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RESUMES



RESUME

Les pesticides naturels, alternative aux insecticides conventionnels, constituent un
élément de réponse a la politique du développement durable de par leur faible impact
écotoxicologique.

Dans le présent travail, I’effet d’une formulation commerciale de 1’azadirachtine, I’Huile
de Neem, provenant d’une espéce végétale, Azadirachta indica, a été évalué sur la toxicité chez
un modele de référence D. melanogaster. Différentes concentrations variant entre 0,5 et 6,5

pg/ul ont été testées par application topique sur des pupes nouvellement exuviées.

Les résultats obtenus révélent que 1’Huile de Neem induit une inhibition de 1’émergence
adulte avec une relation concentration-réponse. L’Huile de Neem provoque également
I’apparition de plusieurs anomalies morphologiques chez D. melanogaster. Les Clys et Clso
obtenues a partir d’une courbe concentration-réponse et correspondant a une mortalité de 25 et

50 % sont de I’ordre de 0,68 et 1,17 pg/ul respectivement.

Mots clés : D. melanogaster, Azadirachta indica, Huile de Neem, Toxicité.




ABSTRACT

Natural pesticides, an alternative to conventional insecticides, constitute an element of

response to sustainable development policy in relation with their low ecotoxicological impact.

In the present study, the effect of a commercial formulation of azadirachtin, Neem Qil,
obtained from a plant species, Azadirachta indica, was evaluated on the toxicity in a reference
model, D. melanogaster. Different concentrations ranging from 0.5 and 6.5 pg/pl were tested

by topical application on newly ecdysed pupae.

The results obtained reveal that Neem Qil induces an inhibition of adult emergence with
a concentration-response relationship. Neem Oil also causes the appearance of several
morphological anomalies in D. melanogaster. The IC2s and I1Cso obtained from a concentration-
response curve and corresponding to a mortality of 25 and 50% are in the order of 0.68 and

1.17 pg/pl respectively.

Key words: D. melanogaster, Azadirachta indica, Neem Qil, Toxicity.
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Introduction

Introduction

L’augmentation de la productivité agricole, pour répondre aux besoins de la population
mondiale en pleine croissance, tout en préservant les ressources naturelles, est 1’un des défis
majeurs de I’humanité qui doit étre surmonté (Ben Mrid et al., 2021). La population mondiale
devrait augmenter de deux milliards d’ici a 2050, passant de 7,7 milliards en 2019 & 9,7 en
2050, pourra atteindre, un chiffre de 10,9 milliards a I’horizon 2100 (Leridon, 2020); une telle
augmentation, qui aura lieu principalement dans les pays en développement, exigera
inévitablement une production agricole supplémentaire de 2,4 x 10° tonnes/ans. Cette prévision,
strictement dépendante de I’intensification de la productivité agricole, ne pourra étre envisagee
que par I’adoption de technologies appropriées dont la lutte contre les bio-agresseurs des
cultures (Ouédraogo, 2005). En effet, des pertes de récoltes, estimées en moyenne a 40% de la
production potentielle, sont dues, essentiellement, a des ravageurs (Kulkarni et al., 2009 ;
Abhilash & Singh, 2009 ; Dimetry, 2014). Elle pourraient atteindre les 70% en absence de
protection efficace (Popp et al., 2013).

Actuellement ’utilisation de pesticides chimiques de synthése reste 1’approche le plus
largement adopté dans la production agricole pour lutter contre les ravageurs, les maladies et
d’autres agents pathogenes des plantes afin de réduire et/ou d’¢éliminer les pertes de rendement
et de maintenir la qualité élevée des produits (Damalas & Eleftherohorinos 2011; Sharma et al.,
2020; Rajmohan et al., 2020). Néanmoins, si ces pesticides conventionnels ont joué un réle
crucial dans I’augmentation de la productivité agricole, leur utilisation intensives et répétés sont
responsables du phénomeéne de pollution de 1’environnement, I’apparition de résistance des
bioagresseurs, mais également des effets nocifs sur la santé humaine (Jan et al. 2015; Bilal et
al., 2019; Sharma et al., 2020 ; Rajmohan et al., 2020). C’est pourquoi, aujourd’hui, pour des
raisons écologiques et économiques, il y a nécessité de développer des méthodes de substitution

aux pesticides de synthese dans la protection des cultures.

Ainsi dans le cadre de la politique mondiale du développement durable, des pesticides a
moindre impact environnemental ont été commercialisés ; ils sont représentés par les substances
d’origine naturelle. Ces composés se définissent, au sens large, comme des substances d’origine
naturelle provenant d’organismes vivants : animaux, plantes, bactéries ou encore certains
minéraux comme le bicarbonate de potassium (Sporleder & Lacey, 2013). Leur production et
utilisation a grande échelle a été possible grace a I’essor de la biotechnologie a la mise en place

du processus du développement durable (Sporleder & Lacey, 2013).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sharma+A&cauthor_id=32512419
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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 I'objet d'innombrables recherches et
publications; le margousier de la famille des Meliacae ou arbre de neem (Azadirachta indica
A. Juss). Son essence a connu un essor massif pour différents usages (médecine traditionnelle,
agronomie, ornementation). De nombreux composés biologiquement actifs ont été extraits des
différentes parties de cet arbre mais les graines de neem restent la source la plus importante des
composes utilisés dans les formulations insecticides (Su & Mulla, 1999; Copping & Duke,
2007). Parmi ceux-ci se trouve 1’azadirachtine, un tetranortriterpénoide le plus puissant,
commercialisée sous diverses formulations (Huile de neem, Neem-Azal, Bioneem, etc.) dans le
monde (Mordue et al., 2005 ; Aribi et al., 2020). Ce pesticide naturel est utilisé avec succes
dans les agro-écosystemes (Morgan, 2009; Mordue et al., 2005, Benelli et al., 2017), d’autant
qu’il un compose biodégradable, sans danger pour les mammiferes (Mordue et al., 2010) et

n’induit aucun impact sur les organismes microbiens présents dans le sol (Spyrou et al., 2009).

Par conséquent, la présente étude a pour but d’évaluer I’activité d’une formulation
commerciale de 1’azadirachtine, 1’Huile de Neem chez D. melanogaster, modéle biologique le
plus utilisé en toxicologie (Rand et al., 2014; Scot & Buchon, 2019). Aussi I’objectif de cette

étude est donc le suivant :

- Evaluer la toxicité d’une formulation commerciale de 1’azadirachtine, I’Huile de Neem,
testé par application topique, sur des pupes nouvellement exuviees de D. melanogaster. Les
testes toxicologique permettront de déterminer les concentrations d’inhibition de I’émergence

adulte (Clyo, Clzs, Clso et Clgo) ainsi que leurs intervalles de confiance respectifs.
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Chapitre I : Les biopesticides

1. Définition de biopesticides

Les biopesticides ou pesticides bio-rationnels, sont des organismes vivants ou produits
issus de ces organismes ayant la particularité de limiter ou de supprimer les ennemis des
cultures tels que les bactéries, champignons, mauvaises herbes, virus et insectes (Deravel et al.,
2014, Samada & Tambunan, 2020). 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).

Les biopesticides peuvent étre aussi bien utilisés en agriculture conventionnelle qu’en
agriculture biologique, certains permettent aux plantes de résister a des stress abiotiques et
d’une maniére générale, ils sont moins toxiques que leurs homologues chimiques (Deravel et
al., 2014). Méme s’ils ont souvent la réputation d’étre moins efficaces que ces derniers, les
biopesticides sont 1’objet d’un intérét croissant de la part des exploitants, notamment dans le

cadre de stratégies de lutte intégrée (Deravel et al., 2014).

2. Différentes catégories de biopesticides

Les biopesticides sont regroupés en trois grandes catégorie, selon leur nature : les
biopesticides microbiens, les biopesticides veégétaux et les biopesticides animaux (Chandler et
al., 2011).

2.1. Biopesticides végétaux

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
succes sont ceux qui proviennent de I’arbre du Neem, Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae)
(Isman & Grieneisen, 2014). Plusieurs molécules dont d’azadirachtine, la nimbidine, la
nimbidinine, la solanine, le déacétylazadirchtinol et méliantriol ont été identifiées comme
biologiquement actives dans 1’huile extraite des graines de neem. D’autres extraits de plantes
ont des activités insecticides ; comme Tanacetum (Chrysanthemum) cinerariaefolium, plus
communément appelé pyrethre, dont les principes actifs les pyréthrines, sont neurotoxiques

pour les insectes (Deravel et al., 2014).


https://popups.uliege.be/1780-4507/index.php?id=11072#tocfrom1n2
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2.2. Biopesticides microbiens

Cette catégorie comprend les bactéries, champignons, oomycetes, chambingions, virus et
protozoaires (Arthurs & Dara, 2019). L’efficacit¢ d’un nombre important d’entre eux repose
sur des substances actives dérivées des micro-organismes. Ce sont, en principe, ces substances

actives qui agissent contre le bio-agresseur plutot que le micro-organisme lui-méme.

2.3. Biopesticides animaux

Ces biopesticides sont des animaux comme les prédateurs, et les parasitoides , ou des
molécules dérivées d’animaux, souvent d’invertébrés comme les venins d’araignées, de

scorpions, des hormones d’insectes ou des phéromones (Goettel et al., 2001 ; Saidemberg et
al., 2009; Aquiloni et al., 2010).

3. Les avantages et les inconvénients des biopesticides

3.1. Les avantages des biopesticides

- L’un des grands avantages des biopesticides est qu’ils sont élaborés de facon a ne cibler
que certains types d’insectes. En d’autres termes, les biopesticides possédent une spécificité
accrue vis-a-vis des especes contre lesquelles ils sont dirigés, contrairement aux pesticides
classiques qui affectent de nombreux organismes différents (oiseaux........ ).

- Les biopesticides sont géralements moins toxiques que les pesticides conventionnels.

- lIs sont biodégradables et ne laissent pas de résidus nocifs, peuvent étre moins chers que
les pesticides chimiques de synthése lorsqu’ils sont produits localement et peuvent s’avérer plus
efficaces a long terme, tout évitant la pollution de I’environnement (sol, air et eau) et les
problémes de résistance grace a leur mode d’action complexe (Fravel, 2005; Bhattacharjee &
Dey 2014; Zaki et al., 2020).

- Certains produits (comme des champignons Trichoderma) peuvent avoir des effets
complémentaires sur la culture comme la facilitation de I’absorption d’éléments nutritifs du sol
par les plantes (Harman, 2011). De méme, il a été mis en évidence que certains micro-
organismes endophytes et/ou certaines rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria ou PGPR) peuvent conférer a certaines cultures une tolérance

aux stress abiotiques comme la secheresse (Compant et al., 2010 ; Wang et al., 2012).


https://popups.uliege.be/1780-4507/index.php?id=11072#tocfrom1n3
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3.2. Les inconvénients des biopesticides

Certains des avantages écologiques des biopesticides, comme leur faible rémanence ou le
fait qu’un produit soit actif contre un faible spectre de nuisibles, peuvent étre considérés comme
des inconveénients. En effet, ces deux avantages écologiques combinés a leur activité souvent
dépendante des conditions climatiques et environnementales rendent les biopesticides moins
efficaces que leurs homologues chimiques. Certains professionnels de I’agriculture estiment
que les biopesticides ne leur conviennent pas car ils ne sont pas assez efficaces. Ces derniers
évaluent les résultats du biopesticide a court terme, comme s’il s’agissait d’un substitut aux
produits phytosanitaires chimiques. Cependant, la mise en place et 1’efficacité d’un controle

biologique doivent étre évaluées sur la durée (Popp et al., 2013).

4. Mode d’action des bioinsecticides

En général, le mode d’action de I’insecticide et du bioinsecticide sont fondées sur la
perturbation anatomique, physiologique ou biochimique dans le métabolisme de I’insecte
. attaque au systéme nerveux, perturbation de la respiration cellulaire et de la mise en

place de la cuticule (Ralalarinivo, 2010).

L’action de I’insecticide sur les différents insectes varie en fonction des produits utilisés selon

leur composition et leur nature. Ils se distinguent par leurs produits actifs qui agissent :

e Paringestion : au niveau du tube digestif des insectes

e Par contact: souvent absorbés par la cuticule des insectes (couche organique
solide constituant le squelette externe des insectes).

e Par inhalation: il s’agit des fumigants gazeux qui se diffusent rapidement dans
I’hémolymphe des insectes.

e Sur la chitine (substance organique, principal composant du squelette externe des
insectes) : provoquant un desséchement immédiat et la mort de I’insecte, mais ils
n’attaquent pas le systéme nerveux de I’insecte.

e De maniére répulsive : en repoussant les insectes trés utilisés comme une véritable

barriére (Ralalarinivo, 2010).
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5. Caractéristiques des biopesticides

5.1. Sélectivité

Végétaux et insectes ont suivi une coévolution parallele mais étroitement
interdépendante. Les insectes pollinisateurs favorisent la reproduction des plantes supérieures;
I'existence d'insectes phytophages est de toute évidence subordonnée a la présence d'especes
végétales qui constituent leur source de nourriture, méme si dans certains cas, des dérivés

nutritionnelles ? ont pu étre observées au cours de phénomeénes d'adaptation (Strebler, 1989).

5.2. Spécificite

Les ¢études sur ’efficacité des fractions des plantes aromatiques démontrent qu’il existe
une grande variation dans la sensibilité des espéces pour une méme huile essentielle
(Shaaya et al., 1991). Une méme molécule allélochimique n’exerce pas forcément la méme
activité aux différents stades du cycle reproductif d’un insecte, c¢’est-a-dire que la sensibilité
d’un insecte peut évoluer en fonction de son développement physiologique (Regnault-Roger,
2005).

5.3. Biodégradabilité

Autrefois appelés composés secondaires des plantes, les molécules allélochimiques
végétale appartiennent au métabolisme secondaire des polyphénols, terpénes, alcaloides
ou glucides cyanogénétiques. Ces composés sont facilement biodégradés par voie
enzymatique. La durée de demi-vie des composes végetaux est particulierement courte,

allant de quelques heures a quelques jours (Kleeberg & Ruch, 2006).

5.4. Résistance

Comme les antibiotiques, un insecticide phytochimique peut générer des cas de
résistance si des applications de ce composé sont faites de maniére systémique, répéetée et sans
discernement. Il faut donc limiter les fréquences d'épandages et surtout varier les formulations

en associant plusieurs composés de modes d’action différents (Regnault-Roger, 2008).
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5.5. Biodisponibilité

Les molécules allélochimiques biosynthétisees par les vegétaux sont sujettes aux
facteurs environnementaux, physiologiques et génétiques qui influencent leur biodisponibilité
au sein d’une espece donnée. Toutefois, leur ubiquité dans I’ensemble du régne végétale devrait
permettre de limiter cet inconvénient. Il faut cependant étre attentif & ce que les
développements industriels et commerciaux de nouveaux biopesticides d’origine végétal ne
se réalisent pas au détriment de la biodiversité. Pour pallier une absence éventuelle de
disponibilité, un débat s’est ouvert récemment pour savoir si les formulation a base d’extraits
végétaux pouvaient étre enrichies de substances de synthése ou d’hémisynthése en tout point

identiques aux molécules (Hintz, 2001).

5.6. Courte durée de vie résiduelle

Aprés leur application, de nombreux biopesticides ne persistent pas longtemps dans
I’environnement; ils se détériorent et se dégradent rapidement. En termes techniques, ils sont
«non persistants » dans 1’environnement, ont des risques moindres d’exposition et sont

potentiellement moins dangereux pour les humains et I’environnement (Arnault et al., 2021).

6. Marché des biopesticides

L’utilisation des biopesticides a longtemps €t¢ cantonnée a 1’agriculture biologique. Ces
produits ont été progressivement employés en agriculture conventionnelle car les agriculteurs
sont de plus en plus soucieux de leur impact écologique (Frost et al., 2009). Le marché des
biopesticides est trés en dessous de celui des produits phytosanitaires chimiques. Cependant il
est en constante croissance. En 2008, aux USA et en Europe de 1’Ouest, il a été estimé & 594,8
millions de dollars. Avec un taux de progression annuel de 8%, il est prévu que ce marché
atteindra 1 082,0 millions de dollars en 2015 (Frost et al., 2009). La majorité des biopesticides
commercialisés est d’origine microbienne. Il s’agit principalement d’insecticides & base de

Bacillus thuringiensis (Rosa-Garcia, 2009).

Les fournisseurs de biopesticides sont principalement des petites et moyennes entreprises
qui ont des difficultés compréhensibles a développer de nouveaux produits et a commercialiser
pleinement ceux déja existants (Farm Chemical International, 2010). Deux cent soixante
biopesticides microbiens sont commercialisés dans les 34 pays de [’Organisationde

Coopération et de Développement Economique (OCDE) (Kabaluk & Gazdik, 2011).



Chapitre I : Les biopesticides

Il ya beaucoup plus de biopesticides disponibles sur le continent Américain qu’en
Europe. Des études suggerent que cet écart serait dd au prix élevé et au délai souvent long du
systtme européen d’autorisation des principes actifs et de la complexité des procédures

d’homologation (Keiwnick, 2007).

L’origine biologique des substances et produits proposés 4 1’homologation ne
garantit pas leur approbation. Ainsi des biopesticides d’origines microbienne,
animale et végétale se retrouvent dans la liste mise a jour au 21 Octobre 2013 des 783 substances
phytosanitaires non approuvées par I’Union Européenne (UE) et

d’autres parmi les 440 substances approuvées.



L'arbre de neem



Chapitre 1l : L’arbre de neem

1. Généralité sur le Neem

Les composés bioactifs issus de ressources naturelles renouvelables ont importance
significative au cours des derniéres années, et le margousier est mondialement bien établi
comme une source riche de ces composes fonctionnels. Azadirachta indica, 1’arbre de neem,
appartient a la famille de I’acajou Meliaceae, il est originaire des sous-continents indiens et la
plupart des pays africains. Il a été estimé que 60% de la population mondiale d’arbres de neem
habitent I’Inde, et le reste sont trouvés en Afrique, Amérique centrale, Malaisie, Thailande, Sri

Lanka, Indonésie, Singapour, les Philippines, et les Tles des Caraibes (Khanna et al., 2017).

Au début du XXeéme siecle, 1’arbre est introduit dans plusieurs pays en voie de
développement, et particulierement en Afrique tropicale. Il a fait ’objet d’intenses campagnes
de plantations au cours des derniéres années, particulierement au Sénégal ou on le trouve aussi

bien en campagne qu’en ville (Butterworth & Morgan, 1971).
2. L’arbre de Neem : Azadirachta indica
2.1. Origine et distribution géographique

Azadirachta indica A. Juss (Neem) est un arbre de la famille des Méliaceae, originaire
de I'Inde et du sud-est de I'Asie, sa présence est aujourd'hui largement répandue dans le monde
entier, en particulier dans les pays tropicaux et subtropicaux (Schmutterer, 2002 ; Morgan, 2009
; Paes et al., 2011 ; Koriem, 2013 ; Chattopadhyay et al., 2014).

2.2. Description botanique

Azadirachta indica A. Juss (Synonymes : Antelaea azadirachta L. ou Melia azadirachta
L.), plus communément de son nom vernaculaire margousier ou, en anglais, Neem (Aribi et al.,
2020) est un arbre utilisé en médecine traditionnelle depuis plus de 2000 ans (Mordue et al.,
2005; Benelli et al., 2017). C’est une plante verte attrayante avec une multitude de feuilles (Fig.
1). Caractérisée par une croissance rapide et par certaines variétés résistantes aux gelées,
mesurant de 6 a 15 m de haut (Gherida & Goetz, 2014), et pouvant atteindre 20 a 30 m (Puri,
1999). Cet arbre est caractériseé aussi par un tronc solide dur, brun foncé avec une crodte brune
fissurée de 75 a 150 cm, les feuilles, qui mesurent jusqu’a 25 cm de long, sont constituées de

cing a huit paires de folioles. L’inflorescence en forme de panicules axillaires est constituée de
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nombreuses fleurs (Fig. 1). La fleur est aromatique et blanche, et le fruit peut atteindre un
centimétre de long. Il est vert et devient jaune lorsqu'il marit, et a un goQt amer de graine
(Ketkar, 1976, Radwanski & Wickens, 1981).

Ecorce

Figure 1. L’arbre de Neem et ses composants (Fernandes et al., 2019).

Neem, Feuille, Fruits, Ecorce, Fleurs, Graine et Huile

2.3. Classification botanique

Le neem peut étre classé comme suit (Schmutterer, 1995 ; Puri, 1999):
e Ordre : Rutales
e Sous ordre : Rutineae
e Famille : Meliaceae
e Sous famille : Melioideae
e Genre : Azadirachta

e Espece : Indica A. Juss
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3. Composés bioactifs présents dans Azadirachta indica

Au fil du temps, la recherche a montré que 1’Azadirachta indica est riche en une large
gamme de composes, dont plusieurs ont un potentiel pharmacologique. De cet arbre, plus de
300 composés phytochimiques différents ont été identifiés (Saleem et al., 2018, Fernadez et
al.,2019), notamment des limonoides ou tétranortriterpénes qui comprennent 1’azadirachtine,
azadirone, azadiradione, etc.., des protolimonoides du groupe gédunine (nimbine, nimboline,
salanine, etc.), des flavanoides (nimbaflavone) et d’autres constituants, comme les tanins, le
Béta-sitostérol et les vilasanine (Ghedira & Goetz, 2014; Gupta et al., 2017). Malgré des
concentrations qui varient selon les différents segments du végétal, 1’azadirachtine en constitue
la molécule prédominante (Gupta et al., 2017; Chaudhary et al., 2017; Fernadez et al., 2019),
L’azadirachtine a suscité I’intérét des chercheurs depuis longtemps, de par la diversité de ses
propriétés pharmacologiques, mais aussi par son activité pesticide (Mordue et al., 2005;
Fernadez et al., 2019).

Tableau 1: Principaux constituants chimiques d'Azadirachta indica (Gherida & Goetz, 2014).

Familles de constituants Constituants chimiques principaux
chimiques principaux

Azadirachtine (azadirachtine A), 3-
tigloylazadirachtol (azadirachtine B),1-
tigloyl-3-acétyl-11-hydroxy-
méliacarpine (azadirachtine D),11-

Limonoides (C-seco tétranortiterpenes) déméthoxycarbonyl azadirachtine
(azadirachtine H), 1-tigloyl-3-acétyl-11-
hydroxy-11-déméthoxycarbonyl
méliacarpine (azadirachtine I),
azadiriadione, azadirachtanine,
époxyazadiradione

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

) Hyperoside, nimbaflavone, quercitrine,
Flavonoides quercétine,rutine

[ Tanins, B-sitostérol, vilasanine Ca, Mg, P
Autres constituants anins, B g
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4. Effets bénéfiques d’Azadirachta indica

Azadirachta indica étant une plante connu depuis plus de 2 000 ans pour ses nombreuses
vertus thérapeutiques dans de nombreuses zones rurales de régions d’Asie et d’Afrique. Il a
également été tres étudié par la médecine moderne. En effet ; en Asie, I’arbre de Neem est I'une
des principales sources de medicaments naturels, utilisé dans la médecine ayurvédique comme
I'un des plus anciens remedes pour traiter diverses affections et maladies humaines telles que la
malaria, le diabéte, les infections de la peau, les allergies (comme antihistaminique), 1’asthme,
les céphalées, les infections microbiennes et virales, le paludisme, les calculs rénaux, mais aussi
les maladies cardiovasculaires (hypertension, athérosclérose), gastriques (ulceres) et
dermatologiques (plaies septiques, furoncles, démangeaisons dues a la varicelle, gale,
leishmaniose) (Biswas et al., 2002; Pasquoto-Stigliani et al., 2017; Aribi et al., 2020).
Azadirachta indica présente aussi des propriétés fongicides, antiparasitaires (helminthes),
antipyrétiques, anti-inflammatoires immunostimulantes, immunomodulatrices,
neuroprotectrices (dans la maladie de Parkinson), contraceptives et anticancéreuses (Saleem et
al., 2018; Gupta et al., 2017; Chaudhary et al., 2017; Chutulo et al., 2018).

Le potentiel fongicide du margousier semble li¢ a la présence d’azadirachtine et de
nimbine (Saleem el al., 2018); son effet anticarcinogéne reposerait sur 1’azadirachtine et le
nimbolide (Fernadez et al., 2019). L azadirachtine est également utilisée comme répulsif contre
les insectes hématophages (les moustiques) qui sont vecteurs de nombreux agents pathogénes
pour ’homme (Mordue et al., 2005).

Les extraits de Neem auraient également des effets inhibiteurs sur plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses (Patel et al., 2016). Les composés obtenus a partir des feuilles sont
décrits comme étant efficaces dans le traitement de I'anorexie et des problemes de peau. Les
fruits sont largement utilisés comme purgatifs et émollients, assumant une grande importance
dans le traitement des problémes intestinaux et urinaires, ainsi que comme agents

anticancéreux.
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5. Propriétés insecticides d’Azadirachta indica

L'azadirachtine est le composé le plus abondant, le plus puissant et le plus
performant présent dans Azadirachta indica (Morgan, 2009). Ce composé se trouve dans les
différentes parties de I'arbre de Neem (graines, callosités, fruits et feuilles) ; utilisé avec succes
dans les agro-écosystemes (Mordue et al., 2005 ; Benelli et al., 2017) . L’azadirachtine posséde
une activité biopecticide contre les insectes de différents ordres (Mordue et al., 2005; Poland et
al., 2016) avec un mode d’action multiple interférant avec différents processus physiologiques

et biochimiques de I’insecte.

5.1. Effets régulateurs de croissance

Le mode d’action le plus connu de 1’azadirachtine est son effet perturbateur de
croissance des insectes (IGDs). En effet, 1’azadirachtine est connu pour étre un antagoniste
des deux principales hormones (Hormone juvénile : HJ et ecdysone "forme active 20-
hydroxyecdysone (20E) qui contrdlent la reproduction et le développement chez les
insectes (Mordue et al., 2005 ; Kilani-Morakchi et al., 2021).

Son action principale est sa capacité a modifier ou supprimer les taux
hémolymphatiques de ces deux hormones en inhibant la libération de neurohormones
prothoracicotrope (PPTH) et allatotropine responsables respectivement de la biosynthese et
la sécrétion des ecdystéroides et de I’HJ induisant ainsi une perturbation du développement

de I’insecte (Mordue & Blackwel, 1993 ; Bezzar-Bendjazia et al., 2017).

5.2. Effets sur le systéme nerveux

L’azadirachtine interfeére avec le systeme 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 I’insuline (Shao et al., 2016). Cependant, les mécanismes d’action

de I’azadirachtine restent encore inconnus.

5.3. Effets sur la reproduction

Les effets de I'azadirachtine sur les différents parameétres reproducteurs ont été rapportés
chez plusieurs espéces d’insectes (Tomé et al., 2013; Er et al., 2017; Oulhaci et al., 2018).
L’azadirachtine entraine une réduction de la fécondité, de la fertilité et une stérilité chez
differents insectes (Mordue et al.,). Il interfere également avec le comportement d’oviposition

des insectes et le choix du site de ponte (Bezzar-Bendjazia et al., 2016).
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5.4. Effets anti-appétant

Parmi les différentes propriétés attribuées a I’azadirachtine, I'activité anti-appétante est
la plus documentée (Schmutterer & Singh, 1995 ; Mordue et al., 2005). L’effet anti-appétant
primaire de 1’azadirachtine est 1i¢ a une action directe du bioinsecticide sur les centres
controlant 1I’alimentation et le métabolisme chez I’insecte. L azadirachtine stimule les cellules
chimioréceptrices, responsables du comportement d’aversion, au niveau des pi¢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 1’alimentation (Blaney et al., 1990 ;
Simmonds & Blaney 1996 ; Mordue (Luntz) et al., 1999). Cette activité représente, I’effet anti-
appétant primaire de l’azadirachtine. Un effet anti-appétant secondaire li¢ a I’action de
I’azadirachtine sur la physiologie de la digestion (par exemple: mouvement de la nourriture
dans Dl’intestin, inhibition de 1’activité des enzymes digestives, effet sur le systéme nerveux
stomatogastrique) 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 & Sendi, 2013 ; Kilani
Morakchi et al., 2017).

5.5. Effets moléculaires

Le traitement a l'azadirachtine augmente I'activité des enzymes antioxydantes telles que
la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion S-transférase (GST) et induit
I’expression génique des ces enzymes antioxydantes (Zhang et al., 2018) et ce dans un but de
protection contre les dommages oxydatifs causés par une augmentation et une accumulation
d’especes réactives de I"oxygene (ROS) déclenchées par une réponse au stress caus€ par

[’azadirachtine.
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Materiel et Methodes

1. Matériel biologique

1.1. La drosophile : Organisme modéle

Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) communément appelée mouche du
vinaigre, est un organisme modele dans toutes les sous-disciplines de la biologie ou presque.
Son génome entiérement séquence (Adams, 2000), sa facilité et son faible colt d’élevage, son
cycle de reproduction court (10 a 12 jours a 25° C), sa petite taille (3-4 mm) ainsi que la
disponibilité de nombreux outils génétiques et moléculaires font de cette mouche un organisme
modéle de premier choix dans de nombreux axes de recherche scientifique et médicale. A
I’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 réle 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 ses recherches en immunologie. Aujourd’hui, la
drosophile est essentiellement utilisée en biologie du développement (Haase Gilbert et al.,
2013), pour comprendre comment un organisme complexe se forme a partir d’un ceuf fertilisé
mais également en neurogénétique de 1’apprentissage (Dukas, 2008). Le dernier prix Nobel a
été obtenu en 2017 par Jeffrey C. Hall et ses collaborateurs pour leurs études sur les mécanismes

moléculaires qui contrélent le rythme circadien.

1.2. Présentation du matériel biologique

D. melanogaster est un petit insecte Diptére de couleur jaune brunatre avec un abdomen
plutdt court et rayé de bandes sombres. Mesurant environ 3 ou 4 mm de long (Fig. 2), elle est
cosmopolite, hygrophile et luciole (Baudry, 1998).

Cette espéce présente un dimorphisme sexuel (Va et al., 2009) permet de différencier les
males et les femelles (Fig. 2). L’extrémité abdominale est foncée et arrondie chez le male (Fig.
2B) mais plus claire et pointue chez la femelle (Fig. 2A). Le male se distingue aussi par sa plus

petite taille (2 a 3 mm) et par la présence de « peignes sexuels » (Fig. 3) sur ses pattes avant.
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Figure 2. Femelle et Male de Drosophila melanogaster
(A:Crx6,87;B:x594).

Peigne sexuel

Figure 3. Peignes sexuels. www.snv.jussieu.fr/lbmedia/ATP/images/drospatf.

Sa position systématique est la suivante :

Regne : Animalia
Embranchement . Arthropoda
Sous embranchement : Hexapoda
Classe . Insecta
Sous-classe : Pterygota
Infra-classe : Neoptera
Ordre : Diptera
Sous-ordre : Brachycera
Infra-ordre : Muscomorpha
Famille : Drosophilidae
Sous-famille : Drosophilinae
Genre : Drosophila

Espece : melanogaster.(Meigen, 1830).
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1.3. Cycle biologique

D. melanogaster se reproduit tres rapidement et de fagcon continue (cycle de vie court).
Au laboratoire, a une température de 25 °C, une nouvelle génération est obtenue tous les 12
jours ; ceci correspond en moyenne a 25 générations par an, (Griffiths et al., 2002; Tavernier
& Lizeaux, 2002). Le cycle de vie de D. melanogaster comprend 4 stades : embryonnaire,
larvaire, pupal et adulte (Fig. 4), tous utilisés comme mod¢le en laboratoire pour 1’étude de

divers processus biologiques (Jennings, 2011; Pandey & Nichols, 2011).

(Eufs : La femelle pond des centaines d’ceufs (200 a 300 ceufs) sur des fruits en
putréfaction ou d’autres matieres humides ou en fermentation, les ceufs pondus sont a peine
visibles, de couleur blanchatre, allongés d’environ 0,5 mm de long et ont la forme d’un ballon

de rugby (Tavernier & Lizeaux, 2002).

Stade larvaire: Vingt-trois heures apres la ponte, les ceufs vont éclore pour donner
naissance a une larve blanchatre appelée aussi « 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 Ls (48 h). A la fin de ce dernier stade (110 h aprés la ponte), les larves de 3°m®
stade cessent de s’alimenter, sortent du milieu nutritif et entame une phase d’errance. A son

terme, les larves secrétent une glu et se fixent sur un support.

Stade pupal : L’éversion des spiracles antérieurs 120 h aprés 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. La métamorphose 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 formés a partir des disques imaginaux (Compbell & Reece,
2006; Quinn et al., 2012).

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 1’utiliser ultérieurement et commencent a pondre un jour plus tard

(Tavernier & Lizeaux, 2002).
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Pupa Adults

Life cycle of Drosophila

2days

linstar
larva

Il instarlarva

Ilinstar larva

Figure 4. Cycle de vie de D. melanogaster a 25°C (Ram & Chowdhuri, 2014).

1.4. Elevage au laboratoire

L’élevage D. melanogaster (souche Canton S: souche de référence) est réalisé, en

laboratoire dans une étuve, a une température de 25°C, une hygrométrie de 70% et une

scotophase de 12 h.

Le milieu nutritif artificiel gélosé sur lequel est élevée la drosophile est a base de farine

de mais et de levure de biére. 1l est composé essentiellement de :

33,3 g semoule de mais

- 33,3 glevure de biére

- 4,8 gd’agar-agar

- 20 ml d’antifongique (méthyl-hydroxy-4-benzoate a 10% dans 1’éthanol a 95 %)

- Eau distillée

Les drosophiles sont élevées dans des flacons de plastique et bouchés par un tampon de
mousse (Fig. 5). Les mouches sont transférées tous les 3 jours dans des tubes contenant un

nouveau milieu afin déviter toutes compétition entre les larves.
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Figure 5. Elevage de D. melanogaster au laboratoire.

2. Présentation de I’Huile de Neem

Le biopesticide commercialisé sous le nom de I’Huile de Neem comprend trois substances
actives la Nimbine, la Salanine et 1’ Azadirachtine (Emulsion Concentrée (EC); Firme: H3D
Terraneem-France). La formule chimique de la Nimbine, la Salanine et I’ Azadirachtine est de
C30H3609 (540 g/mol), CasH4409 (596 g/mol) et Css Has O16 (720,7 g/mol) respectivement (Fig.
6). Cette formulation, insoluble dans 1’eau, correspond a un liquide jaune avec une odeur

caractéristique du Neem.

O—CH, 0

Azadirachtine A Nimbine

Salannin R=Ac

Figure 6. Structure chimique de trois constituants principaux de I’huile de Neem (Mordue et
al., 2005; Gherida & Goetz, 2014).
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3. Traitement des insectes

Le biopesticide a été dissous dans 1’acétone et administré par application topique
(1pl/pupe), a I’aide d’une micro-seringue (Hamilton) (Fig. 07). Dans le but de standardiser
I’élevage et d’obtenir des pupes 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 heures. Les adultes sont alors retirés et les tubes sont maintenus dans les conditions
standards (citées plus haut) (Fougeron, 2011). Aprés 6 jours les pupes obtenues seront alors au

début de stade pupal.

Figure 7. Procédure expérimentale pour les essais toxicologiques.

4. Essais toxicologiques

L’Huile de Neem a été testé, par application topique (1ul), sur pupes nouvellement
exuviées (0 jour) de D. melanogaster. Le biopesticide a été dissous dans 1’acétone (solvant) et
différentes solutions stocks ont été préparées. Aprés un screening préalable, le biopesticide a
été testé a différentes concentrations 0,05; 0,1; 0,162; 0,325; et 0,65 % correspondant
respectivement aux concentrations 0,5; 1; 1,62; 3,25 et 6,5 pug/pL. Les tests de toxicité ont été
réalisés dans des boites de Pétri en plastique comportant chacune 30 individus; trois répétitions
ont été réalisées pour chaque concentration (Fig. 7). Une série témoin est conduite en paralléle
et les individus recoivent uniquement 1 pl de solvant (Acétone). Les pupes des séries t€émoins

et traitées sont maintenues dans les conditions standard citées plus haut.
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La mortalité observee des différentes séries a été déterminée a partir de la mortalité des
pupes, des mues imaginales incomplétes et des adultes malformés ; puis corrigés 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), cités par
Fisher et Yates (1957). Les données ainsi normalisées font 1’objet d’une analyse de la variance
a un critére de classification et un classement des concentrations par le test HSD de Tukey, afin
d’évaluer I’effet de I’Huile de Neem. Enfin, la régression non linéaire exprimant le pourcentage
de mortalité corrigée en fonction du logarithme de la concentration a permis d’estimer, pour
I’Huile de Neem, les concentration 1étales et sublétales (Clio, Clos, Clso et Clgo) ainsi que leurs

intervalles de confiance (95 % IC).
5. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont représentés par la moyenne suivie de I’écart type (m + sd). Pour
toutes les séries de données 1’¢égalité des variances a été confirmée grace aux tests de Bartlett et

Levene avant 'utilisation des tests paramétriques.

La 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 1étales (Sadeghi et al., 2009).

L’analyse de variance a un critére de classification suivie du test HSD (Honest
Significative Difference) de Tukey a été utilisés pour mettre en évidence des différences entre
les échantillons mais aussi pour définir des groupes ou des classes selon leurs effets (classement

des doses).

Tous les calculs ont été effectués a 1’aide du logiciel GraphPad Prism d’analyse et de
traitement statistique des données version 6.01 pour Windows (GraphPad software, La Jolla

California,USA,www.Graphpad.com).
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Résultats

L’efficacité d’une formulation commerciale, Huile de Neem a été testée, par application
topique, sur des pupes nouvellement exuviées de D. melanogaster. Les pourcentages
d’inhibition de I’émergence adulte ont été calculés pour les différentes séries a partir des mues
incompletes, des adultes malformés (ailes déformés) avec une forme de corps courbée et plus

petite, des pupes bralées ainsi que des adultes morts a I'intérieur des pupes (Fig. 8).

Figure 8. Exemples des malformations les plus fréquentes chez D. melanogaster aprés
traitement des pupes nouvellement exuviées a 1’Huile de Neem.

A : Adulte malformé (ailes malformés, forme du corps courbée et plus petite) ; B : Adulte mort a
l'intérieur d’une pupe ; C : Pupe brilée.
Le traitement avec 1’Huile de Neem, en application topique & des concentrations variant
de 0,5 a 6,5 pg/pl le jour de I’exuviation nymphale de D. melanogaster, induit une inhibition

de I’émergence adulte dont les pourcentages sont précisés dans le tableau 2.

Le pourcentage d’inhibition observée enregistré, de I’ordre de 10,44 + 1,97 % chez les
séries témoins (inhibition naturelle). Ce pourcentage d’inhibition naturelle augmente, chez les
séries traitées significativement en fonction des concentrations; ainsi, il est note, pour la

concentration la plus élevée, un pourcentage d’inhibition observée de 96,15 + 3,84 %.
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Tableau 2 : Toxicité de I’Huile de Neem, administrée in vivo, par application topique a
différentes concentration (ug/ul) le jour de I’exuviation nymphale chez D. melanogaster:
Inhibition observée (%) de I’émergence adulte (m £ SEM; n = 3 répétitions de 30 individus

chacune).
Répétition Témoins 3,25 6,5
R1
13,33 23,33 46,66 70 100
R2
11,33 23,33 53,33 76,92 98,33 88,46
R3
6,66 13,33 46,66 90 100
m + SEM
10,44 +£1,97 | 19,99 + 3,33 48,88 + 2,22 72,30 +6,21 | 86,11+8,40 | 96,15+ 3,84

Les pourcentages de I’inhibition corrigée de I’émergence adultes correspondant a 1’effet

seul de I’Huile de Neem (soustraction de la mortalité naturelle) ont été ensuite précisés dans le

tableau 3. Les résultats obtenus, montrant une augmentation de 1’inhibition de 1’émergence

adulte en fonction des concentrations, indiquent des valeurs varient de 10,80 + 1,94 % a la

concentration la plus faible (0,5 pg/ul) a 95,67 + 4,33 % a la concentration la plus forte (6,5
po/ul) (Tableau 3).

Tableau 3 : Toxicité de I’Huile de Neem, administrée in vivo, par application topique a
différentes concentration (pg/ul) le jour de ’exuviation nymphale chez D. melanogaster:
Inhibition corrigée (%) de 1’émergence adulte. (m £ SEM; n = 3 répétitions de 30 individus

chacune).
Concentration
pa/ul 0,5 1 1,62 3,25 6,5
R1 11,53 38,45 76,92 65,38 100
R2 13,74 47,49 74,03 98,12 87,01
R3 7,14 42,85 57,14 89,28 100
m + SEM 10,80+1,94 | 4293+2,61 | 69,36 +6,16 84,26 £ 9,77 95,67 + 4,33
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L’analyse de la variance a un critére de classification réalisée aprés transformation
angulaire des pourcentages de 1’émergence adulte présentée dans le tableau 4, révele des
différences hautement significatives entre les différentes concentrations testées (F4,10) = 25,22;
P <0,0001).

Tableau 4 : Toxicité de I’Huile de Neem, administrée in vivo, par application topique a
différentes concentration (ug/ul) le jour de 1’exuviation nymphale chez D. melanogaster : sur
le pourcentage d’inhibition corrigé de I’émergence adulte (m + SEM; n = 3 répétitions de 30
individus chacune) : Analyse de la variance a un critére de classification.

SHE Bl SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement 6830 4 1707 25,22 0,0001%***
Erreur résiduelle 676,9 10 67,69 - -
Total 7507 14 - - -

*** - hautement significatif (p < 0,001). ddl : degré de liberté; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré
moyen ; Fobs : F observé ; P: niveau de significativité.

Un classement des concentrations réalisé, grace au test HSD de Tukey, permet de classer
les concentrations testées en fonction de leur toxicité (Fig. 9). Le test HSD de Tukey met en
évidence 5 groupes de concentrations qui révelent une toxicité significativement différente de
I’Huile de Neem (Fig. 9) ; ainsi une toxicité accrue est observée en fonction des concentrations
croissantes du biopesticide : 0,5 pg/pl < 1 pg/ul < 1,62 pg/pl <1,62 et 3,25 pg/ul < 3,25 et
6,5 pg/pl.

Une régression non linéaire a permis d’obtenir la courbe concentration-réponse chez les
pupes de D. melanogaster ; cette courbe, exprimant le pourcentage d’inhibition corrigée en
fonction du logarithme de la concentration de I’Huile de Neem présente un coefficient de
détermination élevé (R? = 0,98) démontrant une liaison trés forte entre le pourcentage
d’inhibition corrigé et le logarithme de la concentration (Fig. 10). Par ailleurs, cette analyse a
permis d’estimer les valeurs des différentes concentrations d’inhibition de I’émergence adulte
(CI) mentionnées dans le tableau 5 ainsi que leurs intervalles de confiance (95%) et le Hill
Slope.
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Figure 9. Toxicité de I’Huile de Neem, administrée in vivo, par application topique a différentes
concentration (ug/ul) le jour de I’exuviation nymphale chez D. melanogaster: Inhibition
corrigée de la mue adulte. Les lettres représentent le classement des concentrations selon le test
HSD de Tukey.
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Figure 10. Courbe concentration-réponse exprimant le pourcentage d’inhibition corrigée en
fonction du logarithme de la concentration de I’Huile de Neem (ug/ul), administrée in vivo, par

application topique le jour de I’exuviation nymphale chez D. melanogaster. R? =0,98. Y =
100/1+10(Iog EC50 — X)*Hill Slope.
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Tableau 5 : Toxicité de I’Huile de Neem, administrée in vivo, par application topique a
différentes concentration (ug/ul) le jour de I’exuviation nymphale chez D. melanogaster:
Détermination des concentrations d’inhibition de 1’émergence adulte (CI en pg/ul) et leurs
intervalles de confiance a 95%.

Valeur (ug/ul) | Intervalle de confiance | Erreur standard R?
Clio 0,40 [0,26 - 0,61]
Clzs 0,68 [0,52 - 0,89]
Clso 1,17 [0,98 - 1,38] 0,23 0,98
Clso 3,38 [2,26 - 5,058]
Hille slope 2,06 [1,33-2,80]
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Dans la présente étude, une formulation commerciale de 1’azadirachtine (Huile de Neem),
a été testée, par application topique, chez D. melanogaster sur des pupes nouvellement
exuviées. Nos résultats révélent que 1’huile de Neem provoque des effets 1étaux et sublétaux
lors de la formation des pupes conduisant a l'inhibition de I’émergence adulte. De plus, le
traitement induit plusieurs anomalies morphologiques dont : Pupes brilées, adultes malformés
(ailes déformees, taille corporelle plus petite et abdomen déformé) ainsi que des adultes morts
a l'intérieur des pupes. Les malformations enregistrées conduisent & la mort de l'insecte. Les
concentrations d’inhibition de 1’émergence adulte, sont respectivement de 1’ordre de 0,40, 0,68,
1,17 et 3,38 pg /ul pour les Clyg, Clzs, Clso et Clgo.

La toxicité de 1’azadirachtine, largement reportée dans la bibliographie. Elle varie en
fonction de I’ordre de I’insecte, du stade de développement, du mode d’application (Ingestion,
Topique) mais aussi, de la formulation commerciale utilisée (Tomé et al., 2013; Koodalingam
et al., 2014; Asaduzzaman et al., 2016; Zhong et al., 2017; Taffar et al., 2021 ; Guettal et al.,
2021). En effet, il est important de noter que la sensibilité des insectes aux insecticides
varie avec la régulation des récepteurs membranaires (Lavialle-Defaix et al., 2010), le taux de
pénétration a travers la cuticule, I'absorption par les insectes, le transport dans les tissus du
corps et le métabolisme (Besard et al., 2011).

La réduction des pourcentages de pupaison et d’émergence adultes sous 1’effet de
’azadirachtine a été rapportée chez différents insectes tels que D. melanogaster (Anjum et al.,
2010), Plodia. interpunctella (Lynn et al., 2012), Aedes. aegypti (Koodalingam et al., 2014),
Helicoverpa armigera (Ahmad et al., 2015), et Tirathaba rufivena (Zhong et al., 2017)

affectant ainsi leur cycle vie.

Récemment, Taffer et al., (2021) ont démontré qu’une formulation commerciale de
I’azadirachtine (le Neem-Azal) administré par application topique chez des pupes
nouvellement exuviées d’ Ephestia kuehniella Zeller induit une inhibition de I’émergence

adulte.

Plusieurs travaux démontrent également 1’efficacité de ce biopesticide dans le contrdle
de différentes especes d’insectes adultes notamment les Lépidopteres, les Hymenoptéres, les
Hémiptéres ou encore les Coléopteres (Tomé et al., 2013; Abedi et al., 2014; Asaduzzaman et
al.,2016; Guettal et al., 2021).

27



Discussion

Chez D. melanogaster, le stade pupal (ou se réalise le traitement) se caractérise par le
plus important pic de 20-hydroxyecdysone (20 E) qui est strictement corrélé au développement
des structures de 1’adulte (Quinn et al., 2012). A cette étape du développement, la 20E contrdle
les différents aspects de la métamorphose, ou le stade pupal subit un remodelage drastique des
tissus et des organes et représente donc une phase critique pour la formation des adultes (Urefia
et al., 2014). Toute interférence dans ’homéostasie de la 20 E avec des sources exogeénes
d’agonistes ou antagonistes, peut conduire a une perturbation du développement de I’insecte

(Dhadialla et al., 2010 ; Smagghe et al., 2012).

Ainsi, les différents effets négatifs induits par I’Huile de Neem (inhibition de I’émergence
adulte et la perturbation de la métamorphose) apres traitement des pupes de D. melanogaster
semblent étre liés a I’action antagoniste de 1’azadirachtine sur la 20 E; en effet, ce biopesticide,
est connu pour avoir une action inhibitrice sur le systéme endocrinien et neuroendocrinien
(Morgan, 2009) ; selon la littérature, I'inhibition de la mue pourrait étre due a un blocage de la
synthése et la libération des ecdystéroides par les glandes prothoraciques via I’action spécifique
de l'azadirachtine sur la libération de I'hormone prothoracicotropique (PTTH) (Mordue et al.,
2005). L azadirachtine peut affecter directement la production de I’enzyme responsable de la
conversion de l'ecdysone (E) en 20 E au niveau du corps gras et de l'intestin moyen (Mordue
et al., 2005).

Enfin, ’impact de ce bopesticide est aussi observé sur la modulation de 1I’expression de
genes liés au développement, au stress et a I’'immunité (Lai et al., 2014 ; Shaurub 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 1’azadirachtine qui pourrait éventuellement interférer

avec divers processus endocrinologiques et physiologiques de I’insecte.

28



Conclusion &

PERSPECTIVES



Conclusion & Perspectives

Conclusion & perspectives

Le Neem ou Azadirachta indica source remarquable de molécules biologiquement
actives est connu pour ces propriétés médicinales depuis des millénaires. L'huile essentielle de
cette plante est une huile végétale dont les bienfaits proviennent de siécle. Divers travaux
effectués sur cette huile montrent qu'elle posséde beaucoup d’activité biologique dont I’activité

anti-inflammatoire, antivirale, antiseptique et antifongique...etc.

Nos expérimentations ont été menées dans le but d’évaluer les effets de 'exposition d’une
formulation commerciale de 1’huile essentielle de 1’arbre Azadirachta indica sur la toxicité

chez un insecte modéle, Drosophila melanogaster.

Les essais biologiques révélent que I'Huile de Neem entraine une inhibition de
I’émergence adulte qui augmente significativement en fonction de la concentration. Les
concentrations sublétales et létales (Clio, Clos, Clso et Clgo), déterminées a partir d’une courbe

concentration-réponse sont respectivement de 0,40, 0,68, 1,17 et 3,38 pg/ul.

Une exposition a l'huile de Neem entraine également I’apparition de plusieurs
malformations et anomalies morphologiques chez D. melanogaster, ces effets peuvent étre liés
a I'action antagoniste de I'azadirachtine sur les principales hormones contrdlant le processus de

développement (Hormone Juvénile/Ecdystéroides).

Le biopesticide a base d’Huile essentielle de Neem est inoffensif pour I’environnement.
Elle est sélectivement toxique, ne s’accumule pas et a une courte persistance dans 1’écosysteme,
suggere que ce biopesticide pourrait étre utilisé dans le contrdle des insectes nuisibles, et ce
dans le cadre des programmes de lutte intégrée.

A D’avenir il serait intéressant de compléter le présent travail par :

e Suivre le développement de I’insecte sur un milieu contient I’Huile de Neem.
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Les pesticides naturels, alternative aux insecticides conventionnels, constituent un élément de réponse a

la politique du développement durable de par leur faible impact écotoxicologique.

Dans le présent travail, 1’effet d’une formulation commerciale de 1’azadirachtine, 1’Huile de Neem,
provenant d’une espéce végétale, Azadirachta indica, a été évalué sur la toxicité chez un modele de référence
D. melanogaster. Différentes concentrations variant entre 0,5 et 6,5 pg/pl ont été testées par application

topique sur des pupes nouvellement exuviées.

Les résultats obtenus révelent que 1’Huile de Neem induit une inhibition de 1’émergence adulte avec une
relation concentration-réponse. L’Huile de Neem provoque également I’apparition de plusieurs anomalies
morphologiques chez D. melanogaster. Les Clzs et Clso obtenues a partir d’une courbe concentration-réponse

et correspondant a une mortalité de 25 et 50 % sont de 1’ordre de 0,68 et 1,17 pg/ul respectivement.
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