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LESBIOPESTICDES

1-Introduction

Selon 1’Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture (FAO), la
population mondiale, de I’ordre de 6,13 milliards en 2001, pourra atteindre, a 1’horizon 2025,
un chiffre de 8,50 milliards. L’augmentation de la population exigera donc une production
agricole supplémentaire de 2,4/109 tonnes/ans; cette prévision, strictement dépendante de
I’amélioration de la productivité des cultures, ne pourra étre possible que par un controle
approprié des agents biotiques. En effet, des pertes de récoltes, estimées en moyenne a 40%
de la production potentielle (Abhilash & Singh, 2009; Dimetry,2014), sont dues,
essentiellement, & des ravageurs (Kulkarni et al., 2009 ; Biber-Freudenberger et al., 2016).
Les insectes nuisibles, considérés comme I'un des problémes majeurs en agriculture, peuvent
étre, également, vecteurs d’agents pathogenes (McKay et al., 2013 ; Menasria et al.,2014;
White et al., 2014; Govindarajan & Rajeswary, 2015) et constituer une menace pour les
animaux dont I’homme. Par conséquent, une gestion de ces différentes nuisances est
primordiale pour un appui a la productivité agricole et une protection de la santé animale et
humaine. Actuellement, la lutte chimique reste le moyen le plus largement adopté dans
lemonde pour contenir ces insectes nuisibles a un seuil raisonnable (Cantrell et al., 2012
:Casida& Durkin, 2013). Ces produits chimiques sont considérés comme Iarme la plus
efficace pour faire face a ces problemes, mais ces substances ont des conséquences néfastes
(Kouassi 2001; Thakore 2006) sur I"environnement comme I"accumulation de résidus et la
pollution des sols (Gagné et al., 1999 ; Long, 2000; Comoretto& Chiron, 2005), I"apparition
et la généralisation des mécanismes de résistance chez les pathogenes (Kristensen et al., 2005
; Karunker et al., 2008; Yang et al., 2009 ; Ahmad & Arif, 2010 ; Sahu et al., 2014), le

déséquilibre écologique, di au fait que beaucoup de ces composés de synthése ont un large
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spectre d’action, détruisant non seulement les agents nuisibles, mais également les autres
populations de I"écosystéeme (Ghormade et al., 2011).

En effet, les organismes de protection de 1’environnement, dénoncent 1’impact négatif des
molécules synthétiques comme les organochlorés, organophosphorés et carbamates (Hoffman
& Lorenz, 1998 ; Scudeler & Santos, 2013; Kohler&Triebskorn, 2013; Gupta &
Milatovic,2014), qui restent encore les plus vendus (=<40%) dans le monde (Casida& Durkin,
2013); en effet, ces pesticides conventionnels, tres efficaces dans la gestion des organismes
vises (Bruce, 2010), sont responsables du phénoméne de pollution (Gagné et al., 1999 ;
Long,2000; Comoretto& Chiron, 2005) et de D’apparition de forte résistance chez les
organismes cibles (Kristensen et al., 2005 ; Karunker et al., 2008; Yang et al., 2009 ; Ahmad
& Arif, 2010 ; Sahu et al., 2014).

Au regard de ces inconvénients et a cause donc des effets délétéres des pesticides
synthétique sur I’environnement et les organismes non ciblés, des récents efforts ont éte fait
pour trouver des solutions alternatives qui permettront de continuer a lutter contre les
phytopathogénes tout réduisant 1’utilisation systématique de ces produits chimiques et les
remplacer par de nouvelles méthodes peu ou pas dangereuses (karimi et al.,
2010,faye,2010).Celles-ci peuvent faire appel a la rationalisation des pratiques agricoles
(fumigation-stérilisation en horticulture, désinfection des graines, rotation des cultures,
controle du vecteur de la maladie...), a l'utilisation de variétés végétales résistantes

(croisements sélectifs, insertion de genes...) ou au développement des biopesticides.

Ainsi les biopesticides ou agents de lutte biologique, peuvent étre définis comme des
produits phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou I"un de ses dérives.
IIs peuvent donc étre constitués d organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de micro-

organismes (bactéries, levures, champignons, virus) exercant une activité protectrice sur les
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plantes vis-a-vis d"agents phytopathogenes, mais aussi de substances d origine naturelle telles

que des extraits végétaux, phéromones, etc... (Thakore 2006).

2. Les différentes catégories de biopesticides

Les biopesticides peuvent étre classés en trois grandes catégories, selon leur nature : les
biopesticides microbiens, les biopesticides vegétaux et les biopesticides animaux (Chandler et

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

2.1. Biopesticides microbiens

Cette catégorie comprend les bactéries, champignons, actinomycetes, virus et
protozoaires. Leur efficacité repose sur des substances actives dérivées des micro-organismes.
Ce sont, des substances actives qui agissent contre le bio-agresseur plutdt que le micro-

organisme lui-méme.

2.1.1. Les bactéries

Les biopesticides a base de Bacillus thuringiensis sont les plus commercialisés. 1ls ont une
action insecticide. Bacillus thuringiensis est une bactérie 8 Gram™ qui produit, durant sa phase
stationnaire de croissance, des protéines cristallines appelées delta-endotoxines ou pro-toxines
Cry (Rosas-Garcia, 2009). Des especes bactériennes du genre Bacillus utilisant des
mécanismes d’action autres que celui employé par B.thuringiensis peuvent également

protéger les plantes. (Pérez-Garcia et al., 2011).

2.1.2. Les virus

Les Baculoviridae sont des virus a double brins d’ADN circulaire, ayant un génome
compris entre 100 et 180 kb, protégés par une paroi protéique (Chen et al., 2002). lls infectent

les arthropodes insectes ou larves. lls représentent un faible risque sanitaire car aucun virus
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similaire n’a, a ’heure actuelle, été répertorié dans I’infection des vertébrés ou des plantes.
Cette propriéeté les rend particulierement intéressants pour une utilisation en qualité de bio-

insecticide, d’autant plus qu’ils peuvent tuer leur hote en quelques jours.

2.2. Biopesticides vegétaux

Les plantes produisent des substances actives ayant des propriétés insecticides, aseptiques
ou encore régulatrices de la croissance des plantes et des insectes. Le plus souvent, ces
substances actives sont des métabolites secondaires qui, a 1’origine, protégent les végétaux
des herbivores. Le biopesticide d’origine végétale le plus utilisé est I’huile de neem, un
insecticide extrait des graines d’Azadirachtaindica (Schmutterer, 1990). Plusieurs molécules
dont I’azadirachtine, la nimbidine, la nimbidinine, la solanine, le déacétyl azadirchtinol et le
méliantriol ont été identifiées comme biologiquement actives dans I’huile extraite des graines
de neem. L’azarachtine, un mélange de sept isomeéres de tétranortritarpinoide, est le principal
ingrédient actif de cette huile et a la propriété de perturber la morphogénése et le

développement embryonnaire des insectes (Srivastava et al., 2007 ; Correia et al., 2013).

Certaines huiles végétales, qui n’ont pas d’activité antiparasitaire intrins€que, peuvent étre
retrouvées sur le marché en tant que biopesticide. Dans ce cas, ce sont leurs propriétés
physiques qui sont exploitées. Ainsi, I’huile de colza est I’ingrédient principal de quelques
produits comme le VegOil® car, aspergée sur les feuilles et les ravageurs, elle forme un film

huileux qui asphyxie ces derniers.

Les plantes a pesticides intégrés (Plant Incorporated-Protectants, PIPs) sont des
organismes modifiés par génie génétique, capables de produire et d’utiliser des substances
pesticides afin de se protéger contre des insectes, des virus ou des champignons. LesPIPs

représentent alors une catégorie de biopesticides.
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2.3. Biopesticides animaux

Ces biopesticides sont des animaux comme les prédateurs ou les parasites, ou des molécules
dérivées d’animaux, souvent d’invertébrés comme les venins d’araignées, de scorpions, des
hormones d’insectes, des phéromones (Goettel et al.,, 2001 ; Saidemberg et al., 2009 ;

Aquiloni et al., 2010).

Les biopesticides d’origine animale qui sont des signaux chimiques produits par un
organisme et qui changent le comportement d’individus de la méme espece ou d’espéces
différentes sont également répertoriés sous 1’appellation « semio-chimiques ». Les semio-
chimiques ne sont pas a proprement parler des « pesticides ». En effet, ils ne vont pas
provoquer la mort des bio-agresseurs, mais plut6t créer une confusion chez ces derniers. Cette
confusion les empéchera de se propager dans la zone traitée. Les phéromones d’insectes sont
de bons exemples de molécules semio-chimiques utilisées comme alternative a 1’utilisation
des insecticides. Il s’agit de petites molécules naturellement produites par les insectes et qui
sont détectées au niveau des antennes de leurs congénéres. Ces molécules peuvent étre
éphémeéres ou persistantes, mais dans tous les cas véhiculent un message. Elles peuvent
marquer un territoire, prévenir de la disponibilité de nourriture ou étre un signal pour
I’accouplement. Les phéromones d’insectes sont largement utilisées aussi bien pour limiter les
insectes ravageurs via des techniques de piégeage ou de confusion sexuelle que pour

surveiller leur nombre.

3. Stimulateurs des Défenses Naturelles des plantes (SDN) et biopesticides

Les Stimulateurs des Défenses Naturelles des plantes (SDN) sont des substances qui, une
fois appliquées sur la plante, vont déclencher les défenses de cette derniére. Cela va permettre

a la plante d’étre dans un état de résistance contre un pathogéne auquel elle serait
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normalement sensible. Cette définition rappelle celle des éliciteurs, cependant les SDN ne
peuvent pas étre limitées qu’aux éliciteurs. Le concept d’utilisation des SDN dans la
protection des plantes a été introduit en 1975 par Anderson-Prouty et Albersteim. (Anderson-
Prouty et al, 1975). Les SDN peuvent étre de plusieurs origines. On trouve les synthétiques
comme [’acide B-amino butyrique (BABA) ou comme I’analogue fonctionnel de I’acide
salicylique (acibenzolar-S-métyl, ASM). Il y a les substances naturelles minérales comme les
poudres de roche, les substances naturelles végétales comme la laminarine, les substances

microbiennes comme ’harpine et animales comme le chitosan.

4. Les avantages des biopesticides

Les biopesticides sont écologiquement beaucoup plus compatibles que les produits
chimiques et ont une spécificité accrue vis-a-vis des pathogenes contre lesquels ils sont
dirigés. lls sont par conséquent moins dommageables pour les organismes non ciblés de la
microflore endogéne qui exerce une action bénéfique sur les plantes. De plus, les
biopesticides sont souvent efficaces en faibles quantités et leurs activités protectrices peuvent
relever de mécanismes multiples et déclenchent donc rarement des phénomenes de résistance
chez le pathogéne a cause d"une faible pression de sélection. En outre, ils peuvent compléter
les pesticides conventionnels une fois utilisés dans les programmes intégrés de la gestion des
parasites (IPM) (Fravel 2005; Thakore 2006). Par exemple, l'intégration du contréle
biologique avec des fongicides, les pratiques culturales, et d'autres mesures peuvent
contribuer au contrdle de la rouille sur la tomate (Lourenco Junior et al. 2006). Les
biopesticides peuvent donc étre complémentaires au traitement chimique, mais peuvent aussi
étre utilisés dans des situations pour lesquelles aucune solution de contrble utilisant des
produits de synthése n”est actuellement disponible. Ces agents sont utilisés a travers le monde

dans les champs et dans les serres (Ji et al. 2006; Lee et al. 2006; Minuto et al. 2006;
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Saravanakumar et al. 2007), pour combattre un grand nombre de maladies causées par des
pathogénes du sol, foliaires ou de post-récoltes. Ces produits ont été développés pour
contréler de multiples maladies sur diverses céréales, légumes, fruits et fleurs (Paulitz et

Bélanger 2001; Fravel 2005).

5. 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 considerés
comme des inconvénients. 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 1’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 contréle biologique doivent étre évaluées sur la durée (Popp et al., 2013).

6. Les biopesticides et la stratégie de lutte intégrée

La lutte intégrée est une stratégie de gestion a long terme des bio-agresseurs qui minimise
les risques pour les populations, I’écosystéme et 1’environnement. Dans ce concept, des
actions sont menées pour empécher les bio-agresseurs de devenir un probléme. Pour cela, les
champs sont minutieusement observés afin d’identifier les maladies et leur cause, dénombrer

les bio-agresseurs et établir leur cycle de vie.

La lutte intégrée combine plusieurs pratiques comme [’utilisation de variétés de plantes
résistantes aux maladies et aux ravageurs identifiés, une irrigation des cultures appropriée, la

rotation ou I’inter-culture, le désherbage manuel ou encore I’utilisation de barriéres physiques
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de prévention contre les ravageurs. Les pesticides chimiques ne sont employés que lorsqu’ils
sont nécessaires. lls sont choisis dans le but de limiter au maximum leur impact sur

I’environnement. La lutte intégrée privilégie 1’application de biopesticides.

L’emploi de certains bio pesticides en rotation ou en combinaison avec d’autres
biopesticides ou avec des produits chimiques permet de diminuer les quantités d’intrants
chimiques, ainsi que 1’apparition de nouvelles souches résistantes aux nuisibles (Xu et al.,
2011). Les résultats obtenus avec la mise en place des stratégies de lutte intégrée dans les

cultures de poires en Californie (USA) montrent 1’efficacité d’une telle approche. (Weddle et

al., 2009).

7. L’Union européenne et la réglementation sur les pesticides

L’origine biologique des substances et produits proposés a I’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 et d’autres parmi les 440 substances approuvées. Le
tableau 2 présente un apercu du panel de substances biologiques en fonction de leur statut

d’autorisation dans 1’UE.

Les stimulateurs de défenses naturelles des plantes sont soumis a la méme réglementation
que les autres produits phytosanitaires. Les macro-organismes, tels que les insectes
auxiliaires, ne sont pas mentionnés dans le réglement (CE) 1107/2009. En France, I’utilisation
de macro-organismes non indigénes utiles aux végétaux dépend du décret n° 2012-140

(Journal officiel de la République Francaise, 2012).
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Tableau 1. Exemples de substances d’origine biologique approuvées et non approuvées par

la commission européene au 21 octobre 2013

Substances actives approuvées

Substances actives non approuvées

Biopesticides d’origine microbienne

Trichoderma asperellinm (formellement

T. harziamum) souches ICC012, T25 and TV1
Trichoderma asperelium (souche T34)
Trichoderma atroviride souche 1-1237
Paccilomyces fumosoroseus souche Fe9901

Champignon

Pseudomonas chlororaphis souche MA342

Pseudomonas sp. Souche DSMZ 13134

Bacillus firmus 1-1582

Bacillus subrilis souche. QST 713

Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki strains
ABTS 351,PB 54,SA 11, SA12 and EG 2348

Zucchini Yellow Mosaie Virus, weak strain
Spodoprera litroralis nucleopolyhedrovirus

Bactérie

Virus

Aschersonia alevrodes
Bearveria brongniartii

Bacillus subrilis souche IBE 711
Bacillus sphaericus
Agrobacterium radiobacter K84

Zucchin yellow mosaic virus (ZYMV nuld strain)
Neodiprion sertifer nuclear polyhedrosis virus

Biopesticides d'origine végétale

Huiles Huile de girofie Citronellol
Huile de menthe verte Huile de coco
Huile de colza Huile de daphné
Huile d’eucalyptus
Huile de bois de Galac
Huile d’ail
Huile de mais
Extraits Azadirachtin Répugnant : huiles essentielles
Extrait d'ail Gluten de bé
Géraniol Chlorophylline
Biopesticides d’origine animale
Extraits Huile de poissons a propriétés odorantes Chitosan
répugnantes Gélatine
Lanoline

Chaine carbonée droite de phéromones de
Iépidoptére

Semio-chimiques

8. Utilisation des biopesticides

L’utilisation des biopesticides a longtemps été cantonnée a I’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 tres en dessous de celui des produits phytosanitaires chimiques. Cependant,

il est en constante croissance (Frost et al., 2009). La majorité des biopesticides

commercialisés est d’origine microbienne. Il s’agit principalement d’insecticides a base de

B. thuringiensis (Rosas-Garcia, 2009). Les fournisseurs de biopesticides sont principalement
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des petites et moyennes entreprises qui ont des difficultés compréhensibles a développer de
nouveaux produits et a commercialiser pleinement ceux déja existants (FarmChemical
International, 2010). Il est a noter qu’il y a des disparités dans 1’utilisation des bio pesticides
au niveau mondial. Ces inégalités dépendent de plusieurs facteurs tels les politiques

gouvernementales, 1’opinion publique et les programmes de recherche industriels (Bailey et

al, 2010).
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Objective de Uétude
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Dans le cadre du développement durable, des pesticides non polluants ont été
commercialisés par les firmes pharmaceutiques et phytosanitaires; ces molécules, alternatives
aux pesticides conventionnels, sont représentées par les pesticides synthétiques de la 3éme
génération (régulateurs de croissance) ou encore par les pesticides d’origine naturelle
(biopesticides). Les regulateurs de croissance synthétiques (Insectgrowth RegulatoriGRs)
agissent, spécifiguement (Dhadialla et al., 2005; 2010) via les deux principales hormones du
développement (hormone juvénile ou HJ et les ecdystéroides) ou via la synthese de la chitine,
composé majeur de la cuticule (Ishaaya, 1990; Dhadialla et al.,2010). Les pesticides naturels,
issus du développement de la biotechnologie, se définissent, au sens large, comme provenant
d’organismes vivants: animaux, plantes, bactéries ou encore certains minéraux comme le
bicarbonate de potassium (Sporleder & Lacey, 2013). Selon, I'agence américaine pour la
protection de l'environnement (EPA), il a été enregistré plus de 192 biopesticides actifs
(Cantrell et al., 2012). Parmi ces molécules, biodégradables et a faible impact
environnemental se trouvent le Bacillus thuringiesis, une bactériequia la capacité de
synthétiser des inclusions cristallines associées aux spores ayant des propriétés insecticides
(Bravo et al., 2011). Le Spinosad, provenant de la fermentation d’une bactérie Actinomycéte
Saccharopolyspora spinosa (Mertz & Yao, 1990), est composé de deux métabolites
biologiquement actifs les spinosynes A et D. Ce pesticide, neurotoxique, présente un mode
d’action unique, car il agit a la fois sur les récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine(nAChRs)
(Salgado, 1997; Kirst, 2010 ; Rinkevich & Scott, 2012) et sur les récepteurs gabaergiques
(GABA) (Ishaaya, 2001; Salgado & Sparks, 2005; Osorio et al., 2008). L’azadirachtine
provient des grains d’Azadirachta indica, structurellement semblable aux ecdysones
d’insectes, inhibe 1’hormone prothoracicotropique (Schmutterer, 1990; Mordue &

Blackwell,1993) et I’hormone allatotropique (Banken & Stark, 1997), stimulant,
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respectivement, les ecdysteroides et I’HJ; I’azadirachtine, agit donc comme un régulateur de
croissance en perturbant par ses effets antagonistes sur les hormones précitées.

Ainsi dans le cadre de notre étude ont va s’intéressé a 1’é¢tude bibliographique de ces trois
molécules en tenant en compte de plusieurs paramétres tels que leur éventuel nocivité contre
les organismes non cibles ainsi que le développement du phénomeéne de résistance et essayé

de juger lequel de ces trois pesticides naturel semble constitué 1’alternative a encourage.
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Bacillus thuringiesis

1. Introduction

Le nom Bacillus thuringiesis a été introduit en 1901 par le biologiste japonais
Shigetaneishiwataen observant les effets insecticides de la bactérie sur des vers a soie. En
1911, Ernest Berliner isole une souche de B.thuringiesis a partir d’une larve de mite trouvée
dans un sac de farine(Glare &Ocalaghan,2000)a partir de 1938, elle est utilisée comme
insecticide biologique  (Lambert & Peferoen 1992).Le début des années 1980,deux
découvertes importantes ont permis de démontrer le grand potentiel insecticide de
B.thuringiesis (Goldberg & Margalit 1977; Krieg,huger et al., 1983), de ce fait I’intérét des
industries a produire des insecticides bio s’est grandement accru. En effet, environ 90% des

insecticides bio produits a travers le monde sont composés de B.thuringiesis.

2. Présentation du B.thuringiesis

Le B.thuringiesis est une bactérie appartenant a la famille des Bacillacae (Schepf et al.,
1998 ;Heckel et al.,1999 ; Liu et al., 2002 ;Sun et al .,2002)gram positif a une longueur de 5
pm, et une largeur de 1 pum et dépourvue de flagelle. B.thuringiesis est une bactérie
ubiquitaire que 1’on retrouve un peu par tous dans la nature, que ce soit dans le sol, sur le
feuillage, dans 1’eau et méme dans I’air, c’est une bactérie qui fait partie du groupe Bacillus
cereus qui comprend six especes dont: Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus mycoides,
Bacillus pseudomycide, Bacillus weihen stephanensis, elle se caractérise par la production de
cristal protéique (Glare & O ‘Callaghan 2000), Cette bactérie st un agent Entomopathogéne
dont I'activité insecticide a été attribuée en grande partie aux cristaux Parasporaux (Schnepef

etal., 1998) ou 6-endotoxines (Toxines Cry).(Schnepef et al., 1998).

Bacillus thuringiensis \

(bottom view showing internal structures)

Ribosomes

Endospore

Flagella /

Figure 1. Les cristaux protéiques Figure 2. Observation microscopique
deB.thuringiesis

15



Bacillus thuringiesis

2.1. Position systématique Classification (Berlin, 1915)

REONE....cvveececeee e Bactéria
Embranchement............cccccoeenenne. firmicute
ClaSSe.....cueveeeeesiee e bacilli
Ordre....ocveeee e bacillales
Famille........ccoovvviiiiiieee, bacillaceae
GBNIE oo bacillus

2.2. Le cycle de vie de B.turingensis

Le cycle de vie du B.thuringiesis est caractérisé par deux étapes qui comprennent la
division des cellules et le développement végétatif des spores, autrement appelée le cycle de
sporulation. La cellule végétale est en forme de tige (2-5 um de long et d'environ 1,0 um de
large) et se divise en deux cellules filles uniforme par formation d'une cloison de séparation
initiée a mi-chemin le long de la membrane plasmique. La sporulation se caractérise par sept
étapes qui comprennent (stade 1) la formation de filament axial, (stade Il) formation du
septum, (stade Ill) engloutissement, la premiére apparition de cristaux pars porales et
formation d’un pré spore, (stades IV a VI) formation d’un exosporium, paroi cellulaire
primordiale, le cortex et le manteau de spores accompagné par transformation du nucléoide de

spores et (VI stade) une maturation des spores et la lyse des sporanges (Fig 3).

La production de protéines cristal de B. thuringiesis pendant la sporulation est un
phénomeéne biologique unique régulée génétiqguement qui offre un avantage supplémentaire
de survie en exercant une action létale contre les insectes hotes. A son tour, I'action toxique
fournit des nutriments de I'héte suffisante pour permettre la germination des spores

bactériennes dormantes et son retour a la croissance végétative.
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Figure 3. Cycle de vie de B.thuringiesis (la formation de spore et la division de
cellule végétative)
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2.3. Les protéines Cyt et les protéines Cry
2.3.1. Les protéines Cyt

les proteines Cyt appartiennent a la famille des delta-endotoxines et sont produites toutes
deux dans le méme cristal lors de la sporulation, demandent une interaction spécifique avec
des récepteurs cellulaires et une activation par des protéases, les protéines Cyt interagissent
directement avec les lipides membranaires des cellules et pénetrent dans la membrane pour
ainsi former un pore (Sanahuja et al., 2011).Ces protéines peuvent notamment agir en
synergie avec certaines protéines Cry afin d'augmenter leur toxicité sur les insectes (Soberon
et al., 2013). Il également été démontré que les protéines Cyt peuvent aider a contrer la
résistance des moustiques envers les protéines Cry (Wirth et al., 1997).

2.3.2. Les protéines cry

Au cours de la sporulation, la plupart des souches de B. thuringiensis produisent un cristal
protéique compose de delta-endotoxines. Ce cristal protéique représente a lui seul environ 20
a 30 % du nombre total de protéines de la bactérie (Griko et al.,2010). Gréce a leur toxicité

sélective envers différents insectes nuisibles.
2.4. Classification de la delta-endotoxine

D’aprés Hofte &Whiteley (1989) la delta —endotoxine de B.thuringiesis Cry peut étre
classifiées en cing classes selon sa spécificité insecticide .En effet, on retrouve la Cryl, Cryll,
Crylll, CrylV, CryV, en plus des delta—endotoxines, B.thuringiesis synthétise une autre
famille de protéines de petite taille cytolytiqgue non spécifique appelée Cyt (Thomas &
Ellar,1983)(Tableau. 1).
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Tableaul :Classification de delta endotoxine de B .thuringiesis (Hofte&Whiteley, 1989).

Structure des

Classes Taille (KDA) Insectes sensibles )
cristaux
Cryl 130-140 Lépidoptére Bipyramidale
Cryll 1 Dipteres, lépidoptére Cubique
Crylll 68-73 Coléoptere Rhomboédrique
CrylVv 125-175 Diptére Sphérique
Lépidoptére,
CryV 81 p, p‘ Bipyramidale
coléoptére
Cyt 26-28 Diptére Sphérique

N 2
W =

Figure 4. Observation microscopique de B.thuringiesis au cours de la sporulation (SP :
spore) (PB. : protein Body)
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3. Mode d’action du B.thuringiesis et principe actif

Les études menés sur les aspects biologiques et biochimiques du pouvoir pathogéne de
cette bactérie ont établis que la cause de pathogénicité du B.thuringensis réside en une

inclusion paras porales, dite cristal protéique (Glatron et al., 1972).
3.1. Principe active de B.thuringiesis

Le B.thurigiesis preésente une action insecticide, durant sa phase stationnaire de croissance,
des protéines cristallines appelées delta-endotoxines ou pro-toxines Cry, qui sont libérées
dans I’environnement aprés la lyse des parois bactériennes lors de la phase de sporulation et

une fois ingérees par les ravageurs deviennent actives, (Rosas-Garcia, 2009).

3.2. Structure de delta endotoxine

Les delta- endotoxines presentent trois domaines (Li et al., 1991) (Figure 5). Le domaine :
constitué de sept(7) hélices alpha et c’est I’extrémité NH2-terminale et responsable de la
formation des pores; le domaine : comprenant trois (3) feuillets Béta; le domaine du coté C-
terminal n’a pas d’effet directe sur les insectes ; cependant, il joue un r6le important dans la

stabilité du cristal.

Figure 5. Structure tri dimensionnelle du delta
endotoxine
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3.3. Mode d’action des cristaux protéiques du B.thuringiesis

40
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Figure 6.Courbe représente les valeurs Ct en fonction de concentration de spore

a. Sensibilisation et activation

Une fois ingérés le biopesticide a base B.thurigiesis, les protéines cristallines sont
solubilisées dans I’intestin de l'insecte a un pH basique (10-12). Les pro toxines libérées sont
par la suite transformée en toxines actives aprés une lyse partielle par les enzymes du tube
digestif (Whall & Mc Gaughey, 1998).

b. Liaison sur le site récepteur

La toxine activée traverse la membrane péri trophique. Elle se fixe sur des récepteurs
specifique, présentant a la surface des microvillosités des cellules épithéliales moyen de
I’insecte (Schenpt et al., 1998) (Fig7).

c. Formation des pores

L’interaction toxine-récepteur aboutit a la formation d'un pore dans la cellule cible. Soi
entraine une perturbation des échanges ioniques, une modification du pH intestinal, puis la

lyse de la cellule épithéliale de I’intestin. Cette lyse provoque une paralysie du tube digestif
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de l'insecte qui cesse de s'alimenter (Gillet al., 1992) et meurt affamé trois jours apres
Iingestion du cristal (Whall & Mc Gaughey,1998) si non la protéine activée se lie
initialement a des récepteurs glycosyl-phosphatidylinositol (GPI), par la suite, la protéine Cry
se lie a un récepteur cadhérine (glycoprotéine). Cette forte liaison facilite I'insertion de la
membrane par I'oligomere résultant en la formation d'un pore et, par la suite, a la mort de la

cellule par une lyse osmotique.

N e aneiey

Figure?. Les étapes de formation de la liaison avec le récepteur (a) : Solubilisation ; (b) :

Activation; (c) et(d) : Liaison avec le site récepteur ; (e) : Formation des pores.
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Figure 8. Mode d’action de B.thuringiesis

d. Formation de la spore

La formation d’une endospore est un processus de division cellulaire qui inclut la formation
de proto plastes dans le cytoplasme de la cellule(Bulla et al., 1975).La sequence du
développement des spores et de la formation des cristaux parasporaux chez Bt (Bechtel&

Bulla,1976) se fait selon les étapes classiques de la sporulation(cycle de vie de sporulation).

Role des spores et de leur paroi sur les insectes nuisibles

En 1978 Schesser & Bullaen, trouvent une similitude frappante entre I’action des spores et
celles des cristaux paras poraux, les effets entomo toxique des spores de Bt contre les larves
d’insectes sont reliés a I’action de leurs paroi qui contient la méme composante de ce de la
pro toxine cristalline des cristaux paras poraux (Schesser & Bulla, 1978 ; Johnson et
al., 1998). En effet, dans certains cas ce sont les spores de Bt qui sont impliqués d’abords
dans I’entomo pathogeénicité (Duboise, 1995;Johnsone, 1996;Li et al., 1987;Liu et al., 1998) ;
et par la suite les bactéries peuvent envahir I’hémolyphe et provoquer une septicémie. Il est
donc probable que les spores agissent en synergie avec la toxine qui peut aussi résulté de leurs

germination dans 1’intestin moyen (Salamitou et al., 2000).
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4. Resistance des toxines aux B. thuringiesis

Aucun mécanisme de résistance aux toxines du Bt n’a encore été décrit chez les dipteres.
Cependant de nombreux mécanismes de résistance aux toxines Cry ont été décrits chez les
Lépidopteres (Morin et al., 2003), les Coléopteres (Fabrick et al., 2009) ou les Nématodes
(Griffitts et al., 2001). La modification métabolique de ’activation des protoxines (Keller et
al., 1996, Oppert, 1997, Rukmini et al., 2000, Rajagopal, 2009) et la modification des
récepteurs cibles au niveau des membranes des cellules épithéliales (Gahan et al., 2001,
Morin et al., 2003, Jurat-Fuentes et al., 2004, Herrero et al.,2005) sont a ce jour les
principaux mécanismes impliqués dans la résistance aux toxines Cry. L’implication directe de
mécanismes de détoxication dans la résistance aux toxines du Bt n’a encore pas été mise en
évidence de facon formelle. Cependant certaines enzymes de détoxication peuvent étre
surexprimées en présence de toxines Cry (van Munster et al., 2007), et certaines estérases
semblent pouvoir séquestrer les toxines Cry (Gunning et al.,2005). Enfin, d’autres
mécanismes potentiels de résistance peuvent intervenir a toutes les étapes du mode d’action
des toxines : modification du comportement alimentaire, mécanismes de réparation cellulaires
pouvant notamment impliquer des estérases (Gunning et al.,2005, Meunier et al., 2006), ou

modification du systeme immunitaire (Huffman et al., 2004, Rahman et al.,2004).

5. Spécificite et toxicite du B.turingiensis

La spécificité du Bt se situe dans le fait que certains enzymes particulier de I'estomac
(présents seulement chez certains insectes) doivent activer les protéines en forme de cristaux
pour gu'elles deviennent toxiques. Dans des conditions normales, la protéine en forme de
cristal est insoluble (non active) et donc inoffensive pour les humains, les mammiferes et la
majorité des insectes. La toxine du Bt est surtout efficace contre les jeunes larves d'insectes,
qui sont plus vulnérables. Une fois dans I'environnement, la protéine insecticide du Bt se
dégrade rapidement (1a 4 jours) apres exposition a la lumiere du soleil et aux micro-

organismes (Boiteau, 2004).

6. Les toxines de Bt

Les protéines vip
Il a été observé que certaines souches de Bt produisent des protéines insecticides végétatives

(VIPS). qui ne présentent aucune homologie avec les cristaux protéines insecticide (Struch et
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al., 1996). Ces protéines comprennent les toxines comme Vip3A (Estruche et al., 1996 ;

Donovane et al., 2001; Selvapandiyane et al., 2001; Loguercioe et al., 2000)

a. Chitinase
Depuis longtemps les chitinases, enzymes hydrolysant la chitine ont été utilisées comme
agent de synergie pour accroitre | 'entomotoxicité des bio pesticides (Mirnoffe, 1972). le role
essentiel de la chitinase; permettant ainsi la pénétration des spores et des cristaux de Bt dans
I'némolymphe des larves chitinase ( Rojas-Avelizapeaf 1999;Barboza-Coroneaf., 1999; Liu et
al., 2002)

b. Protéase Bt
Jusqu'a présent le réle de la protéase dans I'accroissement ou la diminution de l'activité
insecticide des delta-endotoxines contre les insectes nuisibles n’a pas été confirmé. Ainsi le
réle de ces protéases dans I’activité insecticide reste toujours a étudier vérifié (Brarefal,
2007).

c. Beta-exotoxine (B-exotoxine)
La Beta endotoxine, également connue sous le nom de thuringiensine un composé sécrété
dans le milieu de culture au début de la sporulation par certains souches de Bt, en effet, sa
toxicité sur le mue et la nymphose et a doses sublétale (Espinasse et al ., 2003)

7. Utilisation du Bt et le spectre d’activité

Le B.thuringiensis reste actuellement peu employé en agriculture. Il apparait que
I'utilisation agricole du B.t. représente peu de danger pour la santé humaine. Il demeure
sécuritaire tant que les applications sont réalisées selon les prescriptions et qu'elles sont
réalisées par des applicateurs formés. 1l n'y a aucun délai a respecter avant la récolte pour les

légumes et les fruits ayant été traités au B.t.,

8. Risque pour les organismes non ciblé

Il a ét¢ montré qu’une exposition prolongée au pollen de mais Bt (mais transgénique
produisant la toxine du Bacillus thuringiensis) affectait le comportement et la survie du

papillon monarque, le plus connu des papillons d’Amérique du nord. Quant aux consequences

25



Bacillus thuringiesis

sur les papillons européens, elles sont quasiment inconnues car il n’existe que peu d’études a
ce sujet. Ces derniéres soulévent néanmoins des inquiétudes sur les conseéquences des plantes

résistantes aux insectes pour les papillons européens (Lang & Vojtech, 2006).

9. La lutte biologique de Bt

La lutte biologique est définit comme étant I’utilisation d’organismes vivants pour contréler
ou combattre un ravageur, les organismes vivants utilisés sont restreints a quelques groupes
taxonomiques. On retrouve entre autres certains arthropodes (insectes et arachnides),
nématodes, protozoaires, bactéries et champignons. Ces organismes tel que B.thuringiesis,
ennemis naturels des ravageurs visés, sont aussi nommes auxiliaires de lutte. Bien que
certains auteurs consideérent I’utilisation des vertébrés comme les poissons ou les oiseaux
comme agents de lutte biologique (Raymond, 1992 & Brown, 2004).

L’utilisation de la lutte biologique de B.thuringiesis peut aussi viser d’autres ravageurs,
comme par exemple les insectes piqueurs afin de limiter la propagation de maladies (ex : virus
du Nil occidental Ou malaria (Skovmand; 2004) ou les plantes invasives pouvant menacer la

biodiversité (ex : Salicaire pourpre, Lythrum salicariaLinnaeus) (Bourchier, 2004).
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SPINOSAD

1. Introduction

C’est le scientifique Eli Lilly lors de vacances aux Caraibes en 1982 en recueillant un
rhum abandonné et aprés avoir examiné en laboratoire qui I’a découvert la présence d'une
activité biologique. Trois ans plus tard, les produits de fermentation a partir de cet échantillon
ont montré une activité insecticide. En 1986, les scientifiques d'Eli Lilly ont identifié
I’organisme produisant des substances biologiquement actives. lls ont déterminé que cela était
une nouvelle espéce de bactéries actinomycetes et I'a nommé Saccharopolyspora spinosa. En

un an, les scientifiques avaient identifié les métabolites actifs de S. spinosa.

En 1989, les produits Ag division d'Eli Lilly, Elanco, a été fusionné avec la Dow Chemical
Company pour former Dow Agro Sciences. Une formulation trés efficace a été développée

durant cing années suite a de nombreux tests dans le monde entier.

2. Description
Le Spinosad est donc un biopesticide d’origine microbienne, issu de la fermentation
industrielle d’une bactérie actinomycete, naturellement présente dans le sol, appelé
Saccharopolyspora spinosa. (Actinomycetales: Pseudonocardiaceae)(Sparks et al., 1998;
Thompson et al., 2000). C’est le produit d’un mélange des deux métabolites secondaires actifs
la spinosyne A et la spinosyne D.

3. Présentation du Spinosad

Le Spinosad est composé de deux spinosynes qui sont des lactones macrocycliques
dérivées d'une fermentation aérobie (Thompson et al., 2000); 85% de spinosynes A
C41H65NO10 avec un poids moléculaire de 731,98 mol et 15% de spinosynes D
C42H67NO10 avec un poids moléculaire de 746,0 mol (Sarfraz et al., 2005)(Fig.9). La
formulation commerciale utilisée est Success 480 SC (Dow Agro Sciences, Indianapolis, USA

(SC: suspension concentrée 480g/l « Tracer »).
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Spinosyne A: R = H

H
LA
v Spinosyne D: R = CHj3

Figure 11. Coupe longitudinale de la
bactérie (Horowitz & Ishaaya, 2003)

Figure 10. Surface épineuse de la
bactérie (Horowitz & Ishaaya, 2003)

Le Spinosad a été homologué pour la premiére fois en 1997, aux Etats-Unis dans la
culture du coton (Ware, 1999). Il existe sous différentes appellations (Tracer, Laser,

Credence, Spinoace, Naturalyte, Caribstar, Boomerang, Spintor et Conserve).
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Tableau 3. Propriétés de la préparation commerciale Spinosad (Dow AgroSciences, 2003aet b)

Propriétés TRACER
Couleur Blanc cassé a ocre
Odeur Odeur faible de peinture au latex
Suspension liquide 480 g/ litre de matiére active
pH 7,69
Point d’ébullition 100°C
Densité 1,09 g/ml a 20°C
Solubilité Spinosyn A soluble (pH 9) a trés soluble (pH 5 a
7) Spinosyn D insoluble (pH 9) a soluble (pH 5)

4. Mode d’action sur les insectes et principe actif

Le Spinosad présente un mode d’action de type neurotoxique nouveau et unique car il
agit a la fois sur les récepteurs de I’acétylcholine nicotinyl (nAChRs) (Kirst, 2010 ; Rinkevich
& Scott, 2012) et sur les récepteurs gabaergiques (Ishaaya et al., 2001; Jacquet et al., 2002). Il
agit soit par contact ou par ingestion, ce dernier mode d’action s’avére étre 5 a 10 fois plus
efficace que par simple contact. En effet, le Spinosad cause chez I’insecte une excitation du
systéme nerveux, mene a un arrét de 1’alimentation, une contraction musculaire involontaire
puis a une paralysie. Ces effets sont une conséquence de I’activation des récepteurs
nicotiniques de 1’acétylcholine. En effet, les cellules nerveuses émettent des signaux
chimiques pour communiquer entre elles et avec les autres cellules. Pour ce faire, les cellules
utilisent des neurotransmetteurs, dont 1’acétylcholine qui ne peut remplir son role lorsque le
Spinosad excite son récepteur nicotinique (Fig.12). Parallélement, le Spinosad peut également
agir sur les récepteurs amino butyriques, ce qui pourrait augmenter son rendement, mais cet
effet n’a pas été évalué (Watson, 2001).

Ce pesticide, agissant par contact ou ingestion, est trés efficace, particulierement, contre
les Lépidopteres et les Dipteres (Pineda et al., 2004 ; Wang et al., 2009 ; Besard et al., 2011).

Le Spinosad est tres efficace contre de nombreux insectes nuisibles et compatible avec de
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nombreux ennemis naturels d'insectes pouvant étre utilisés en combinaison dans un

programme de gestion intégrée des ravageurs (Legwaila et al., 2013).

Mechanism of Action

Cholinesterase

Acetylcholine

Spinosad causes neuronal
excitation in insects, After periods
of hyperexcitation, lice become

paralyzed and die.

Figure 12. Mode d’action du Spinosad

La dégradation du Spinosad dans I’environnement se fait via différents procédés dont

I’hydrolyse, la phototransformation, photolyse et biotransformation aérobie (ARLA, 2003).

5. Utilisation
Le Spinosad est utilisé dans de nombreuses productions et son action est efficace contre
les stades larvaires des différents ravageurs visés (Tab.4).
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Tableau 4.Utilisation du Spinosad dans différentes cultures (Dow AgroSciences 2003; 2003).

Délai
Dose recommandé
Cultures Ravageurs . avant
Max /année )
récolte
Pommiers Tordeuse & bande oblique 182 mi/ha / 546/ha/an 7 jours
Pommes de | Doryphore de la pomme de terre | 83-166 mi/ha/249 mifha/an | jours
terre pyrale du mais 146ml/ha / 249ml/ha/an
Légumes Fglugse arpenteuse du chog, _
racines & piéride du chou, fausse-teigne 182 ml/ha / 546/ha/an 3 jours
tubercules des cruciféeres
) 7 jours
Mais sucré Pyrale du mais 83 ml/ha / 166ml/ha/an _
28 jours
Légumes- Arpenteuse du chou, piéride du _
i ) . 182/ha / 546/ha /an 1-jour
feuilles chou, fausse teigne des cruciferes

6. Efficacité et toxicité

Les études ont montrés que le Spinosad est efficace contre les Iépidopteres ravageurs
comme Ostrinianubilalis, Chiloagamemnon et Sesamiacretica avec des Dlsy respectives de
166, 179 et 185 ppm (Sabbour & Abde-Rahman, 2013; Wang et al., 2009, 2013). D’autres
Iépidopteres présentent une toxicité beaucoup plus variable; en effet, des valeurs de 8.7, 0.41,
0.29, 1.001 et 31.1 ppm sont, respectivement, notées chez Lymantria dispar (Wanner et al.,
2002), Helicoverpa armigera ( Wang et al., 2009), Spodoptera exigua (Wang et al., 2013),
Plutella xylostella (Li et al., 2015), Herpetogramma phaeopteralis (Tofangsazi et al., 2015).
Le Spinosad est également trés efficace chez les Diptéres comme Aedes albopictus (0.3 ppm)
(Bond et al., 2004) et Glossina palpalis gambiensis (2.2 ppm) (De Deken et al., 2004). La
variabilité dans les valeurs des concentrations létales est expliquée par une activité insecticide
du Spinosad qui est différente selon les espéces car elle est liée aux variations dans les sous-
unités des nAChRs (Rinkevich & Scott, 2012). Par ailleurs, la régulation des récepteurs mais
aussi les voies de signalisation intracellulaires impliquées dans la régulation des canaux
ioniques peuvent aussi jouer un réle crucial dans la différence de sensibilité des insectes aux

pesticides (Lavialle-Defaix et al., 2010). Il est important de noter que les différences de
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sensibilit¢ aux pesticides entre les especes d’insectes peuvent aussi étre liées a d’autres
mécanismes comme le taux de pénetration a travers la cuticule, leur absorption par les
insectes, le transport dans les tissus de I’organisme ou encore le métabolisme (Besard et al.,

2011).

7. Larésistance

En commun avec la plupart des autres pesticides, la résistance aux lactones
macrocycliques tels que le Spinosad augmente en raison de l'utilisation intensive de pesticides
(Wolstenholme & Kaplan, 2012). En effet, la résistance au Spinosad a été rapportée chez
plusieurs especes d'insectes (Wolstenholme & Kaplan 2012), tels que chez le doryphore de la
pomme de terre Leptinotarsa decemlineata (Mota-Sanchez et al., 2006), la mouche
domestique Musca domestica (Shono & Scott, 2003) et la tordeuse du tabac, Heliothis
virescens (Young et al., 2003). Chez ces especes, devenu résistante, les études supposent que
c’est du soit a un métabolisme accru (Markussen & Kristensen 2011) ou une conséquence de
changements dans le site cible (Roe et al., 2010). Les études menées avec les modéles especes
d'insectes Drosophila melanogaster ont impliqué la sous-unité nAChR dans la détermination

du site cible de la résistance au Spinosad (Perry et al 2007; Watson et al., 2010).

8. Effets sur les organismes non-ciblés

Le Spinosad présente, par rapport aux insecticides synthétiques classiques, une faible
toxicité pour ’Homme, les mammiferes, les invertébrés aquatiques et les organismes non
visés (Liu et al., 2000; Sarfraz et al., 2005; Kirst, 2010 ; Biondi et al., 2012). En effet, des
tests chez les mammiféres n'ont démontré aucun effet carcinogene, tératogene, mutagene ou
neurotoxique de ce produit.

Cependant des études récentes notent, des effets toxiques du Spinosad sur les
organismes non ciblés comme chez I’abeille Apis mellifera (Carvalho et al., 2013).
I'utilisation de pesticides peut compromettre les ennemis naturels rendant les programmes de
lutte intégrée inefficace (Biondi et al., 2013). D'autres études doivent étre menées dans des
conditions naturelles pour vérifier la compatibilité de Spinosad avec des parasitoides dans les
programmes de lutte intégrée. Spinosad a été classé non nocif pour les prédateurs, mais
modérément nocive ou nocive pour les parasitoides hyménoptéres (Penagos et al., 2005;
Costa et al., 2014.).
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9. Lalutte intégrée

En raison de sa faible toxicité pour les mammiferes, les oiseaux et les poissons et de sa
toxicité comparativement faible pour les organismes bénéfiques, ainsi que les auxiliaires
présents dans I'environnement le Spinosad est considéré comme étant hautement compatible
avec les programmes de lutte intégrée, englobant les techniques culturales, le piégeage de

masse, les lachers de trichogrammes oophages (Lebdi Grissa et al., 2011).
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AZADIRACHTINE
1. Introduction

L'azadirachtine est un extrait ou un sous-produit naturel d’une plante appelée neem,
appartenant a la famille des Maliacées que 1’on retrouve dans les régions chaudes (Guet,
2002). Originaire d’Asie du Sud-Est, il a été introduit en Afrique sub saharienne et méme en
région sahélienne par les Indiens (Vallet, 2006). Cet arbre pousse tres bien dans les régions
tropicales et subtropicales méme en saison seche marquée ; aujourd’hui est bien répandu dans
le monde (en Australie, en Afrique, aux Antilles, en Amerique tropicale au sud des USA et de
I'Europe) (Hurtel, 2007). Par ses propriétés répulsives sur les insectes, il est utilisées depuis
des milliers d’années en Inde grace a ses propriétés insecticides, médicinales et cosmétiques
(Ngamo et al., 2007). En médecine traditionnelle, les feuilles et les écorces sont utilisées
généralement pour soigner la syphilis, la tuberculose, le rhumatisme et comme antidote contre
les morsures des serpents et les pigdres des scorpions (Yengué & Callot, 2002). Trés présente
en Afrique et en Inde. L’azadirachtine est le principal composant actif de 1’huile de neem et
de neemazal, utilise comme insecticide (Mordue et al., 2005, 2010) acaricide (Denardi et al.,
2010) ou encore contre les crustaces ectoparasites des poissons (Banerjee et al., 2014), avec
une capacité d'inhibition de I'normone responsable de la mue chez les stades larvaires et
diverses (Khoualdia et al., 2002 ).

2. Description
Le neem peut étre classé comme suite :

2.1. Classification botanique

Le neem peut étre classé comme suit (Schmutterer, 1995 ; PURI, 1999):

Ordre @i, Rutales
SOUS Ordre @.oveeeeeeee e Rutineae
Famille @i Meliaceae
Sous famille @i Melioideae
GeNre oo Azadirachta
ESpéce i i, Indica A. Jus
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2.2. Présentation des différentes parties
2.2.1. Les feuilles

Les feuilles du neem sont disposées de maniére alternée sur un long et mince pétiole (Fig.
13). La face dorsale est de couleur verte foncée alors que la face ventrale est plus claire. Elles
mesurent entre 20 et 40 cm de long et sont plus denses a I’extrémité des branches. Les
feuillets, variables dans leurs formes notamment au niveau de 1’axe central, varient entre 7 et

15 cm, et dépassent parfois17 cm sur un méme pétiole (Puri, 1999).

Figure 13. Feuilles du neem

2.2.2. Lesfleurs

Les fleurs du neem (Fig. 14) sont petites, blanches, et soutenues par un faisceau auxiliaire qui
peut aller jusqu’a 25 cm de long. Elles contiennent une séve qui dégage une odeur qui attire
les abeilles (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1992). Les inflorescences, qui
s’embranchent jusqu’au troisieme degré, soutiennent jusqu’a 150 a 250 fleurs (Gruber, 1991).

Chaque fleur peut faire 5a 6 mm de long et 8 a 11 mm de large (Schmutterer, 1995)

#42412111

Figure 14. Fleurs du neem
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2.2.3. Les fruits

Le fruit du neem est lisse, et de forme ellipsoidale. 1l mesure 1,4 & 2,8 cm de long et 1,0
a 1,5 cm de large (Schmutterer, 1995). Il ressemble a celui de I’olivier (Fig.15). Avant la
maturité il est vert, et devient ensuite jaune a jaune verdatre. Il comporte une pulpe en fermant
une graine. Sapeau (exocarpe) est mince, lisse, aigre et douce. Elle mesure 0,3 a 0,5 cm de
profondeur. A I’intérieur se trouve la coquille (endocarpe). Elle est blanche, assez dure, avec
deux noyaux ovales de couleur brun. L’arbre commence a fructifier parfois dés 1’age de 2 ans,

le plus souvent au bout de 3 a 5 ans.

Figure 15. Fruit du neem

3. Composition et propriété chimique

L'extraction des différentes espéces chimiques (comme les acides gras et les
terpénoides) contenues dans le neem met en évidence la présence de nombreux principes
actifs, dont les actions complémentaires sont a l'origine des propriétés insecticides du neem.
Selon Mouffoket al. (2008), les extraits aqueux de graines de neem renferment plus de 168
composés constitués- d'un groupe de 7 substances proches incluant azadirachtine.
L’azadirachtine, triterpénoide, est le limonoide (Fig.16) le plus puissant et actif dans les
grains de neem. Les autres limonoides comme la salanine et la nimbine, sont responsables des
effets antiappétants (Morgan, 2009). L'azadirachtine A est considéré comme le principal

composeé a propriéetés insecticides du neem.
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CHGOQC - e (1)

Figure 16.Structure chimique de 1’azadirachtine (1) ; nimbine (2) ; salanine (3)
(Mordue et al., 2005 ; Morgan, 2009 ; Dhadialla et al., 2005).

3.1. Forme commercialisable

Selon Abedi et al., 2014 ; da Costa et al., 2014, ’azaderachtine présente sous deux

formes commercialisable; qui sont le Huile de Neem et le Neemazal.

1. Huile de Neem :

L’azadirachtine commercialisé sous cette appellation Huile de Neem comporte trois

substances actives (nimbine : 0,4 %, salanine 0,6% et azadirachtine 0,3 %, Emulsion

Concentrée (EC); firme : H3D Terraneem-France). La formule chimique de la nimbine las
alannine et 1’azadirachtine est de C30H3609 (540 g/mol), C34H4409 (596 g/mol) et C35
H44 016 (720,7 g/mol) respectivement, Cette formulation, insoluble dans 1’eau, correspond a

un liquide jaune avec une odeur caractéristique du Neem.
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2. NeemAzal :

L’azadirachtine commercialisée sous le nom de NeemAzal-T/S comprend seulement de
I’azadirachtine (1% d’azadirachtine ; Emulsion Concentrée (EC); firme : TrifolioMGmbH,
Lahnau, Germany) ; cette formulation, insoluble dans 1’eau, correspond a un liquide brun avec

une odeur caractéristique du neem.

2. Mode d'action sur les insectes et principe actif

Chez les insectes, le développement et la reproduction sont contrdlés par des facteurs
externes (température, nutrition, photopériode) mais aussi internes comme les hormones et les
neurohormones (Gilbert et al., 2002; Lafont et al., 2005; Gruntenko & Rauschenbach, 2009;
Hiruma & Kaneko, 2013). Les deux principales hormones, agissant en coordination dans ces
processus physiologiques, sont les ecdystéroides et I’'HJ. Les corps allates, a 1’origine de la
synthése de I’HJ, sont régulés par des neurohormones activatrices, I’allatotropine ou
inhibitrice, 1’allatostatine (Bellés & Maestro, 2005 ; Toivonen & Partridge, 2009). L’HJ,
libérée dans ’hémolymphe, est transportée vers les tissus cibles (Cassier et al., 1997). Les
ecdystérordes sont secrétés, par les glandes prothoraciques (Mc Brayer et al., 2007; Cranna &
Quinn, 2009). L’ecdysone (E), prohormone, libérée dans I’hémolymphe, est convertie en
hormone active ou 20- hydroxyecdysone (20E), la 20E, controle la reproduction (Toivonen &
Partridge, 2009), I’embryogéneése et le développement post-embryonnaire (Cranna & Quinn,
2009 ; Yamanaka et al., 2013) ; la 20E initie les différentes mues mais la nature de la mue
(larvaire ou nymphale) est déterminée par la présence ou 1’absence de 1’HJ dont le role est le
maintien des caracteres larvaires et ’inhibition de la métamorphose (Cassier et al., 1997;
Dubrovsky, 2005; Cheng et al., 2014). De¢s 1’apparition du stade adulte, la 20E et I’HJ
agissent ensuite de maniére conjointe pour le contr6le de la reproduction (Gruntenko &
Rauschenbach, 2009 ; Yamanaka et al., 2013).
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Figure 17. . Taux d’hormone juvénile (JH) et de 20-hydroxyecdysone (20E) au cours
dudéveloppement de D. melanogaster (Dubrovsky, 2005). La 20 E initie toutes les transitions
dedéveloppement, tels que de la larve & la larve, de la larve a la nymphe et de la nymphe
I'adulte tandis que I’HJ détermine le type de transition et la nature de mue ; Pp : prépupes

L’azadirachtine, structurellement semblable aux ecdysones d’insectes, inhibe I’hormone
prothoracicotropique (Schmutterer, 1990; Mordue &Blackwell, 1993) et [’hormone
allatotropique (Banken& Stark, 1997), stimulant, respectivement, les ecdysteroides et 1’HJ;
I’azadirachtine, agit donc comme un régulateur de croissance en perturbant par ses effets
antagonistes sur les hormones précitées, les processus physiologiques et le cycle hormonal,
induisant a des malformations dans le processus de mue et empéchent son
développementnormal et sa croissance optimale et la reproduction (Mordue et al.,2005;
Morgan, 2009). L’azadirachtine peut €galement agir par des effets antiappétants sur le
mouvement naturel de 1’intestin, provoquant une paralysie et le dépérissement des organismes
cibles (Stark et al., 1990; Schmutterer & Singh, 1995; Andreu et al., 2000; Senthil-Nthan et
al., 2004, 2005, 2006).Ces effets ont été observés chez plusieurs types de familles d'insectes;
les Lépidopteres (papillons), les Dipteres (mouches, taons, moustiques, ... ), les Orthoptéres
(sauterelles, criquets, ... ), les Hymenoptéres (tres faible pour les abeilles) et certaines especes
de pucerons. La DL50 (Dose provoguant 50% de mortalité dans la population d'insectes) varie
selon les espéces de 1 a 4g d'azadirachtine par gramme d'insecte (Mouffok et al., 2008).

L'extrait aqueux de graines de neem a une toxicité faible pour les Mammifeéres.
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L'azadirachtine est rapidement absorbée par les tissus végétaux, ce qui lui assure une action
systémique efficace (Bernard et al., 2008 ; Kleeberg, 2008).

3. Utilisations et Spectre d’activité

Parallelement a son action insecticide, ’azadirachtine est aussi utilisée en médecine
traditionnelle, en Asie et en Afrique, contre la malaria (paludisme), le diabete, les ulcéres,
I’acné et les mycoses (Koriem, 2013); 1’azadirachtine semble présenter aussi, chez les
Mammiferes, des effets immunostimulants, antimicrobiens, antiviraux et contraceptifs
(Koriem, 2013). Il présente ainsi un large spectre d’efficacité pour les plantes, les hommes et

pour les animaux.
5.1. Chez les plantes

En émulsion avec de l'eau et par pulvérisation, I'huile de neem sert de fertilisant, de
stimulateur de défenses naturelles, dans des cultures légumieres, fruitieres et forestiéres. Les
composants naturels du neem permettent des applications trés diverses. Dans la production
agricole ou forestiére, I'huile de neem permet la mise en place de procédés efficaces et
respectueux de I'environnement pour les cultures nécessitant des pesticides (parasites), des
fongicides (champignons) et des insecticides (insectes). L'action biologique des extraits du
neem permet de lutter contre plus de 300 espéces d'insectes ravageurs, dont certaines sont

résistantes aux pesticides chimiques (Bernard et al., 2008).
5.2. Chez les hommes

En médecine allopathique, homéopathique et dans la médecine traditionnelle d'Inde, les
extraits de neem sont utilisés pour un grand nombre de pathologies, soins dermatologiques,
respiratoires, digestifs, etc. Elle a également des propriétés antiseptiques. Dans l'industrie
cosmétologique, l'huile de neem est incorporée dans des cremes, huiles corporelles,
shampooings, répulsifs, protections solaires et dentifrices (Anonyme, 2011). L'azadirachtine

A selon des chercheurs n'aurait pas d'effet nocif sur la santé humaine.

5.3. Chez les animaux
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Utilisé aussi dans I'nygiéne et les soins vétérinaires : I'huile de neem vaporisée permet de
désinfecter les étables et les écuries par son action fumigatoire. En shampooing, utilisé pour

ca capacité répulsif et de soin pour le poil (Anonyme, 2011).

4. Efficacité et toxicité

L’efficacité et la toxicité de 1’azadirachtine contre les insectes ont été citées par divers
travaux (Mordue et al., 2005); ce pesticide interfére avec la chemo réception et cause des
dommages aux tissus des insectes tels que les muscles, le corps gras et le tube digestif
(Capinera et al., 2007). L’azadirachtine est particulierement actif sur les cellules en division
par blocage de la polymérisation des microtubules (Mordue et al., 2010). Ce pesticide naturel
induit l'apoptose et a une action antiproliférative en arrétant le cycle cellulaire chez
Spodoptera litura et Spodoptera frugiperda (Huang et al., 2011; Shu et al., 2015; Wang et al.,
2015). L’azadirachtine interagit avec les récepteurs de l'acide rétinoique et exerce des
réponses anti-inflammatoires et anti-métastatiques dans les lignées cellulaires humaines (Lim,
2014). Cette molécule affecte le stress et I'immunité chez Plodia interpunctella (Lynn et al.,
2012), Aedes aegypti ou encore chez Spodoptera littoralis (Koodalingam et al., 2014,
Shaurub et al., 2014). L’azadirachtine interfére avec le systéme nerveux central (SNC) chez la
drosophile par l'inhibition de la transmission cholinergique excitatrice via les canaux
calciques (Qiao et al., 2014); I’expression des genes (liés au développement) se trouve aussi
modifie par 1’azadirachtine chez P. interpunctella (Lynn et al., 2012) et chez D. melanogaster
(Lai et al., 2014). Ainsi, il a été listé différents effets de I'azadirachtine mais le mécanisme
d'action de ce pesticide reste encore inconnu (Wang et al., 2014).

Les effets antagonistes directs de 1’azadirachtine, sur la signalisation de la 20 hydro
execdysone (20E), impliquée dans le développement comme les mues et la métamorphose ont
été mis en évidence dans des travaux antérieurs (Mordue et al., 2005); cependant, les effets
antagonistes sur le stress oxydatif, indirectement lié a la signalisation de
la 20 E ou encore sur la reproduction restent a préciser ; en outre, il apparait que la toxicité de
’azadirachtine semble différente d’une formulation commerciale a une autre, (Abedi et al.,

2014 a; da Costa et al., 2014).
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5. Biodégradabilité

Ces composes sont facilement biodégradés par voie enzymatique. La durée de demivie
des composés vegétaux est particulierement courte, allant de quelques heures a quelques jours
(Isman, 2005 & Kleeberg, 2006).

6. Résistance

Les pesticides naturels, a I’instar de toute molécule exogéne a 1’organisme, sont
potentiellement capables d’induire un mécanisme de résistance ; en effet, plusieurs travaux
ont cité des phénomeénes de résistance au Spinosad chez Tuta absoluta, Musca domestica et
Spodoptera litura (Reyes et al., 2012; Khan et al., 2014 ; Rehan & Freed, 2014) mais
aussiaux néonicotinoides (imidacloprid) (Kaufman et al., 2010; Abbas et al., 2012; Kavi et
al., 2014 ; Matsuura & Nakamura, 2014 ; Abbas et al., 2015) ; Jusqu’a ce jour, plusieurs
travaux antérieurs ont montré I’efficacité insecticide du neem et I’ont présente comme la
principale source de pesticides botaniques (Isman et al., 1991 ; Jarvis et al., 1999 ; Boeke,
2002, Boeke et al., 2004 ; Koul, 2004 ; Lesueur, 2006 ; Aminatou, 2009). Le neem n’a
aucun effet néfaste sur les insectes ravageurs aucune résistance n’est notée envers
I’azadirachtine A (Mordue et al., 2005 ; Wang et al.,2014). Cependant, la littérature récente
note des contradictions sur son innocuité vis-a-vis des organismes non cibles et la possibilité
de risques futurs ne doit pas étre ignorée (Qi et al., 2001; Medina et al., 2003; Aggarwal &
Brar, 2006 ; Cordeiro et al., 2010; Scudeler & Santos, 2013 ; Gontijo et al., 2015). Ainsi il est
noté des effets toxiques chez certains insectes non cibles tels que chez Ceraeochrysa claveri,
Neoseiulus baraki, Amphiareus constrictus et Bombus terrestris (Scudeler et al., 2014; Lima
et al., 2015; Gontijo et al.,2015 ; Barbosa et al., 2015). A ’oppose, chez les organismes
aquatiques, l’azadirachtine est citée comme molécule, relativement inoffensive, avec un
potentiel immunostimulant et serait un agent prometteur contre les parasites (Kumar et al.,
2013; Banerjee et al., 2014).

7. Lutte intégrée

Cette lutte consiste en la combinaison de plusieurs méthodes de luttes afin de réduire ou
de maintenir la population des insectes nuisibles en dessous d’un seuil de leurs dégats (Cruz et
al., 2002). Le but visé par cette lutte est la réduction du nombre d’interventions avec des
pesticides tout en minimisant leurs effets secondaires (Panneton et al., 2000). Pour aboutir a

un résultat efficace sans danger pour I’homme et pour I’environnement, la combinaison des
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auxiliaires (parasitoides, prédateurs), des pesticides sélectifs, des propriétés de structures de
stockage et voire la sélection des variétés résistantes est plus ou moins réalisée (Seck, 1991).
En effet, le neem permet de controler les attaques d'insectes ravageurs mais aussi le neem se
révele non toxique a I'égard des parasitoides, insectes auxiliaires, bénéfiques (Vallet, 2006)
qu'il convient de préserver. L'emploi du neem en cultures maraichéres s'intégrerait donc

parfaitement dans les stratégies de lutte intégrée développées a travers le monde.
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CONCLUSION

En conclusion, les biopesticides constituent une aternative intéressante face aux insecticides
conventionnels. Le choix de ces molécules, relativement récentes, permet de répondre non
seulement aux problemes liés a la résistance vis a vis des insecticides classiques, mais s’accorde
auss aux principes de développement durable, du fait de leur faible impact écotoxicologique.
Parmi ces molécules, biodégradables et a faible impact environnemental se trouvent le Bacillus
thuringiesis, Spinosad et I’azadirachtine.LeB.thuringiensis, est le plus utilisé en agriculture
biologique : il représente alui seul pres de 95% des biopesticides.Aucun mécanisme de résistance
aux toxines du Bt n’a encore éé décrit chez les diptéeres par contre denombreux mécanismes de
résistance aux toxines Cry ont été décrits chez les Lépidoptéres.B.thuringiesis présente une faible
toxicité pour les abeilles.Le Spinosad possede un profil toxicologique relativement intéressant
lorsqu'il est comparé aux insecticides de synthese communs. De fagon générae, il est sir envers
les organismes non-ciblés. Par contre, la résistance au Spinosad a été enregistrée chez plusieurs
especes qui  augmente en raison de I'utilisation intensive de ce pesticide. Aussi, les possibles
effets délétéres que le Spinosad peut engendrer chez les hyménoptéres parasitoides doivent étre
fortement considérés lors de I'utilisation de ce biopesticide.Enfin, I’azadirachtine, citée comme
molécule relativement inoffensive, avec un potentiel immunostimulant et serait un agent
prometteur contre les parasites etaucune résistance n’est notée envers cette molécule. En effet la
biodégradation effective mais aussi I’absence ou la faible toxicité envers les especes non visées

font de cette molécule un insecticide privilégié et recommandé.




RESUMES

RESUME

Notre étude a porté sur I'impact biologique et toxicologique de trois biopesticides :
B.thuringiensis, Spinosad et 1’azadirachtine. Le B.thuringiensis est une bactérie aérobie
naturellement présente un peu partout dans la nature, pouvant affecter I’insecte par sa capacité
de synthétiser des inclusions cristallines qui en produisant des toxines cry entraine une lyse
des cellules épithéliales de I’intestin provoquant une paralysie. Le Spinosad, provenant de la
fermentation d’une bactérie Actinomycete Saccharopolyspora spinosa (Mertz& Yao, 1990),
est composé de deux métabolites biologiquement actifs les spinosynes A et D. Ce pesticide,
neurotoxique, présente un mode d’action unique, car il agit a la fois sur les récepteurs
nicotiniques de l'acétylcholine (NAChRs) et sur les récepteurs gabaergiques (GABA).Le
Spinosad agit, par contact et ingestion, et différents travaux ont montré son efficacité chez les
insectes tels que les Lépidopteres. L’azadirachtine provient des grains d’Azadirachtaindica,
arbre, a croissance rapide, de la famille des Meliaceae originaire d’Asie du Sud-Est. Il est
structurellement semblable aux ecdysones d’insectes, inhibe 1’hormone prothoracicotropique
et 1’hormone allatotropique, stimulant, respectivement, les ecdystéroides et I’HJ;
I’azadirachtine, agit donc comme un régulateur de croissance en perturbant par ses effets
antagonistes sur les hormones précitées, les processus physiologiques comme le
développement et la reproduction. En effet, tous ces trois biopesticides, présentent une faible
toxicité pour les organismes non cibles, ils sont non polluants ; cependant, il est noté que le
Spinosad est capable d’induire un mécanisme de résistance ; chez Tutaabsoluta,
Muscadomestica et Spodopteralitura, avec un degré moindre pour le B.thuringiensis.
Néanmoins, a I’heure actuelle, aucune résistance n’est notée envers 1’azadirachtine A. Ainsi,
I’azadirachtine semble constituer un pesticide naturel a encourager.

Mots clé : biopesticides, B. thuringiensis, Spinosad, azadirachtine, toxicité, efficacité.
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ABSTRACT

Our study focused on the biological and toxicological impact of three biopesticides:
Bacillus thuringiensis, spinosad and azadirachtin. B. thuringiensis is an aerobic bacterium
naturally found everywhere in nature, it may affect the insect by its ability to synthesize
crystalline inclusions which by producing Cry toxins cause lysis of the epithelial cells of the
intestine causing paralysis. Spinosad, coming from the fermentation of bacteria
actinomyceteSaccharopolysporaspinosa (Mertz & Yao, 1990), consists of two biologically
active metabolites spinosyns A and D. This pesticide, neurotoxic, has a unique mode of
action, since it acts both on nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) and gABAergic
receptors (GABA). Spinosad acts by contact and ingestion, and various studies have shown its
effectiveness in insects such as Lepidoptera. Azadirachtin comes from Azadirachtaindica’s
grains, tree with rapid growth of the family Meliaceae native to Southeast Asia. It is
structurally similar to insect ecdysone, inhibits prothoracicotropic hormone and
allatotropique hormone, stimulating, respectively, ecdysteroids and HJ; azadirachtin, thus
acts as a growth regulator by disrupting physiological processes such as development and
reproduction, due to its antagonistic effects on the aforementioned hormones. Indeed, all
three biopesticides, have low toxicity to non-target organisms, they are non-
polluting;however, it is noted that spinosad is able to induce a resistance mechanism; at
Tutaabsoluta, Muscadomestica and Spodopteralitura, with a lesser degree for the B.
thuringiensis. Nevertheless, at present, no resistance is noted to azadirachtin A. Thus,

azadirachtin seems a natural pesticide to encourage.

Keywords: biopesticides, B. thuringiensis, spinosad, azadirachtin, toxicity, efficacy.
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