez de nombreuses espéces d’insectes (Blaney et al., 1990; Ma et al., 2000; Charleston

et al., 2006; Cordeiro et al., 2010 ; Hasan & Ansari, 2011; Tomé et al., 2013).

N

Nos résultats révelent également que 'aversion a l'azadiractine semble étre
plus importante chez les insectes ayant été préalablement exposés a l'insecticide
(stade L3), en comparaison aux femelles naives, suggérant une mémorabilité de
I'aversion a cette molécule. Ceci pourrait étre utilisé dans les programmes de lutte

pour renforcer 'activité insecticide de I’azadirachtine.

Différentes études récentes, appuient nos résultats et rapportent I'impact de
I'expérience pré-imaginale sur le comportement et la prise de décision chez les
adultes traduisant cette capacité de conservation de la mémoire de l'apprentissage a
travers les stades de développement (Duckas, 2008; Blackiston et al., 2008; Gerber et
al., 2009; Flaven-Pouchon et al., 2014; Abed-Vieillard & Cortot, 2016).

De plus, selon Krause Pharm & Ray (2015) 'aversion olfactive semble étre
conservée chez les différentes especes de drosophiles, ce qui permettra de généraliser
I'action de l'azadirachtine a d’autres espéces nuisibles de drosophiles telles que

Drosophila suzukii.

Aujourd’hui encore la compréhension de la biologie de la mémoire reste 'une
des grandes quétes des neurosciences et nécessite de plus ample investigations.
Toutefois, chez D. melanogaster et malgré un remaniement drastique du systéme

chimiosensoriel périphérique et central lors de la métamorphose, certaines structures
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centrales, comme le lobe gamma des corps pédonculés (Fig. 33), sont relativement
conservées de la larve a 'adulte (Armstrong et al., 1998). Les corps pédonculés étant
impliqués dans les processus de mémorisation et d'apprentissage chez la drosophile
(Heisenberg, 2003; Campbell et al., 2010), il est donc possible que leur conservation

partielle lors de la métamorphose permet la persistance des apprentissages larvaires

chez l'adulte.

Figure 33. (A) : Schéma du cerveau de la drosophile: En vert, les lobes optiques ; en
jaune, les ganglions sou-oesophagiens ; en rouge, les lobes antennaires ; en bleu, les
corps pédonculés; en orange, le complexe central; en turquoise, le reste du
neuropile entourant les corps pédonculés et le complexe central. (B): Schéma des

corps pédonculés et des lobes antennaires, en bleu les lobes gamma. (Le Glou, 2012).

Les effets de I'azadirachtine sur les différents parametres reproducteurs ont été
rapportés chez plusieurs especes d’insectes (Riba et al., 2003; Pineda et al., 2009; Tomé
et al., 2013; Bhardwaj & Ansari, 2015). Nos résultats montrent que 1'azadirachtine
affecte la fécondité des femelles, survivantes au traitement préalable des larves L3 en
réduisant de maniére significative le nombre d’ceufs pondus, et ce comparativement
aux témoins. Ces effets peuvent étre liés a l'interférence de I'azadirachtine avec la
synthése et/ ou l'incorporation des vitellogénines affectant ainsi le développement de
I'ovocyte. En effet, une diminution dans le contenu en protéines ovariennes
suggérant une inhibition dans la synthése des vitellogénines et/ou de leurs captation
par 'ovocyte a été rapportée chez Spodoptera exempta (Tanzubil & McCaffery, 1990) et
D. melanogaster (Boulahbel et al., 2015a).
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Chez D. melanogaster, la vitellogenése est sous le controle principal de la 20E
mais aussi de I'HJ, (Wang et al., 2004; Bellés & Maestro, 2005; Swevers et al., 2005); en
outre, l'interaction entre ces deux hormones est essentielle dans la reproduction de
cette espece (Gdde et al, 1997; Gruntenko & Rauschenbach, 2009). L’effet
perturbateur de l'azadirachtine sur la vitellogenese peut étre expliqué par la
perturbation des taux d'HJ et des ecdystéroides ovariens (Mordue et al., 2010). En
effet, I'azadirachtine est connu pour son effet antagoniste de ces deux hormones

(Stark et al., 1990; Stark et al., 1992; Mordue et al., 2005).

L’azadirachtine altére également le cytosquelette en prévenant la formation de
nouveaux filaments d’actine conduisant a une perturbation de la division cellulaire
et a un blocage des processus de transport. Ce phénomene pourrait interférer avec le
passage des nutriments des cellules nourricieres vers 1'ovocyte (Mordue et al., 2010).
Selon Anuradha et al. (2007), l'azadirachtine induit chez D. melanogaster, une
dépolymérisation de l'actine conduisant a l'arrét de lactivité cellulaire et a

"apoptose.
IV.3. Effets de I'azadirachtine sur la digestion

L’azadirachtine administré par application topique sur les larves L3 du début
de stade, a été évalué sur plusieurs parametres: la croissance pondérale, la quantité
de nourriture ingérée et I’activité de quatre enzymes digestives (a-amylase, chitinase,

lipase, protéase).

Nos résultats révélent que I’azadirachtine réduit d'une maniere significative le
poids corporel chez les larves, les pupes et les adultes de D. melanogaster. L’ effet anti-
appétant de l'azadirachtine (Koul & Wahab, 2004) pourrait étre a l'origine de cette
perte de poids. En effet, une réduction de la quantité de nourriture ingérée chez les
larves et les adultes (ayant survécu au traitement préalable des larves) traités a
I'azadirachtine a été enregistrée au cours de nos expérimentations et ce
comparativement aux témoins. Les insectes traités mangent donc moins de

nourriture que les témoins, ce qui pourrait expliquer la diminution de leurs poids.

La croissance et la prise alimentaire sont deux processus intiment liés dans le
développement de linsecte. En effet, la croissance et le poids corporel sont

directement affectés par la prise de nourriture et régulés par la voie de signalisation
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de l'insuline via l'insuline-like growth factor (Tennessen & Thummel, 2011). Selon
Lai et al. (2014) l'inhibition de la croissance et du développement chez D. melanogaster
sous l'effet de 1'azadirachtine semble étre conforme a celle causé par la perturbation

des voies de signalisation insuline/insuline -like growth factor.

Des résultats similaires ont été rapportés chez H. armigera (Abedi et al., 2014;
Ahmad et al.,, 2015) et Periplaneta americana (Paranagama et al., 2001) traitées avec
différentes formulations commerciales d’azadirachtine. Récemment, Boulehbel et al.
(2015b) ont rapporté une diminution dans le poids des pupes de D. melanogaster
apres application topique de 1'azadirachtine au début du stade pupal (stade qui ne
s’alimente pas). Ces résultats appuient les travaux de TaiJun et al. (2009) qui stipulent
que l'inhibition de la croissance chez D. melanogaster peut également étre liée a une

induction de 'apopotose causée par I'azadirachtine.

La croissance des insectes dépend non seulement d'une prise d’'une quantité
adéquate de nutriments mais aussi d’une bonne assimilation et de conversion de ces
aliments en énergie et en biomasse (Reese, 1978). De nombreux travaux ont rapporté
une réduction de la quantité de nourriture ingérée chez de nombreuses especes
d’insectes traitées a 1’azadirachtine (Mordue & Blackwell, 1993; Guerrini, 2000;
Shannag et al., 2015). Cet effet anti-appétant considéré comme un effet primaire de
I'azadirachtine est probablement lié a une action directe du bioinsecticide sur les
centres controlant 1'alimentation et le métabolisme chez l'insecte (Barnby & Klocke,
1987). L’azadirachtine stimule les cellules chémoréceptrices, responsables du
comportement d’aversion, au niveau des pieces buccales de l'insecte et bloque les
sites des récepteurs glucidiques responsables de la stimulation de 1’alimentation
(Mordue et al., 1999; Zapata et al., 2009) conduisant ainsi a une inhibition de
I’alimentation (Koul & Wahab, 2004).

Un effet anti-appétant secondaire lié a l'action de l'azadirachtine sur la
physiologie de la digestion (par exemple: mouvement de la nourriture dans
l'intestin, inhibition de I'activité des enzymes digestives, effet sur le systeme nerveux
stomatogastrique) a également été rapporté et inclut un effet a plus long terme sur la
réduction de la consommation de la nourriture (Koul & Isman, 1991 ; Timmins &
Reynolds, 1992 ; Trumm & Dorn, 2000). En effet, une ingestion d’azadirachtine

pendant 2h au cours du deuxieme stade larvaire de Spodoptera eridania réduirait la
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quantité de nourriture ingérée au cours de I'ensemble du développement larvaire de
cette espéce (Shannag et al., 2015). Cette réduction de consommation de la nourriture,
a plus long terme, aprés une courte période d’exposition a l'azadirachtine a
également été rapportée chez différentes espéces d’insectes (Hussein, 2000; Mordue,

2004; Khosravi et al., 2010; Khosravi & Sendi, 2013).

L’intestin des insectes est différencié en trois régions incluant l'intestin
antérieur, l'intestin moyen et l'intestin postérieur (Fig. 34). Parmi ces trois régions,
I'intestin moyen a été le plus étudié puisqu’il est le siege de la synthese et de la
sécrétion des enzymes digestives, mais aussi, un site de digestion et d’absorbation
des nutriments (Shanbhage & Tripathi, 2009; Lemaitre & Miguel-Aliaga, 2013).
L’intestin moyen est également affecté par différents types de substances toxiques
conduisant a une perturbation de la croissance et du développement des insectes par
le biais de changements des événements physiologiques associés a la prise de
nourriture, 'absorption et la transformation des nutriments (Mordue & Blackwell,
1993). Une membrane péritrophique, essentiellement composée de chitine, est
positionnée entre la lumiere intestinale et 1'épithélium intestinal, pour protéger
I'épithélium contre les différents dommages mécaniques ou toxiques (Lemaitre &

Miguel-Aliaga, 2013) (Fig. 34).

Dans lintestin, les enzymes digestives hydrolysent les macromolécules
alimentaires en des molécules plus petites facilitant ainsi leur absorption. Les
protéines, I'amidon et les triglycérides constituent la majorité des macromolécules
alimentaires et sont hydrolysés respectivement par les protéases, les amylases et les
lipases. La syntheése et la sécrétion des enzymes digestives sont controlées durant le
processus de digestion par différents mécanismes : nerveux, hormonal, paracrine et
prandial (Lehane et al, 1995). La digestion est également influencée par les

conditions physico-chimiques de l'intestin principalement le pH (Douglas, 2013).

L’application de l'azadirachtine chez les larves L3 du début de stade de D.
melanogaster perturbe I'activité des enzymes digestives chez les larves et les adultes

et ce comparativement aux témoins.
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Figure 34: Schéma représentant le tube digestif de D. melanogaster. (D’aprés Buchon
et al., 2013).

L’azadirachtine réduit d’une maniére significative 1'activité a-amylase et
chitinase chez les larves et les adultes males et femelles de D. melanogaster. L'a-
amylase hydrolyse les liaisons a-(1-4)-D-glycosidiques des polysaccharides
glucidiques tels que 'amidon et le glycogene (Terra & Ferriera, 2005). Les chitinases
hydrolysent les liaisons glycosidiques des molécules de chitine, plus précisément,
elles hydrolysent les liaisons (-(1-4) des résidus de N-acétyl-B-D-glucosamine
(Merzendorfer & Zimoch, 2003) et interviennent dans la formation et la dégradation
de la membrane périthrophique qui protege 1'épithélium intestinal (Shen & Jacobs-
Lorena, 1997). La réduction de I'activité amylase sous 1'effet de I'azadirachtine a été
rapportée chez P. americana (Paranagama et al., 2001), P. interpunctella (Rharrabe et al.,
2008), Glyphodes pyloalis (Khosravi & Sendi, 2013) et Tribolium castaneum (Sami, 2014).
Selon Lai et al. (2014), I'azadirachtine réprimerait I’expression des génes codant pour
I'a-amylase au niveau de lintestin moyen de D. melanogaster. De plus, chez les
insectes I'expression des genes codant pour les chitinases est sous le controle de la
20E (Riddiford et al., 2003; Yang et al., 2013) ce qui pourrait expliquer les résultats
obtenus au cours de nos expérimentations, sachant que l'azadirachtine est un

antagoniste de la 20E.
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Les lipases jouent un role trés important dans le stockage et la mobilisation des
lipides. Ces enzymes interviennent également dans plusieurs processus
physiologiques comme la reproduction, la croissance et la défense contre les agents
pathogenes (Lemaitre & Miguel-Aliaga, 2013). Nos résultats montrent que
I'azadirachtine augmente l'activité lipasique chez les larves et les adultes de D.
melanogaster avec des effets plus marqués chez les femelles et ce comparativement
aux témoins. Les effets de 1’azadirachtine sur 'activité des lipases varient en fonction
de la dose appliquée; plusieurs travaux montrent que le neem ou I'un de ces dérivés
diminuent l'activité des lipases intestinales chez différentes especes
d’insectes (Senthil-Nathan et al., 2006; Zibaee & Bandani, 2009; Khorsravi & Sendi,
2013). L’augmentation des lipases enregistrée au cours de notre étude peut étre
attribuée a leur activité estérase nécessaire au processus de détoxication (Nasr ef al.,
2015). De plus, les effets plus marqués observés chez les femelles peuvent étre liés a
I'augmentation des besoins en énergie nécessaires a la reproduction (Arrese &

Soulages, 2010).

Les protéases sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse des protéines, en
scindant la liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans une chaine peptidique
(Pascual-Ruiz et al., 2009). Nos résultats montrent que 1'azadirachtine entraine une
diminution significative dans l’activité des protéases chez les larves et les adultes de
D. melanogaster et ce avec un effet dose-dépendant. Des résultats similaires ont été
rapportés chez P. americana (Paranagama et al., 2001) et G. pyloalis (Khosravi & Sendi,
2013) traitées a 1'azadirachtine. Plusieurs travaux montrent également une réduction
de l'activité de la trypsine chez S. litura (Timmins & Reynolds, 1992) et M. sexta
(Koul et al., 1996) sous I'effet de 1’azadirachtine.

Bien que différents travaux ont rapporté l'interférence de 1'azadirachtine sur
l'activité de différentes enzymes digestives (Anuradha & Annadurai, 2008 ; Zibaee &
Bandani, 2009; Zibaee, 2011; Roya & Sendi, 2013; Senthil-Nathan, 2013), les effets
précis de cette molécule sur la digestion restent peu connus. Néanmoins, Jbilou et al.
(2008) et Almeida et al. (2014) montrent que l'azadirachtine affecte les cellules
épithéliales de l'intestin entrainant une perturbation de la sécrétion des enzymes
digestives et de l'absorption des nutriments. De plus, l'effet anti-appétant de

I'azadirachtine qui affecte la quantité et la qualité de la nourriture ingérée peut
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également agir sur la régulation de 'activité des enzymes digestives (Woodring et al.,
2009; Clissold et al., 2010). En effet, toute perturbation dans l'activité des enzymes
digestives réduit 'acces aux éléments nutritifs indispensables au bon fonctionnement
de I'organisme. De plus, cette réduction dans la capacité d'utilisation des nutriments
peut étre liée a une conversion de 1'énergie nécessaire a la production de la biomasse

dans linduction de Tlactivité d'enzymes nécessaire a la détoxication de

'azadirachtine (Tanzubil & McCaffery, 1990; Senthil-Nathan & Kalaivani, 2005).

La réduction dans la prise de nourriture et I'habilité a convertir les nutriments
en biomasse peuvent expliquer en partie les effets observés au cours de notre étude
sur le développement de I'insecte principalement I’augmentation enregistrée dans la
durée de développement. En effet, les mécanismes hormonaux controlant le
développement sont partiellement régulés par la prise de nourriture (Bernard &

Lagadic, 1993).
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V. Conclusion et perspectives

Nos expérimentations ont été menées par application topique chez les larves
du début du troisieme stade larvaire (L3) de D. melanogaster en vue d’évaluer les
effets d'une formulation commerciale d’azadirachtine, le Neem-Azal sur la toxicité,

le développement, I'oviposition et la digestion chez l'insecte.

Apres détermination des différentes doses létales a partir d’une courbe dose-
réponse, deux doses ont été utilisées pour le reste des expérimentations, une dose

sublétale (DL25 : 0,28 pg) et une dose létale (DL50 =0,67 pg).

L’azadirachtine réduit de maniére significative les pourcentages de pupaisons
et d’émergence des adultes et affecte la morphologie de l'insecte en induisant la
formation de plusieurs aberrations phénotypiques, probablement dues a ses effets
IGDs. L’insecticide prolonge également la durée de développement des stades
larvaire et pupal, et réduit la survie des adultes (males et femelles) ayant survécu au

traitement préalable des larves (L3).

L’azadirachtine affecte la fécondité des femelles en réduisant
significativement le nombre d’ceufs pondus. De plus, les résultats obtenus indiquent
une préférence claire d’oviposition sur un milieu témoin traduisant un évitement de
'azadirachtine. Cette aversion a l’azadirachtine est plus marquée chez les femelles
ayant déja été exposées a cette molécule au stade larvaire (L3) en comparaison aux
femelles “naives”. Ceci suggere une persistance mnésique de l'effet de cette

exposition pré-imaginale lors de la métamorphose.

De plus, l'azadirachtine affecte également d'une maniére significative la
croissance pondérale des différents stades de développement de D. melanogaster
(larves, pupes et adultes) et réduit la quantité de nourriture ingérée avec une relation

dose-réponse probablement grace a son effet anti-appétant.

Enfin, les activités spécifiques des enzymes digestives sont également
perturbées sous l'effet de l'azadirachtine. Les résultats révelent une diminution
significative de l'activité de I'a-amylase, chitinase et protéase chez les larves et les
adultes de D. melanogaster. Néanmoins, une augmentation de I'activité lipasique est

enregistrée suggérant une induction des processus de détoxication.
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L’exposition pré-imaginale (L3) a l'azadirachtine interféere donc avec le
développement, la fécondité, la digestion ainsi que la préférence d’oviposition chez
D. melanogaster. En plus de ces effets IGDs et anti-appétant, la capacité de I'insecte a
mémoriser cette exposition précoce pourrait renforcer l'activité insecticide de
'azadirachtine et étre utilisée comme une nouvelle stratégie de controle des insectes

ravageurs dans le cadre des programmes de lutte intégrée.
A T'avenir il serait intéressant de compléter le présent travail par:

- Une évaluation des effets de l'azadirachtine sur les différentes

générations successives.
- Un test de préférence alimentaire.

- Une évaluation des effets sur 'expression des genes des différentes

enzymes digestives.

- Une meilleure compréhension des processus liés a 'apprentissage via
une exploration de l'expression des geénes et des voies de

signalisations impliqués dans la mémoire.
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Résumé

Les effets d’une formulation commerciale d’azadirachtine, le Neem-Azal, ont
été évalués sur la toxicité, le développement, 1'oviposition, et la digestion d'un
insecte modele, D. melanogaster. Différentes doses variant entre 0,1 et 2 pug ont été
utilisées par application topique sur des larves du début du dernier stade larvaire
(L3) et la mortalité cumulée des stades immatures a été utilisée pour la détermination
des différentes doses létales. Les DLos (0,28 pg) et DLso (0,67 pg) obtenus a partir

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

Les résultats révelent que 1'azadirachtine induit une réduction significative
des pourcentages de pupaison et d’émergence des adultes de D. melanogaster et
entraine 'apparition de plusieurs aberrations morphologiques (larves déformées et
hyper pigmentée, intermédiaires larve-pupe et pupe-adulte, adultes malformés).
L’insecticide induit également une augmentation de la durée de développement des
stades larvaire et pupal, avec un effet dose dépendent, ainsi qu'une réduction de la

survie des adultes (méles et femelles) et ce comparativement aux témoins.

De plus, l'azadirachtine affecte la fécondité des femelles en réduisant de
maniére significative le nombre d’ceufs pondus. Les résultats révelent également, une
préférence d’oviposition des femelles sur un milieu sans azadirachtine traduisant
une aversion a cette molécule. L’exposition pré-imaginale a 1'azadirachtine renforce

cette aversion suggérant une mémorabilité de ’aversion a cette molécule.

L’insecticide, réduit d’une maniere significative le poids corporel chez les
larves, les pupes et les adultes de D. melanogaster et entraine une diminution dans la
quantité de nourriture ingérée avec un effet dose-dépendant. Enfin, 'azadirachtine
perturbe l'activité des enzymes digestives chez les larves et les adultes et ce
comparativement aux témoins. En effet, le traitement réduit l'activité spécifique de
I'a-amylase, des chitinases et des protéases chez les larves et les adultes males et
femelles. Néanmoins, une augmentation dans l'activité lipasique est observée pour

les deux doses testées.

Mots clés: Azadirachtine, D. melanogaster, Toxicité, Développement,

oviposition, Digestion.
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Abstract

The effects of a commercial formulation of azadirachtin, the Neem-Azal, were
evaluated on the toxicity, development, oviposition and digestion of Drosophila
melanogaster as biological model. Various doses ranging from 0.1 to 2 pg were
applied topically on early third instar larvae and the cumulative mortality of
immature stage was used in order to determine the various lethal doses. The LD»s
(0.28 pg) and LDso (0.67 ng) determined by a dose-response curve were used for

following experiments.

Data showed that azadirachtin reduced, significantly pupation and adult’s
eclosion rates of D. melanogaster and exhibited various morphological abnormalities
on larvae, pupae and adult stages (heavy pigmentation of larvae, pupa-adult
intermediate, malformed adults). Results also showed that azadirachtin increased
significantly the duration of larval and pupal development with a dose-response
relationship. Moreover, azadirachtin treatment reduced significantly adult’s survival

of both sex as compared to control.

In addition, azadirachtin affected fecundity of flies by a significant reduction
of the number of eggs laid. Results showed that females present clear preference for
oviposition in control medium. Pre-imaginal exposure (L3) to azadirachtin increased

aversion to this substance suggesting a memorability of the learned avoidance.

The insecticide reduced, the body weight of all developmental stages of D.
melanogaster (larvae, pupae and adults), and resulted in decreased amount of food
intake in the larvae and adults with a dose-response relationship. Finally, the specific
activity of digestive enzymes was also affected. Indeed, azadirachtin reduced the
activity of a-amylase, chitinase, and protease and increased lipasic activity in larvae

and adults treated with the two tested doses.

Keywords: Azadirachtin, D. melanogaster, Toxicity, Development, Oviposition,

Digestion.
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