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REésumeé

Résumé

Les effets d’une formulation commerciale d’azadirachtine ; le Neem-Azal, administré
par application topique aux larves du début du dernier stade larvaire (L3) ont été évalués sur
le choix larvaire et la préférence alimentaire de D. melanogaster. Deux doses ont été utilisées,
la premicre correspond a une dose sublétales (DL2s : 0,28 ug) et la deuxiéme est une dose

1étale (DLso : 0,67ug) des stades immatures.

Les résultats révélent que I’azadirachtine affect le choix larvaire et la préférence
alimentaire de D. melanogaster. En effet, un évitement de I’azadirachtine a été enregistré au
cours de nos expérimentations, aussi bien pour les larves que pour les adultes, traduisant une
aversion pour cette molécule. De plus 1’aversion a 1’azadiractine semble étre plus importante
chez les insectes ayant été préalablement exposés a I’insecticide (stade L3), en comparaison

aux insectes ‘’naives’’, suggérant une mémorabilité de I’aversion a cette molécule.

Mots clés : Azadirachtine, D. melanogaster, Préférence larvaire, Préférence alimentaire.
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Abstract

The effects of a commercial formulation of azadirachtin ; the Neem-Azal topically
applied to early third instars larvae (L3) were evaluated on the development of D.
melanogaster. Two doses were tested, the first corresponds to a sublethal dose (LD2s : 0.28

pg) and the second one is a lethal dose (LDso : 0.67 pg).

The results revealed that azadirachtin affects larval and food preference of D.
melanogaster. In fact, ovoidance of azadirachtin was recorded during our experiments, both
larvae and adults, reflecting an aversion to this molecule. Moreover, aversion to azadirachtine
appears to be greater in insects having been previously exposed to the insecticide (L3 stage)

compared to control insects, suggesting the memorability of aversion to this compound.

Keywords: Azadirachtin, D. melanogaster, Larval preference, Food preference.
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INTRODLCTION

1. Introduction

La population mondiale s’accroit rapidement suscitant la crainte de la surpopulation et
I’insuffisance des réserves alimentaires (Pison, 2011). En effet, les taux de croissance de la
production agricole et du rendement des cultures, au niveau mondial, sont en continuelle

baisse (Sharifzadeh, 2018).

En effet I’industrialisation des cultures, qui a permis a de nombreux pays d’accéder a
une autosuffisance alimentaire et qui a contribu¢ au cours des derniéres décennies a faire
reculer les famines et la malnutrition dans le monde, s’est essenticllement basée sur une
amélioration de la lutte contre les insectes ravageurs via I’utilisation des produits
phytosanitaires (Deravel et al., 2014), notamment les pesticides chimiques qui représentent un
enjeu économique mais aussi sanitaire majeur, vu leur importance dans I’optimisation des

productions agricoles et la lutte contre les maladies vectorielles (Casida et al., 2013).

Parmi ces pesticides, nous pouvons citer en particulier les insecticides ont également
permis de lutter contre les insectes vecteurs de maladies humaines et vétérinaires (moustiques,
blattes, punaises...). L’ utilisation des insecticides reste d’une importance capitale dans la lutte
anti vectorielle sachant que, par exemple, le paludisme a été responsable de la mort de 655

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

Néanmoins, ces produits sont trés toxiques et leur non spécificité ainsi que leur forte
rémanence peuvent provoquer d’énormes perturbations dans 1’écosystéme (Ishaaya &
Horowitz, 1998). Aujourd’hui, en plus des effets pervers des pesticides sur 1I’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 et Nauen, 2015).

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

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

Le développement de la biotechnologie a permis de mettre au point des composés
alternatifs tels que les biopesticides qui sont des pesticides d’origine naturelle. Ces molécules
sont souvent efficaces en faibles quantités et leurs activités peuvent relever de mécanismes
multiples et déclenchent donc rarement des phénomenes de résistance. Les biopesticides sont

moins rémanentes que leurs homologues chimiques et possédent une toxicité plus faible vis-a-
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vis des espéces non ciblées, ce qui supporte une utilisation compatible dans les programmes

de lutte intégrée (Deravel ef al., 2014).

La popularit¢ des biopesticides comme alternatives a faible impact
environnementale et le retour vers des molécules d'origine végétale a permis aux scientifiques
de découvrir une plante remarquable qui a retenu l'attention et a fait I'objet d'innombrables
recherches et publications; on retrouve 1’azadirachtine, dérivée de l’arbre de Neem ou
Azadirachta indica qui agit comme un régulateur de croissance avec une action antagoniste de
I’hormone juvénile et des écdystéroides, les deux principales hormones controlant la
reproduction et le développement chez les insectes (Mordue ef al., 2005; Tomé et al., 2013).
De plus, Ieffet anti-appétant de 1’azadirachtine a ¢été largement rapporté (Mordue et al.,

2005).
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1.2. Intérét de 1'étude

Les nouvelles connaissances en écotoxicologie modifient la maniére dont les pesticides et
autres substances toxiques sont évalués. Les effets des pesticides et autres substances toxiques
sur les organismes ont été traditionnellement évalués en utilisant des mesures de la mortalité
aigué, en tant que parametre unique, s’appuyant sur la détermination de la dose/concentration
létale, ou encore par I'évaluation de la mortalit¢ induite par les doses recommandées sur le
terrain (Croft, 1990 ; Desneux et al., 2007).

Cependant, en plus de l'effet direct sur la 1étalité, ces composés peuvent également altérer
diverses caractéristiques biologiques essentielles des individus qui survivent a I'exposition,
par des effets physiologiques et comportementaux (Desneux, 2007 ; Miiller, 2018). Cette
toxicité indirecte est associée a des effets sublétaux sur la physiologie de I’insecte (ex :
développement, reproduction, longévité...) ou encore sur son comportement (ex : mobilité,
recherche de nourriture, communication sexuelle, capacité d’apprentissage, mémorisation.)
(Xavier et al., 2015 ; Kilani-Morakchi et al., 2017 ; Oulhaci et al., 2018).

L'analyse toxicologique qui permet d'estimer l'effet total des insecticides sur les populations,
est de plus en plus importante lors du choix de nouveaux pesticides a utiliser pour la lutte
intégrée (Banks et al, 2005). La plupart des études concernant les effets sublétaux des
insecticides sont liées a une exposition continue ou répétée. Cette exposition provoque un
stress généralisé et active une réponse de détoxication telle que la surexpression des genes du
cytochrome P450, qui conduit a long terme a la résistance a 1’insecticide (Akhtar et al., 2003).
Des ¢études récentes ont révélé que les insectes peuvent moduler leur comportement sur la
base d'expériences antérieures en début de vie et que divers changements induits par les
insecticides chez la génération directement exposée peuvent persister chez les générations
suivantes, non exposées (Da Costa et al., 2014 ; Miiller et al., 2017). Chez D. melanogaster,
l'exposition des larves a des doses sublétales d'azadirachtine affecte divers aspects de leur
physiologie. Cette exposition préimaginale augmente 1’aversion a ce composé chez les adultes
survivant a 1’exposition larvaire (Kilani-Morakchi et al., 2017 ; Bezzar-Bendjazia et al., 2016)
traduisant un effet a long terme de sensibilisation (Minoli et al., 2012 ; Crook et al., 2014),

induisant un évitement des composés nocifs (Walters et al., 2001).

Dans ce contexte, une évaluation précise des effets physiologiques et comportementaux,
induits par les insecticides, est essentielle pour acquérir des connaissances sur leur efficacité
globale pour la gestion a long terme des populations d'insectes nuisibles, ainsi que sur leur

sélectivité vis-a-vis des especes non visées (Kilani-Morakchi et al., 2017). Aujourd’hui, les
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processus impliqués dans les prises de décisions chez les insectes restent trés mal connus
(Yang et al., 2008) et D. melanogaster est utilis¢ comme modéle pour comprendre ce type de

comportement (Dukas, 2008).

1.3. Objectifs de I’étude
Dans ce sens, ce travail a pour objet, d’évaluer les effets sublétaux et 1étaux (DL2s, DLso) de
I’azadirachtine sur un modéle de référence Drosophila melanogaster en étudiant 1’impact de

I’expérience pré-imaginale sur :

- La préférence larvaire.

- La préférence alimentaire.
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Chaprtre O7 . Recherches brbliographiques

I. Recherches bibliographiques
1. Généralité sur les pesticides

1.1. Utilisations intensives de pesticides a large spectre

Le terme pesticide dérive de « Pest », mot anglais désignant tout organisme vivant
(virus, bactéries, champignons, herbes, vers, mollusques, insectes, rongeurs, mammiferes,
oiseaux) susceptible d’étre nuisible & ’homme et/ou a son environnement (Periquet, 1986).
Selon la FAO un pesticide est une substance ou association de substances destinées a
repousser, détruire ou combattre les maladies et les ravageurs, y compris les vecteurs de
maladies humaines et animales, et les especes indésirables de champignons, de plantes ou
d’animaux (FAO, 2002). Les pesticides a usage agricole peuvent étre désignés de différentes
facons : produits phytopharmaceutiques, produits agro-pharmaceutiques ou encore produits
phytosanitaires.

La deuxiéme moitié du XX°™ siécle a été marquée par une intensification et une
modernisation de 1’agriculture qui ont abouti a une utilisation massive des pesticides afin
d’obtenir un résultat rapide, avec un maximum d’efficacité.

En effet, une transformation majeure dans la lutte contre les insectes nuisibles a
commence¢ dans les années 1930 — 1950, suite au développement de la chimie de synthese,
avec  l'introduction  d'insecticides  organiques  synthétiques tels que le
dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), les organophosphates (OP), les cyclodiénes et les N-
méthylcarbamates. La fin des années 1940 a 1960 ont été qualifiées d'dge d'or de la
découverte des insecticides, car une lutte contre les insectes nuisibles trés efficace, fiable et
abordable est devenue courante (Casida et Quistad, 1998).

Bien que les pesticides de synthése aient joué un rdle majeur dans la sécurisation des
ressources alimentaire, leur usage répété et intensif a mis en évidence leur limite
d’application, avec I’apparition de phénomeénes de résistance (Georghiou, 1972 ; Boyer et al.,
2012) et une forte contamination des écosystémes due a leur persistance dans I’environnement
(Bilal et al., 2019).

Dés 1962, la biologiste américaine Rachel Carson alerte I’opinion publique sur les
effets nocifs des pesticides, en particulier ceux du DDT, sur I'environnement et les espéces
non cibles telles que les oiseaux, les abeilles et les invertébrés aquatiques (Carson, 1962 ;

Rose, 2001). Le DDT, un pesticide organochloré, largement utilisé pour ses puissantes
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propriétés insecticides et acaricides, induit également des effets toxiques pour la santé et
I’environnement, accentués par sa forte rémanence. En effet, les produits organochlorés, trés
lentement dégradés, sont caractérisés par une rémanence ou une persistance forte dans
I’environnement. La parution de I’ouvrage de Rachel Carson marque le point de départ du
mouvement écologiste et provoquera, en 1973, I’interdiction du DDT aux Etats-Unis, puis un
peu partout dans le monde pour son usage dans les cultures (Mehdi et al,2018).

L’industrie chimique et 1’essor de I’agriculture intensive ont permis le développement
d’une deuxiéme génération d’insecticides, représentée par trois grandes familles
organophosphorés, carbamates et pyréthrinoides de synthése. Ces insecticides a action
neurotoxique agissent tous au niveau du systéme nerveux des insectes, soit en bloquant
I’acétylcholinestérase (organophosphorés et carbamates) soit en perturbant le fonctionnement
des canaux sodium (pyréthrinoides) (Haubruge et Amichot, 1998). D’autres molécules ont
permis d’enrichir la famille des pesticides telles que les phénylpyrazoles comme le fipronil
(Bonmatin et al, 2014) ou encore les néonicotinoides comme [’imidaclopride ou le
thiaméthoxame, qui sont également des molécules a actions neurotoxique (Christen et al.,
2018).

En dépit de leurs effets secondaires sur la santé publique et I’environnement et la
multiplication des espéces résistantes (Nasirian, 2010 ; Nauen et al., 2012 ; Harrop et al,
2014), les pesticides considérés comme les plus a risques pour la santé et 1’environnement,
dits « extrémement a risque » et classés dans la catégorie HHP (HighlyHazardous Pesticides),
par I’organisation mondiale de la santé, dominent encore les ventes au niveau mondial. Les
néonicotinoides continuent a étre largement utilisé€s et leur impact potentiel sur les organismes

non ciblés continue a faire I'objet de recherches tres actives (Bass et Field, 2018).

Toutefois, les impératifs environnementaux et les effets nocifs sur les espeéces non
visées ont conduit a la mise en place de plan d’action visant une réduction de la
consommation des pesticides chimiques et leur utilisation de mani¢re compatible avec le
développement durable. Dans ce sens, des efforts considérables ont été déployés pour mettre
au point des substances alternatives moins persistantes et plus spécifiques comme les
perturbateurs de croissance des insectes (IGDs: InsectGrowthDisruptors) qui interférent avec
des processus physiologiques et biochimiques spécifiques aux organismes cibles, soit en
mimant I’action des principales hormones contrdlant le développement et la reproduction des
insectes, I’hormone juvénile (JH) et I’ecdysone, soit en inhibant la synthése du composé

majeur de la cuticule, la chitine (Dhadialla et al., 2010; Pener et Dhadialla, 2012). De plus, un
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regain d’intérét pour les substances naturelles susceptibles d’avoir une activité phytosanitaire

(biopesticides) a été observé ces dernicres années (Chaudhary et al., 2017).
1.2. Les biopesticides

Les pesticides bio-rationnels ou biopesticides, sont des organismes vivants ou produits
issus de ces organismes ayant la particularit¢ de limiter ou de supprimer les ennemis des
cultures (Deravel ef al., 2014). Ils peuvent étre classés en trois grandes catégories, selon leur
nature : les biopesticides microbiens, les biopesticides végétaux et les biopesticides animaux

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

Aujourd’hui, les molécules naturelles prennent progressivement des parts plus
importantes sur le marché des pesticides. Avec un taux de croissance annuel estimé a 14,7%,
ce segment de 1'industrie continue a croitre pour passer d’une valeur de 4,3 billions de dollars
en 2020 et atteindre les 8,5 billion de dollars en 2025 (markets and markets, 2020). On estime
que le marché mondial des biopesticides dépassera les 7% des ventes d’ici 2023 (Olson,
2015).

Les biopesticides sont généralement moins toxiques que les pesticides conventionnels,
efficaces en faible quantités et posseédent une spécificité accrue vis-a-vis des especes contre
lesquelles ils sont dirigés (Deravel et al., 2014). Ils sont composés généralement d’un
mélange de principes actifs avec un large spectre d’activité et des cibles d’action multiples
réduisant le développement de résistance. De plus, ils sont biodégradables et donc non

persistants dans I’environnement (Deravel et al., 2014).

Les plantes représentent la source la plus importante de biopesticides, en produisant de
nombreux métabolites secondaires biologiquement actifs potentiellement applicables dans les
programmes de lutte intégrée. Parmi les pesticides d’origines végétales qui ont eu beaucoup
de succeés sont ceux qui proviennent de I’arbre du Neem, Azadirachtaindica A. Juss.
(Meliaceae) (Isman et Grieneisen, 2014). En effet, la possibilité d'obtenir des composés actifs
variés a partir des feuilles et des graines, évitant ainsi la destruction de la plante entiere,

représente un avantage majeur (Barrek et Paisse, 2004 ; Maity et al., 2009).
1.3. L’arbre de Neem

Azadirachtaindica A. Juss (Synonymes : Antelaeaazadirachta L. ou Melia
azadirachta L.), plus communément de son nom vernaculaire margousier ou, en anglais,

Neem (Aribi et al., 2020) est un arbre a croissance rapide et a feuilles persistantes. Originaire
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de 1'Inde et du sud-est de I'Asie, sa présence est aujourd'hui répandue dans le monde entier, en
particulier dans les pays tropicaux et subtropicaux (Schmutterer, 2002 ; Morgan, 2009 ; Paes

etal, 2011 ; Koriem, 2013 ; Chattopadhyay et al., 2014).

Cet arbre est caractérisé par un tronc solide dur, brun foncé avec une crotite brune
fissurée de 75 a 150 cm, les feuilles, qui mesurent jusqu’a 25 cm de long, sont constituées de
cinq a huit paires de folioles. L’inflorescence en forme de panicules axillaires est constituée
de nombreuses fleurs (Fig. 01). La fleur est aromatique et blanche, et le fruit peut atteindre un
centimétre de long. Il est vert et devient jaune lorsqu'il mirit, et a un golt amer de graine

(Ketkar, 1976, Radwanski et Wickens, 1981).

L’huile

Figure 02 : L’arbre de Neem et ses composants (Fernandes et al., 2019).

1.3.1. Propriétés du Neem (Azadirachtaindica)

En Asie, I’arbre de Neem est 1'une des principales sources de médicaments naturels,
utilisé dans la médecine ayurvédique comme l'un des plus anciens remedes pour traiter
diverses maladies humaines telles que la malaria, le diabéte et les infections de la peau

(Biswas et al., 2002 ; Pasquoto-Stigliani et al., 2017). Les extraits de Neem auraient
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¢galement des effets inhibiteurs sur plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (Patel et al.,
2016). De plus, les extraits aqueux de la poudre de graines de Neem ont ¢été utilisés comme

insecticide en Inde depuis des millénaires pour contrdler les insectes nuisibles (Campos et al.,

2016).

Les connaissances empiriques sur les propriétés du Neem ont recu une validation
scientifique des 1942 grace aux travaux du chimiste pakistanais SalimuzzamanSiddiqui
(1897— 1994) qui ont permis d’isoler trois composés amers dans 1’huile extraite des graines,
respectivement nimbin, nimbinin et nimbidin (Ghedira et Goetz, 2014).

Plus de 300 composés phytochimiques différents structurellement complexes est
appartenant a différentes familles chimiques (Tableau 01) ont été isolés (Biswas ef al., 2002 ;
Gupta et al., 2017) dont plus de 130 sont des limonoides dotés de propriétés médicinales et

insecticides (Chen et al., 2018).

Familles de constituants Constituants chimiques principaux
chimiques principaux
Limonoides (C-seco- Azadirachtine (azadirachtine A), 3-
tétranortiterpenes) tigloylazadirachtol (azadirachtine B),1-tigloyl-3-

acétyl-11-hydroxy-méliacarpine (azadirachtine
D),11-déméthoxycarbonyl azadirachtine
(azadirachtine H), 1-tigloyl-3-acétyl-11-hydroxy-11-
déméthoxycarbonyl méliacarpine (azadirachtine I),
azadiriadione, azadirachtanine, époxyazadiradione

Protolimonoides du groupe Nimbine, déacetylnimbine, salannine,
gédunine azadirachtolide, isoazadirolide, margosinolide,
nimbandiol, nimbinéne, nimboline A, nimbocinone,
nimbocinolide, nimbolide, nimocine, nimocinol

Flavonoides Hyperoside, nimbaflavone, quercitrine, quercétine,
rutine
Autres constituants Tanins
[-sitostérol, vilasanine
Ca, Mg, P

Tableau 02: Principaux constituants chimiques d'Azadirachtaindica (Gherida et Goetz, 2014)

1.3.2. L.’azadirachtine

L’azadirachtine, est un tetranortriterpénoide naturel hautement oxydé, apparenté a la

limonine, et appartenant a la famille des limonoides ; il est considéré comme le plus puissant
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extrait des graines de Neem (Bennuzzi et Ladurner, 2018). L’azadirachtine est un mélange de
différents isomeres (A, B, D, E, F, H, I, K, L) contenus dans I’huile de Neem
(Bennuzzi&Ladurner, 2017). L'azadirachtine A, est la principale substance active responsable
de 72 a 90 % de l'activité biologique du Neem, (Schmutterer, 1990 ; Mordue et al., 2010 ;
Wang et al., 2016 ; Gehlot et al., 2017).

L’azadirachtine A posséde une structure complexe, et suite a la détermination de sa
structure correcte en 1985 (Kraus ef al., 1985), la premiere synthése totale de cette molécule a
¢été publiée deux décennies apres la découverte du composé (Ley et al., 2007). En plus de son
extraction a partir d'4Azadirachtaindica, 1’azadirachtine peut également &tre isolée a partir de
deux autres espéces d’Azadirachta : A. excelsa et A. siamensis (Morgan, 2009;

Brandyopadhyay et al., 2011).

L’analyse cristallographique aux rayons X a permis de connaitre la structure chimique
de l'azadirachtine (Fig.02). L'azadirachtine est un composé hautement oxydé qui présente une
structure extrémement complexe avec une formation rigide due a la présence de liaisons
hydrogene intramoléculaires et d'un grand nombre de groupes fonctionnels réactifs en
positions extrémement proches (Mordue et Nisbet, 2000 ; Prakash et Bhojwani, 2002 ; Veitch
et al., 2007). L azadirachtine dérive de la voie de biosynthése de 1’acide mévalonique dans

I’arbre de Neem (Aarthy et al., 2018).

L'intérét croissant pour l'azadirachtine est principalement dii aux propriétés uniques et
particulieres de ce composé, notamment son large spectre d'activité, méme lorsqu'il est
présent a I'état de traces. L’azadirachtine posséde de nombreuses activités biologiques
exploitables aussi bien en tant que bio-pesticide qu’en tant qu'agent thérapeutique (Prakash et

al., 2002 ; Morgan, 2009 ; Paul et al., 2011 ; Hashmat et al., 2012).
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Figure 02 : Structure de I'azadirachtine A (PubChem, 2019).

1.4. Toxicité et risque écotoxicologique de I’azadirachtine

L'azadirachtine est un composé biodégradable qui potentialise son application comme
pesticide et présente une tres faible toxicité pour les mammiferes (Johnson et Morgan, 1997 ;
Morgan 2009 ; Prakash et al., 2002 ; Mordue et al., 2010) ainsi que pour les organismes non
cibles (Boeke et al., 2004), avec une DLso de 5000 mg/kg chez le rat, ce qui le classe dans la
catégorie des produits "peu susceptibles de provoquer un danger aigu" selon la classification
¢tablie par 'OMS (OMS, 2009). La toxicit¢ chronique de [’azadirachtine pour la
consommation humaine est de 15 mg/kg (Raizada et al., 2001 ; Boeke et al., 2004).

L'utilisation de fortes doses d'azadirachtine pendant la gestation induit de légeres
variations du squelette feetal chez les rats (Braga et al., 2021). Néanmoins, a faibles doses,
I’azadirachtine, n’induit aucune modification morphologique, viscérale ou squelettique chez
les feetus du rat (Srivastava, 2000). L'azadirachtine est toxique pour les organismes
aquatiques, en particulier lorsque des doses ¢levées sont administrées (Winkaler ef al., 2007 ;
Stalin et Kiruba, 2008).

Chez les prédateurs et les parasitoides, 1’azadirachtine présente des effets toxiques
faibles a modérés notamment chez les stades juvéniles (larves, nymphes) et semble Etre
relativement sir et sélectif pour les adultes (Raguraman et Kannan, 2014).

Néanmoins, des effets toxiques ont été rapportés chez les polinisateurs des cultures
apres exposition chronique, notamment sur le comportement du bourdon Bombus terrestris
sous condition de laboratoire (Barbosa et al., 2015). Une réduction de la survie, de la

croissance ainsi que du temps de développement a été rapportée chez
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Partamonahelleritoujours dans les mémes conditions (Bernardes et al., 2018). Cependant,
I’instabilit¢ de 1’azadirachtine et sa faible persistance rendent ces conditions chroniques
improbables dans des situations de terrain.

L’azadirachtine est une molécule faiblement persistante dans les sols en condition
aérobie avec une demi-vie de 1,9 a 9,9 jours (EFSA, 2011). Elle est faiblement persistante
dans I’eau en condition aérobie avec une demi-vie de 10,6 jours (BPDB, 2013). Selon
I’ARLA, I’hydrolyse est I’'une des principales voies de transformation a pH neutre et basique
(demi-vie de 19 jours, 13 jours et 2 heures a pH 4, 7 et 10 respectivement). La photolyse au
sol est également une voie de transformation importante de I’azadirachtine (demi-vie de 3 a 4

jours) (ARLA, 2012).

1.5. Potentiel insecticide de I’azadirachtine

L’azadirachtine posseéde une activité insecticide contre les insectes de différents ordres
(Mordue et al., 2005 ; Tomé et al., 2013 ; Abedi et al., 2014 ; Poland et al., 2016) avec un
mode d’action multiple interférant avec différents processus physiologiques et biochimiques

de I’insecte.
1.5.1. Effets régulateurs de croissance

La croissance et le développement des insectes sont régulés par diverses hormones
dont les deux principales sont : la 20-hydroxyecdysone (20E), forme active de I’ecdysone, et
I'hormone juvénile (JH). L'équilibre de ces deux hormones définit le résultat de chaque
transition de développement (Dubrovsky, 2005) et toute interférence avec I'équilibre
hormonal entraine une interruption du développement et est considérée comme une cible
spécifique potentielle pour la lutte contre les insectes nuisibles (Penner et Dhadialla, 2012).
Chez le stade adulte, ces hormones sont également impliquées dans la régulation de la

maturation reproductive (Goodman et Granger, 2005).

L'azadirachtine agit comme antagoniste de ces deux hormones; son action principale
est sa capacité a modifier ou supprimer les taux d'ecdystéroideshémolymphatiques et
d'hormones juvéniles en inhibant la libération de neurohormonesprothoracicotrope (PTTH) et
allatotropine a partir des corporacardiaca, induisant ainsi son effet perturbateur de croissance
des insectes principalement représenté par une réduction de la nymphose, des malformations
et un échec de I'émergence des adultes (Mordue et Blackwel 1993; Bezzar-Bendjazia et al.,

2017).
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1.5.2. Effets sur le systéme nerveux

L’azadirachtine interfére avec le systéme nerveux central (SNC) par inhibition de la
transmission cholinergique excitatrice via les canaux calciques (Qiao et al., 2014) mais aussi
sur la voie de signalisation de l’insuline (Shao et al., 2016). Cependant, les mécanismes

d’action de 1’azadirachtine restent encore inconnus.

Les amines biogénes comme la sérotonine (5-HT), l'octopamine (OA) et la dopamine
(DA) sont d’importants neuromodulateurs du SNC de D. melanogaster (Monastirioti, 1999)
qui peuvent influencer 1’apprentissage, la mémorisation, I’activité locomotrices ainsi que le
comportement sexuelle (Majeed et al., 2016). L’azadirachtine réduit significativement les
taux hémolymphatique et cérébrale de OA, 5-HT et DA (Awad et al., 1997; Banerjee et

Rembold,1992) impactant ainsi différents processus cognitifs et comportementaux.
1.5.3. Effets sur la reproduction

Les effets de 1'azadirachtine sur les différents parametres reproducteurs ont été rapportés chez
plusieurs espéces d’insectes (Pineda et al., 2009 ; Tine et al., 2011 ; Tomé et al., 2013 ;
Boulahbel et al., 2015 ; Er et al., 2017 ; Oulhaci et al., 2018). Une réduction de la fécondité
et de la fertilit¢ a été enregistrée chez de nombreux insectes et pourrait étre due a
l'interférence de l'azadirachtine avec la synthése des protéines du vitellus et/ou son

incorporation dans les ovocytes (Boulahbel et al., 2015).

L’azadirachtine inhibe également 1’ovogenese et la spermatogénése et induit une
stérilit¢ des insectes (Chaudhary et al, 2017). En effet, pour un déroulement normal de
I’ovogenese et de la spermatogenese, un équilibre adéquat entre I’JH et 20E est nécessaire ;
l'action antagoniste de 1'azadirachtine sur ces deux principales hormones explique les effets
déléteres sur les parametres de la reproduction. L’azadirachtine interfére également avec le
comportement d’oviposition des insectes et le choix du site de ponte (Bezzar-Bendjazia et al.,

2016).
1.5.4. Effets moléculaires

L'azadirachtine impact la transcription et/ou l'expression génique de plusieurs
protéines. Aussi, 1’azadirachtine est connue pour réprimer 1'expression des génes des protéines
cuticulaires et de l'amylase chez D. melanogaster (Lai et al., 2014). L’azadirachtine est

responsable d’une altération structurale de I’intestin moyen chez les larves de
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Spodopteralitura due a une apoptose caspases-dépendante (Shu et al, 2018). Chez D.
melanogaster, une dépolarisation de I’actine conduisant a un arrét du cycle cellulaire et une

apoptose caspase-indépendante a également €été rapportée apres traitement a 1’azadirachtine

(Anuradha et al., 2007 ; Anuradha et Annadurai 2008).

Le traitement a l'azadirachtine augmente I'activité de la SOD et la teneur en MDA chez
D. melanogaster et induit I’expression génique des enzymes antioxydantes telles que la SOD,
la CAT et la GST (Zhang et al., 2018). L'azadirachtine inhibe également I'expression des
geénes de la ferritine et de la thiorédoxine peroxydase ayant des rdles protecteurs contre le

stress oxydatif (Asaduzzaman et al., 2016).
1.5.5. Effets anti-appétant

Parmi les différentes propriétés attribuées a 1’azadirachtine, l'activité anti-appétante
est la plus documentée (Schmutterer et Singh, 1995 ; Senthil-Nathan ef al, 2007).
L’azadirachtine stimule les cellules chimioréceptrices, responsables du comportement
d’aversion, au niveau des pic¢ces buccales de I’insecte et bloque les sites des récepteurs
glucidiques responsables de la stimulation de I’alimentation conduisant ainsi a une inhibition
de I’alimentation (Blaney et al., 1990 ; Simmonds et al., 1990 ; Mordue (Luntz) ef al., 1999).

Cette activité représente, 1’effet anti-appétant primaire de I’azadirachtine.

Un effet anti-appétant secondaire li¢ a I’action de 1’azadirachtine sur la physiologie de
la digestion, notamment en affectant I’activité des enzymes impliquées dans le processus de
digestion a également été rapporté et inclut un effet a plus long terme sur la réduction de la
consommation de la nourriture (Rharrabe et al., 2008 ; Khosravi et Sendi, 2013 ; Kilani-

Morakchi et al., 2017).

1.6. Le systeme chimiosensoriel et locomoteur comme cible potentielle des

pesticides

Les insectes évoluent dans un environnement ou ils sont en contact permanent avec
des molécules volatiles ou solubles pouvant se révéler nocives. Ils ont développé des systémes
de communication sophistiqués, sensibles, efficaces et adaptés a leur environnement,
indispensables a leur survie et leur reproduction. Les systémes chimiosensoriels gustatifs et
olfactifs détectent et transmettent au niveau central les informations chimiques de

I’environnement (Hallem et al., 2006 ; Wicher et Marion-poll, 2018) afin que I’insecte
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distingue les sources alimentaires des substances toxiques, reconnaisse ses proies de ses

congénéres et de ses partenaires sexuels (Ebbs et Amrein, 2007).

La plupart des insectes utilisent 1’olfaction pour localiser leur nourriture, leur hote et
trouver leur partenaire sexuel. Le systéme gustatif permet aux insectes d'identifier les sources
de nourriture appropriées et d'éviter les substances toxiques et améres en contrOlant le
comportement de choix alimentaire conduisant a 1'acceptation ou le rejet de I’aliment (Scott,

2018).

En plus des signaux olfactifs et gustatifs, la locomotion fait partie intégrante du
comportement des insectes, vu son importance pour la recherche de nourriture,
'accouplement et la réaction de fuite (Zhu et al, 2020). Chez D. melanogaster, 1'activité
locomotrice, est un trait de forme physique qui intervient dans une série de comportements
associés a des fonctions de base telles que la réponse au stress, la capacité¢ de recherche de
nourriture, l'accouplement, la ponte et la reproduction (Baumler et Potter, 2007 ; Khosravi et

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

Chez la drosophile, 'activité locomotrice est classée en deux types (Connolly, 1967),
l'activité locomotrice spontanée, qui est indicative d'un état de locomotion a long terme et
correspond a l'activité observable présentée par l'insecte sans activation spécifique par des
stimuli externes (Zhu et al., 2020) et la réactivité locomotrice qui correspond a une réponse
d'activité a court terme qui suit immédiatement un stimulus externe et est déclenchée pour

faire face aux changements environnementaux (Zhu et al., 2020; Sun et al., 2018).

Si la locomotion et les signaux chimiosensoriels des insectes sont essentiels a leur
forme physique et a leur survie, en leur permettant de trouver leur partenaire sexuel et de
localiser les plantes hotes et les sources de nourriture, les insecticides, méme a faible dose,
agissent comme des perturbateurs de l'information provoquant des réactions inadaptées qui
peuvent étre exploitées comme stratégies comportementales pour lutter contre les especes

nuisibles (Tricoire-Leignel et al., 2012).

Les perturbateurs de croissance des insectes (IGDs), agissent sur le contrdle
endocrinien et la physiologie des insectes en perturbant leur développement et leur
reproduction (Mordue et al, 2010). De plus, de nombreux insecticides perturbent la
neurotransmission et altérent de ce fait, I’activité locomotrice, les systémes sensoriels et les

capacités cognitives des insectes (Tricoire-Leignel ef al., 2012 ; Benzidane et al., 2010).
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L’impact des doses sublétales d’insecticides sur les systémes sensoriel et nerveux
représente aujourd’hui un intérét certain aprés la mise en évidence, chez les abeilles
melliferes, des effets sublétaux sur le comportement guidé par 1’olfaction, I’apprentissage et la

mémoire (Desneux ef al., 2007 ; Gonalons et Farina, 2018; Chmiel et al., 2020).
2. Présentation de I’espéce biologique

2.1. La drosophile : organisme modele

La drosophile plus connue sous le nom de « mouche du vinaigre » est un insecte
diptére brachyceére holométabole. Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) est 1’organisme
de prédilection pour la recherche biologique, utilis¢é comme organisme modéle depuis plus
d’un siecle. A Dorigine, cet organisme ¢était principalement étudié en génétique pour
comprendre les régles de 1’hérédité des caracteres. Apres Thomas Hunt Morgan en 1933 pour
ces travaux sur le role des chromosomes dans 1’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 fertilis€ mais également en neurogénétique de 1’apprentissage (Dukas,
2008). En plus de I'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 1’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.

2.2. Taxonomie

Les drosophiles sont des animaux faisant partie du phylum des arthropodes et plus
précisément de la classe des insectes. Elles appartiennent a I’ordre des diptéres (ou mouches
vraies) caractérisés par la présence d’haltéres sur le troisiéme segment thoracique
indispensables a la stabilisation du vol. Cet ordre renferme les mouches, moucherons et

moustiques. La famille des Drosophilidae, compte preés de 3000 espéces (O’Grady et Markow,
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2009) qui ont colonisé tous les types d’environnement (Fig. 03). La majorité des ses especes
appartiennent aux deux sous-genres : Drosophila (1450 espéces) et Sophophora (450 especes)
(Fig. 04). Suite a des études récentes, il semblerait que D. melanogaster soit plus proche
phylogénétiquement du genre Sophophora que du genre Drosophila (O’Grady et 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 consideérent D. melangaster comme un

label étant 1’espéce la plus célebre apres /’Homo Sapiens (Dalton, 2010).

Régne Animalia

Embranchement Arthropoda
Sous- embranchement Hexapoda
Classe Insecta

Sous-classe Pterygota

[nfraclasse
Ordre
Sous- ordre
Infra- ordre
Famille
Sous- famille
Genre

Espéce

Neoptera
Diptera
Brachycera
Muscomorpha
Drosophilidae

Drosophilinae

Drosophila

Drosophila melanogaster

Meigen, 1830

Figure 03 : Taxonomie de Drosophila melanogaster.
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Figure 04 : Phylogénie de Drosophila melanogaster (O’Grady et Markow, 2009).
Schéma : (http://hereditariedadgenetica.blogspot.com/2008/03/taxonomia.html).

2.3. Principales caractéristiques de Drosophila melanogaster

Comme tous les insectes, le corps de la drosophile se compose de trois parties
distinctes : la téte (région céphalique), la région thoracique et la région abdominale. Les trois
paires de pattes sont localisées sur la partie ventrale des différents segments thoraciques (Fig.
05 A). 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 I'abdomen. Elles ont des yeux

rouge vif et des antennes courtes a extrémité plumeuse (Fig. 05 A).

Les drosophiles présentent un dimorphisme sexuel (Parvathi et al., 2009) : les femelles
mesurent environ 3 a 4 millimétres de long ; les males sont un peu plus 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. 05 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 trés foncé (Fig. 05 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. 05 D).
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Figure 05 : Principales caractéristiques de différenciation entre les deux sexes de Drosophila
melanogaster (A : Femelle, B : Male, C : Plaque vaginale, D : Pénis, E : Patte antérieure de
drosophile male avec les peignes sexuels, F : Patte antérieure de drosophile femelle sans les
peignes sexuels).

(https://planet-vie.ens.fr/article/1456/elevage-mouche-vinaigre-drosophila-melanogaster)

2.4. Cycle biologique
En tant qu'insecte holométabole Drosophila melanogaster subit plusieurs changements
radicaux dans le plan du corps tout au long de sa vie. Apreés 1’éclosion de 1’ceuf, son

développement larvaire comprend trois stades et est caractérisé par une forte activité
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alimentaire. Le dernier stade larvaire s’arréte de s’alimenter, s’immobilise pour former une
pupe. L’insecte subit alors une métamorphose (transformation compléte) transformant
progressivement son organisme larvaire en organisme adulte. A 1’émergence, 1’imago
recommence a s’alimenter. Il passe encore par une phase de 8 & 12h d’immaturité ou son
systéme nerveux finit de se développer, puis le nouvel adulte devient sexuellement mature et

s’engage dans la reproduction (Dubrovsky, 2007). (Fig. 06).

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 I’insecte est capable de voler et de

se reproduire (Fig. 06).

Stade embryonnaire : La femelle pond des centaines d’ceufs sur des fruits en
putréfaction ou d’autres matieres humides ou en fermentation (Tavernier et Lizeaux, 2002).
Les ceufs en forme d’un ballon de rugby sont de couleur blanchatre et mesurent environ 0,5

mm de long.

Stade larvaire : Environ vingt trois heures aprés 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 aprés la ponte), les larves de 3™
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 derniére cuticule larvaire se tanne rapidement et
devient le puparium, dans lequel la métamophose va se dérouler. Cette dernieére 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
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males auxquels elles se sont accouplées pour pouvoir 1’utiliser ultérieurement et commencent

a pondre un jour plus tard (Tavernier et Lizeaux, 2002).

Accouplement

Stade embryonaire \ qudg pupal
1 jour -. 5 jours

Stade adulte
(50 a 60jours)

Stade larvaire Adulte nouvellement
4 jours émergé

Figure 06 : Cycle de vie de D. melanogaster.

2.5. Le systéme olfactif chez D. melanogaster

D. melanogasterest sensible a une trés grande variété d'odeurs. Les molécules en
suspension dans l'air peuvent induire des réactions comportementales, notamment d'attraction
ou d’évitement.

Les sensilles sont les structures sensorielles olfactives chez les insectes. Ces
sensilles sont en forme de poils et sont situées a l'extrémité distale des antennes et sur les
palpes maxillaires ou labiaux. Ces sensilles olfactives sont perforées par un grand nombre de
petits pores qui sont censés donner acces aux odeurs et peuvent donc étre facilement
distinguées des autres types de sensilles, comme les sensilles thermo ou hygrosensibles
(Stocker, 1994). Elles se présentent sous diverses formes et chaque sensille répond de fagon

spécifique a une molécule chimique ou a une famille de molécules chimiques.
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Sur I’antenne, on distingue trois types morphologiques de sensilles olfactives : les
sensilles basiconica, les sensilles trichodea et les sensilles coeloconiques (Fig. 07). Les
sensilles basiconiques sont en nombre moindre chez le male et les sensilles trichoides plus
nombreuses chez la femelle. Par contre, le palpe maxillaire a une structure plus simple que
celle de I’antenne et contient un seul type de sensille (basiconique) (Vosshall et Stocker, 200

7).

Sensille Basiconique Sensille Trichoide Sensille coeloconique

Figure 07 : Les différents types des sensilles olfactives chez D. melanogastr (de Bruyne &
Warr 2006).

Le systéme chimiosensoriel de la drosophile est impliqué dans un grand nombre de
comportements liés a [’adaptation des insectes a leur environnement, notamment la recherche
d’une plante hoéte, la recherche et la sélection d’un partenaire sexuel, ou encore dans les
relations sociales. Il est aussi indispensable pour la sélection du site de ponte par les femelles.
En effet, les drosophiles sont connues pour €tre sélectives quant aux choix du site de ponte.
Plusieurs études récentes ont montré que ce type de comportement peut étre modifi¢ par
I’expérience (Dukas, 2008 ; Sarin et Dukas, 2009 ; Abed-Vieillard et al., 2013 ; Anderson et
al., 2013 ; Abed-Vieillard et Cartot, 2016 ; Bezzar-Bendjazia et al., 2016).

2.6. Le systéeme gustatif chez D. melanogaster

Le sens du gotit est essentiel pour évaluer la qualité des aliments, pour cela les cellules
sensorielles envoient des informations sensorielles aux centres supérieurs pour stimuler des
réponses neurologiques qui sont traitées et décodées pour produire le comportement attractif
ou répulsif approprié (Liman ef al., 2014). La capacité a identifier les substances attractives et
a éviter les substances toxiques est essentielle pour la survie d'un animal. Bien que l'olfaction
et la vision contribuent a la détection des aliments, le systéme gustatif agit comme un point de

controle final pour cette prise de décision (Scott, 2018).
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2.6.1. L’architecture du systéme gustatif

Le systeme gustatif chez les insectes est complexe et n’est pas restreint a un seul
organe. Il joue un role essentiel dans la sélection des aliments et les comportements
alimentaires ainsi que dans d'autres activités de la vie des insectes (Miyamoto et al., 2012 ;
Jiang et al., 2015). Le comportement alimentaire dépend a la fois de I'apport neural des sens
chimiques des insectes (récepteurs gustatifs) et de l'intégration nerveuse centrale de ce code
sensoriel (Mordue Luntz, 2005). La détection gustative chez les insectes se fait grace a des
sensilles gustatives, situées au niveau du proboscis, des pattes et des ailes (Fig. 08) (Stocker,

1994 ; Amrein et Thorne, 2005).

La partie externe du proboscis est constituée de deux labelles, ¢galement appelés

palpes labiaux, qui fusionnent au niveau de la partie proximale du proboscis.

A Marge des
ailes

/

| Labellum

7

Proboscis

Génitalia V(S0

/Labellum

Pattes

Figure 08 : Organisation du systéme gustatif chez Drosophila melanogaster.

(A) Les points verts indiquent la localisation des organes gustatifs externes de la drosophile :
le proboscis, le premier tarse des pattes, la bordure antérieure des ailes et [’organe
ovipositeur chez la femelle. (B) Le proboscis est le principal organe gustatif chez la
drosophile. Il est composé de deux labelles recouverts de sensilles gustatives. (C) Le
proboscis de la drosophile contient 3 organes gustatifs internes le long de la paroi du
pharynx : le LSO, VCSO et le DCSO impliqués dans [’évaluation de la nourriture et le rejet
de substances toxiques. Modifié a partir de (Liman et al., 2014).
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3. Matériel et Méthodes

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

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

3.1. Elevage en laboratoire

L’¢levage D. melanogaster, souche Canton S, est réalis¢, en laboratoire (Fig. 09), a
une température de 25°C, une hygrométrie de 70% et une scotophase de 12 h (souche donnée
gracieusement par C. Wickers Thomas, Laboratoire Evolution, Génomes er Spéciation,

Université de Paris Sud).
Le milieu nutritif artificiel gélosé sur lequel est ¢élevée la drosophile est a base de

farine de mais et de levure de bicre. Il est composé essentiellement de

= Farine de mais: 33,3 g

= Levure seche : 33,3g

= Agar-agar:4.8¢g

= Antifongique hydroxy-benzoyate de méthyle a 10%

= Eau distillée : selon nécessité

Les drosophiles sont élevées dans des flacons de plastique et bouchés par un tampon

de mousse (Fig. 09).

Les mouches sont transférées tous les 3-4 jours dans de nouveaux tubes afin d’éviter les

problémes de compétition larvaire et fournir une progéniture suffisante.
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Figure 09 : Elevage au laboratoire de D. melanogaster (photo personnelle).

3.2. Présentation de I’insecticide et traitement

3.3. Présentation de ’insecticide

L’azadirachtine est un tétranortriterpénoide dérivé des graines de l'arbre indien, le
margousier (Azadirachta indica A. Juss, Meliaceae), commercialisée sous le nom de Neem
Azal-T/S, est un produit a base d’extrait des graines de 1’arbre tropical Neem. Il comprend la
seule molécule active 1’azadirachtine A standardisé a 1% avec un poids moléculaire de 720,7
g/mol. Sa formule chimique est C35H44016. Tres soluble dans 1'éthanol, 1'éther diéthylique,
l'acétone et le chloroforme. Peu soluble dans I’eau et 'hexane. L’azadirachtine A correspond a

un liquide brun avec une odeur caractéristique du Neem.
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Figure 10 : Structure chimique de I’azadirachtine A (Mordue et al., 2005).
3.4. Traitement
L’azadirachtine a été utilisé par application topique (1pl), sur des larves de début du
stade L3 de D. melanogaster. L’insecticide a été dilué dans ’acétone (solvant) et testé¢ a deux
doses, la premiere de 0,28 pg correspondant a la concentration létale 25% des stades
immatures (DLz2s) et la seconde de 0,67 pg correspondant a la concentration létale 50% (DLso)
(Bezzar-Bendjezia et al., 2016). Une série témoin est conduite en parallele et les individus

recoivent uniquement le solvant (1pul).

Figure 11 : Traitement des larves L3 (4 : prélevement des larves L3 a partir des flacons ; B :
larves récupérées dans les boites de pétri ; C : application topique (1 ul d’azadirachtine
DL;s, DLsg) sur les larves L3 ; D : les larves traitées dans les boites de pétri (Photos

personnelle).
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3.5 Effet de I’azadirachtine

3.5.1. Test de préférence larvaire

Des groupes de 20 larves de début du stade L3 sont introduit dans des boites de Pétri
(Nunc ; diamétre = 66 mm, hauteur = 15 mm) contenant un papier filtre (Whatmann, Cat 42 ;
diamétre = 55 mm) divisé en deux cercles concentriques (28 mm de diameétre pour celui du
centre) a I’aide d’un emporte- piece (Fig.12).

L’anneau extérieur est imprégné dans une solution d’azadirachtine (0,25 ul/ml) de 10
ml pendant 5 secondes alors que la zone centrale est imprégnée dans 10 ml d’acétone pendant
la méme durée. Les deux parties sont laissées a 1’air libre pendant 5 minutes afin que
I’acétone s’évapore. Les deux zones sont ensuite réassemblées dans la boite de Pétri et
humidifiées avec 1 ml d’eau distillée afin de faciliter le déplacement des larves. Cinq minutes
apres le dépdt des larves au centre du dispositif, les larves présentes sur chaque zone et sur le
couvercle (considérer comme témoins) sont dénombrées et un Indice de Préférence Larvaire

(IPL) est calculé comme suit :

IPL = (Nombres des larves sur zone traitée) — (Nombres des larves sur zone non traitée)

(Nombres des larves sur zone traitée) + (Nombres des larves sur zone non traitée)

En théorie, ’'IPL peut varier entre -1 (forte aversion pour I’azadirachtine) et
+1 (forte attraction pour 1’azadirachtine).

b Zone traitée a I'nzadirachtine 4

Figure 12 : Test de préférence larvaire. Une boite de pétrie contenant deux anneaux

(I’extérieur est imprégné dans [’azadirachtine et le central est imprégné dans [’acétone).

26




Chaprtre O2 . Matériel et Méthodes

3.5.2. Test de préférence alimentaire chez I’adulte

Les préférences alimentaires des adultes males et des femelles vierges agés de 3 jours
ont été testé en choix binaire grace au test du Bleu-Rouge (Tanimura ef al.,, 1982) sur une
microplaque a 96 puits (Plaques Minitray Nunc nucleon, 84x59mm) (Fig. 13). Les 96 puits
de la plaque sont remplis alternativement par 10 pl de milieu traité avec les deux doses
(DL25 et DL50) (Bezzar-Bendjezia et al., 2016) et coloré¢ (Rouge acide ou bleu
erioglaucine) ou par 1 pl de milieu standard (témoins) coloré de I’autre couleur. Aprés 24 h
de jeline, 10 adultes d’un méme sexe sont placés dans le dispositif pendant 1 heure a
I’obscurité. A la fin de I’expérience, les portoirs sont conservés a -10°C pendant 24 h et les
individus testés sont classés selon la couleur de leur abdomen en 3 catégories, rouge, bleu,
blanc ou noir. Un Indice de Préférence Alimentaire (IPA) est calculé selon les formules

suivantes pour les deux colorants :

IPA = [(NP +Nn /2) / (Nb +NR + NI)] * 100
Nb : Nombre des abdomens colorés en bleu.
NI : Nombre des abdomens colorés en noir (mélange des deux couleurs).

NI : Nombre des abdomens colorés en rouge.
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Figure 13 : Test de préférence alimentaire. (4) : Microplaque a 96 puits contenant les deux
milieux avec les colorants rouge et bleu. (B) : Abdomen coloré en bleu. (C) : Abdomen coloré
en rouge.

Afin de tester un possible effet des colorants sur la réponse des individus testés, des
males et des femelles ont eu le choix entre un milieu standard coloré en rouge et un milieu
standard coloré en bleu afin de calculer des indices contrdles pour le bleu et le rouge. L’ IPA

varie entre 0% pour une aversion totale a 100% pour une attirance totale.

3.6. Analyse statistique

Les moyennes = SEM sont calculées pour chaque groupe d’expérience. Les
données concernant le test de préférence larvaire et préférence alimentaire sont analysées
grace au test de Kruskal-Wallis combiné avec le test de Dunn’s. Le test de Mann-
Whitney est utilisé pour comparer I’indice de préférence larvaire (IPL) et I’indice de
préférence alimentaire (IPA). Tous les calculs ont été effectués a 1’aide du logiciel
GraphPad Prism version 6.1 pour Windows (GraphPad software, La Jolla California,

USA, www.Graphpad.com).
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4. Résultats

4.1. Effets de I’azadirachtine sur la préférence larvaire

L’azadirachtine (DL2s, DLso), administré par application topique chez les L3 du début
de stade, affecte la préférence larvaire en augmentant de maniére significative 1’aversion pour

le milieu traité (0,25 pg/ml) et ce comparativement au milieu témoins (p < 0,01) (Fig. 14).

L’exposition préalable a I’azadirachtine (début du stade L3) induit une aversion plus
importante a cette molécule en comparaison aux larves témoins ‘’naives’’ (p < 0,001) (Fig.
14). En effet, Les larves de D. melanogaster préferent rester sur le milieu témoin et évitent de
se déplacer vers le milieu traité. L’analyse statistique des résultats révele un effet significatif

entre les deux milieux (P < 0,001) (Fig. 14).

Les résultats concernant I’indice de préférence larvaire (IPL) des larves de D.
melanogaster témoins ou traitées a I’azadirachtine (début de stade 1.3) sont représentés sur la
figure 10. Les valeurs de I’'IPL obtenues pour le milieu traité (0,25 pg/ml) sont de -0,18 ; -
0,42 et -0,44 et ce respectivement pour les larves témoins, traitées a la DLa2s et traitées a la

DLso.

L’analyse statistique des données révele des différences significatives entre I’'IPL des
larves traitées et témoins. En effet, le test de Mann-Whitney révele un effet significatif entre
les larves témoins et traitée a la DL2s (p < 0,01) et a la DLso (p < 0,01). Cependant, aucune

différence significative n’est enregistrée entre les deux doses testées (p > 0,05) (Fig. 15).

Témoin ¥ Traité (0,25ug/ml)

b ..| DLs, |_. N

ab ,_l DL |_| "

a |-| Témoin |_| -

20 10 0 10 20
Nombre des larves

Figure 14 : Effets de I’azadirachtine (DL25, DL50), administré par application topique aux

larves du début de stade L3 de D. melanogaster sur le nombre des larves présentent sur le
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milieu témoins ou traités (0,25 ug/ml) a l’azadirachtine. (M = SEM, n= 05 répétitions de 20
larves 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 étoiles indiquent une différence

significative entre les individus de la méme série dans des milieux différents.

a
0.0- 1

"0.2 1 ab b
_] . .
& -0.44

-0.6 i .

-0.8 T T T

Temoins DL2s DLso

Milieu 0,25 pg/ml

Figure 15: Indice de préférence larvaire (IPL) des larves de D. melanogaster pour
l"azadirachtine (0,25 ug/ml). Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas

significativement différentes (p > 0,05).
4.2. Effets de I’azadirachtine sur la préférence alimentaire

Afin d’évaluer les préférences alimentaires des adultes a 1’azadirachtine, nous avons
utilis¢ le test bleu/rouge en colorant alternativement le milieu traité. L’azadirachtine (DLo2s,
DLso), administré par application topique chez les L3 du début de stade, affecte la préférence
alimentaire des adultes et ce comparativement aux témoins. Les résultats obtenus montrent
une préférence claire pour le milieu témoin par rapport au milieu traité (p < 0,01).

De maniere générale, nos résultats montrent que la coloration du milieu affecte
clairement la consommation des adultes qui préférent la couleur bleu (53,76%) que la couleur

rouge (39%).

Les résultats concernant 1’indice de préférence alimentaire (IPA) des adultes males et
femelles de D. melanogaster témoins ou traitées a I’azadirachtine (début de stade L3) sont

représentés sur la figure 8. Les valeurs de I’'IPA obtenues pour le milieu traité (0,25 pg/ml)
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coloré en bleu sont de 33,21% ; 15,00% et 13,00% et ce respectivement pour les males
témoins, traités a la DLas et traités a la DLso. Les valeurs de I’'IPA obtenues pour les femelles
sont de 34,83% ; 22,91% et 22,31% respectivement pour les femelles témoins, traitées a la
DLos et traitées a la DLso. En ce qui concerne les IPA obtenues pour le milieu traité
(0,25pug/ml) coloré en rouge, les valeurs enregistrées sont toujours nulles et ce respectivement

pour les adultes males et femelles témoins et traitées (DL2s et DLso).

L’analyse statistique des données révele des différences significatives entre I’'IPA des
adultes traitées et témoins. En effet, pour les males dans le milieu 0,25 pg/ml et coloré en
bleu, le test de Mann-Whitney révele un effet significatif entre les males témoins et traitée a la
DL2s (p < 0,01) et a la DLso (p < 0,01). Cependant, aucune différence significative n’est
enregistrée entre les deux doses testées (p > 0,05) (Fig. 16 A). Des résultats similaires sont
observés chez les femelles ; en effet, le test de Mann-Whitney révéele un effet significatif entre
les femelles témoins et traitée a la DL2s (p < 0,01) et entre les femelles témoins et traitée a la

DLso (p <0,01), ces différences sont dose-dépendante (p < 0,05) (Fig. 8B).

40- a A 50 B
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< b b < 304 b
> 204 e -1 =) 5 c
204
104 el E
s 104
0 L] L] L] 0 L] L] L]
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Milieu 0,25 pg/ml Milieu 0,25 pg/ml

Figure 16 : Indice de préférence alimentaire (IPA) des adultes de D. melanogaster en milieu
0,25 ug/ml coloré en bleu. A : Males, B : Femelles. Les moyennes suivies d 'une méme lettre
ne sont pas significativement différentes (p > 0,05). Les lettres en minuscules indiquent une

difféerence significative entre les individus témoins et traités.
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5. Discussion

Le développement, la reproduction et la survie des insectes dépendent de la perception
de différents signaux sensoriels les informant sur la qualité de leur environnement (Thibert et
al., 2016). De nombreux travaux ont rapporté que I’exposition aux insecticides pouvait
conduire a des défauts dans le comportement des insectes. Différents comportements
peuvent étre altérés comme la mobilité, la recherche de nourriture ou d’hotes mais aussi le
comportement alimentaire (Tomé et al., 2013 ; Louat, 2013). En effet, dans la nature, les
insectes consacrent une grande partie de leur vie a la recherche de nourriture. Ce processus
implique différents mécanismes comme la reconnaissance de multiples signaux chimiques

ou sensoriels, mais aussi, la mémoire et I’apprentissage (Duckas, 2008).

D. melanogaster est connue pour ses capacités d’apprentissage dans des contextes
variables (Dubnau et al., 1998 ; Dukas, 2008). Les larves, comme les adultes, sont capable de
diverses formes d’apprentissage passant d’une simple habituation aux apprentissages
associatifs divers (Gerber et al., 2007). L’impact de 1’alimentation sur les apprentissages, chez
les larves ou les adultes, est de plus en plus étudié (Dethier, 1980, Russell ef al., 2013). Cette
décision de choix alimentaire dépend de facteurs génétiques et environnementaux et est sans
doute reliée aux capacités sensorielles de la drosophile, qui impliquent tout particulierement le
sens de 1’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

et Dukas, 2009 ; Flaven-Pochon, 2013 ; Thibert et al., 2016).

La capacité de I’insecte a détecter et a fuir un site défavorable semble étre sous 1’ effet
de la sélection naturelle et a fait ’objet de nombreux travaux (Thomson et Pellmyr, 1991 ;
Bernays et Chapman, 1994). Cependant, I’'impact de I’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 I’autre, a également été rapporté

(Jaenike, 1983 ; Duckas, 2008).

Ce travail vise a évaluer les effets de 1’azadirachtine (DL25, DL5(), administrée par
application topique sur les larves L3 du début de stade sur la préférence larvaire et la

préférence alimentaire chez de D. melanogaster.
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Nos résultats révelent que 1’exposition des larves du début de stade L3 a
I’azadirachtine (DL25, DL50) influence le choix larvaire conduisant a un évitement de
I’insecticide. De plus, le choix alimentaire des adultes males et femelles survivants au
traitement est également affecté. Une préférence claire pour le milieu témoin par rapport au
milieu traité a été notée au cours de nos différentes expériences. De plus, la coloration du
milieu affecte clairement la consommation des adultes qui préférent la couleur bleue a la

couleur rouge. Cette préférence de couleur a également été rapportée par Fougeron (2011).

L’évitement de 1’azadirachtine griace a sa détection sur une surface traitée, a
¢galement été rapporté chez de nombreuses especes d’insectes (Blaney et al., 1990 ; Ma et
al., 2000 ; Charleston et al., 2006 ; Cordeiro et al., 2010 ; Hasan et Ansari, 2011 ; Tomé et
al.,2013).

En effet, 1’azadirachtine est connu pour son pouvoir anti-appétant (Mordue et al.,
2005). Cet effet anti- appétant considérer comme un effet primaire de 1’azadirachtine est
probablement li¢ a une action directe du biopesticide sur les centres controlant
I’alimentation et le métabolisme chez I’insecte (Barnby et Klocke, 1987). L’azadirachtine
stimule les cellules chémoréceptrices, responsable du comportement d’aversion, au niveau
des picces buccales de I’insecte et bloque les sites des récepteurs glucidiques responsable
de la stimulation de I’alimentation (Mordue et al., 1999 ; Zapata et al., 2009) conduisant a

une inhibition de I’alimentation (Koul et Wahab, 2004).

Nos résultats révelent également que 1’aversion a 1’azadiractine semble étre plus
importante chez les insectes ayant été préalablement exposés a I’insecticide (stade L3), en
comparaison aux insectes ‘’naives’’, suggérant une mémorabilit¢ de 1’aversion a cette
molécule. Ceci pourrait étre utilisé¢ dans les programmes de lutte pour renforcer 1’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 I’apprentissage a travers les
stades de développement (Duckas, 2008 ; Blackiston et al., 2008 ; Gerber et al., 2009 ;
Flaven- Pouchon et al., 2014 ; Abed-Vieillard et Cortot, 2016).
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La compréhension de la biologie de la mémoire reste I’une des grandes quétes des
neurosciences et nécessite de plus amples investigations. Toutefois, chez D. melanogaster
et malgré un remaniement drastique du systeme chimio-sensorielle périphérique et central
lors de la métamorphose, certaines structures centrales, comme le lobe gamma des corps
pédonculés (Fig. 17), sont relativement conservées de la larve a 1’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 permette la persistance des
apprentissages larvaires chez 'adulte.

Cette possibilité de conservation de 1’aversion a I’azadirachtine pourrait constituer
une nouvelle stratégie de lutte dans les programmes de lutte intégrée notamment chez les
especes nuisibles de drosophiles telles que Drosophila suzukii. En effet, selon Kraus Pharm
et Ray (2015) I’aversion olfactive semble étre conservée chez les différentes espéces de

drosophiles ce qui permettra de généraliser I’action de 1’azadirachtine.

Figure 17. (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).

¥




Chaprtre O%: Conclusion E£7

Perspectsves

4




Chapitre O%: CONCLUSION ET7 PERSFPECTIVES

6. Conclusion et perspectives

Nos expérimentations ont €t¢é menées chez les larves du début du troisieme stade
larvaire (L3) de D. melanogaster en vue d’évaluer les effets de 1’azadirachtine, administré par
application topique, sur la préférence larvaire et la préférence alimentaire. Le bio-insecticide a
été testé a deux doses, 0,28 et 0,67ug correspondant respectivement a la DL2s et la DLso des

stades immatures.

L’azadirachtine affecte le choix larvaire conduisant a un évitement de ’insecticide. De
plus, la préférence alimentaire des adultes males et femelles survivants au traitement est
¢galement affectée. Une préférence claire pour le milieu témoin par rapport au milieu traité a
été notée au cours de nos différentes expériences. De plus 1’aversion a I’azadiractine semble
étre plus importante chez les insectes ayant été¢ préalablement exposés a 1’insecticide (stade
L3), en comparaison aux insectes ‘’naives’’, suggérant une mémorabilité de I’aversion a cette

molécule.

Cette capacité de I’insecte & mémoriser 1’exposition précoce et conserver I’aversion a
I’azadirachtine pourrait renforcer I’activité de I’insecticide et étre utiliser comme une nouvelle

stratégie de controle des insectes ravageurs dans les programmes de lutte intégrée.
A I’avenir il serait intéressant de compléter le présent travail par :
» Evaluer I’effet de 1’azadirachtine sur plusieurs générations successives.

» Une meilleure compréhension des processus liés a I’apprentissage via une exploration

de I’expression des geénes impliqués dans la mémoire.
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