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Nous sommes confrontés a un défi croissant de sécurité alimentaire mondiale alors que
la population humaine continue de croitre a travers le monde (Montauban et al., 2021), en
effet, la population mondiale devrait atteindre prés de 10 milliards d'ici 2050, l'augmentation
de la production alimentaire est donc le principal objectif de tous les pays (Kaur et Garg,
2014), ainsi, L’Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAO) a
suggéré que cette derniére doit étre augmentée de 70% (Popp et al., 2013). Toutefois cela n’a
jamais été suffisant a cause de la présence des autres espéces qui sont en concurrence avec
nos ressources alimentaires dont les insectes, représentent le groupe le plus grand et le plus
diversifié en especes (Bhumi et al., 2017). Considérés comme I'un des problémes majeurs en
agriculture, les insectes ravageurs sont classés aujourd’hui dans la catégorie des risques
sanitaires (Dureau, 2020), ils peuvent étre vecteurs d’agents pathogenes (\White et al., 2014 ;
Govindarajan et Rajeswary, 2015) et constituent une menace pour les animaux dont I’homme.

L’entomologie des produits stockés met 1’accent sur les insectes nuisibles, en effet,
environ 70 espéces de papillons nocturnes, principalement dans les familles Pyralidae,
Tineidae, Oecophoridae, et Gelechiidae, sont associées a une infestation de produits stockés
tels que les céréales, légumineuses, graines, épices, fruits séchés et noix, ainsi que d’autres
produits de base, secs et durables (Hagstrum et Subramanyam, 2009 ; Tarlack et al., 2014). La
pyrale méditerranéenne de la farine, Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera : Pyralidae) est
I'un des ravageurs les plus importants (Kurtulus et al., 2020) ; Elle est trouvée principalement
dans les moulins ou la farine et d’autres céréales sont stockés (Pakyari et al., 2016). Cette
espece est nuisible non seulement parce qu’elle détruit ou détériore une quantité assez
considérable des produits lorsque elle s’en nourrit, mais aussi parce qu’elle les contamine
avec ses excréments et surtout avec les fils de soie (Soltani-Mazouni et al., 2012) qui
transforment la farine en une sorte de feutrage, mais aussi et surtout parce qu'elle empéche le
fonctionnement régulier des appareils et des arréts forcés du moteurs dans les moulins, par les

feutrages formés par les larves (Pandir et al., 2013).

Dans le but de controler I’abondance des ravageurs dans les denrées emmagasinées, de
nombreux moyens ont été consacrés pour prévenir les pertes dans les stocks, parmi lesquels la
lutte chimique est la méthode la plus largement utilisée avec différents insecticides chimiques
synthétiques ; Cependant les risques inhérents a I’utilisation de ces produits et leur énorme

impact négatif sont une préoccupation constante. Les applications a long terme d'insecticides
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synthétiques ont entrainé non seulement, des effets dramatiques sur la biodiversité et les
écosystemes mais aussi une importante pollution de I’environnement (Gupta et Milatovic,
2014) ainsi, ’'Homme souffre de diverses affections et maladies (respiratoires, immunitaires,
cancers...etc) suite a des désordres dans le développement des organes et/ou dans la
physiologie de diverses fonctions de 1’organisme (Nicolopoulo-Stamati et al., 2016 ; Mossa,
2016). Ces pratiques ont aussi conduit a I’apparition de la résistance au sein des populations
de ravageurs (Drabo et al., 2019). L’utilisation des pesticides synthétiques a connu un
développement important et différents éléments ont favorisé cet essor : I’accroissement
démographique de la population humaine (obligation d’augmenter la productivité agricole),
I’affaiblissement des terres cultivées (épidémies dans les cultures), I’apparition du
machinisme agricole ainsi que les progres importants dans le domaine de la chimie organique
de synthese (Louat, 2013). L’utilisation des organochlorés a été fortement réduite dans
certaines parties du monde des 1970 et plusieurs de ces composés ont été retirés du marcheé
des pesticides comme le DDT (Dichlorodiphényltrichloroéthane) interdit en 1972 (Jayaraj et
al., 2016). Des molécules synthétiques a moindre impact environnemental, alternative aux
pesticides conventionnels, ont pu étre développées puis commercialisées par des firmes
phytosanitaires. Ces molécules sont représentées par les perturbateurs de developpement des
insectes (Insects Growth Disruptors ou IGDs) anciennement connus sous le nom de
régulateurs de croissance (Dhadialla et al., 2005, 2010 ; Hamilton et al., 2020). Parmi ces
composés se trouvent les agonistes et antagonistes de 1’hormone juvénile ou « HJ » mais aussi
les inhibiteurs de la synthese de la chitine composé majeur de la cuticule ; ces composes
présentent ’avantage, comparativement a d’autres pesticides d’étre faiblement voire moins
toxiques pour les mammifeéres, les oiseaux, les poissons ainsi que pour un certain nombre
d’insectes auxiliaires (Pener et Dadhialla, 2012).

Parallelement a ces développements, un regain d’intérét pour I’utilisation de composés
naturels a réapparu. Actuellement, ils sont classés en trois grandes catégories selon leur
origine (microbienne, végétale ou animale) et présentent de nombreux avantages (Deravel et
al., 2014). Tls 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 beaucoup moins nocifs que leurs homologues chimiques. Rahardjo et al.,
2020 ont rapporté que l'application d'extrait de plante ayant un effet insecticide est considérée
comme une alternative prometteuse pour réduire les effets négatifs des pesticides
synthétiques. Les biopesticides ont fait I’objet d’un intérét croissant de la part des exploitants,

(Deravel et al., 2014) ; Ce sont des agents potentiels de lutte biologique et constituent une
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composante importante au sein de systemes de gestion intégrée des insectes ravageurs ; Tres
développés a travers le monde ces derniéres années, leur principe d’action repose sur ’action
inhibitrice de la nutrition et de la croissance des insectes ravageurs de culture ; Leur efficacité
dans I’amélioration de la productivité et la maitrise des insectes ravageurs dépendent de
I’utilisation de la dose optimale (Gougbe-Semako et al., 2021). De plus, ils sont rapidement
biodégradables et ils ont la capacité de se décomposer rapidement et sont donc
intrinséquement moins toxiques pour l'environnement et I'homme ainsi que pour les espéces
non ciblées et ne laissent pas de résidus nocifs, ils sont moins chéres (Sporleder et Lacey,
2013 ; Batabyal, 2021) et plus sélectives dans leur action que les insecticides synthétiques
(Pintong et al., 2020). Leur apparition sur le marché de pesticides s’est faite grace a I’essor de
la biotechnologie et a la mise en place du processus du développement durable (Sporleder et
Lacey, 2013).

Parmi ces molécules se trouve une molécule fortement recommandée dans la lutte
intégrée : I’azadirachtine (Shelton et al., 2004) qui est devenu un bio-pesticide trés puissant
(Chaudhary et al., 2017) et qui est généralement choisi parmi les insecticides botaniques pour
lutter contre différents insectes ravageurs dans diverses cultures (Darabian et al., 2017 ;
Camarda et al., 2018 ; Muhammad et al., 2018). L azadirachtine, triterpénoide provenant des
grains d’Azadirachta indica, A. Juss, arbre de la famille des Meliaceae et originaire d’Asie du
Sud-est (Schmutterer, 1990). L’azadirachtine représente le limonoide actif le plus puissant et
constitue 1'un des principaux biopesticides commercialisés dans le monde sous plusieurs
formulations (Huile de Neem, Neem Azal, Bioneem) (Mordue et al., 2005 ; Isman, 2006 ;
Isman et Grieneisen, 2014). L’azadirachtine constitue le pesticide utilisé avec succes dans les
agro-écosystemes (Isman, 2006). il est aussi utilisé dans la médecine traditionnelle, en Asie et
en Afrique, comme un antidiabétique, immunostimulant, antimicrobien, antiviral, contraceptif
et anti cancéreux (Koriem, 2013 ; Hao et al., 2014 ; Hummel et al., 2016 ; Wang et al., 2016).
La littérature précise que ce pesticide pouvait interagir avec les récepteurs de l'acide
rétinoique et exercer des réponses anti-inflammatoires et anti-métastatiques dans les lignées
cellulaires humaines (Lim, 2014). L’azadiracthine est également utilisée comme anti acariens
pour la literie humaine (Denardi et al., 2010). L’azadirachtine posséde une forte toxicité
contre différents insectes (lépidoptéres, dipteres, coléopteres, hyménopteéres, hétéropteres,
homoptéres et hémipteres) et autres arthropodes (Mordue et al., 2005 ; Morgan, 2009 ;
Benelli et al., 2017), mais aussi contre les nématodes, les annélides et les champignons
pathogenes (Mordue et al., 2005; Saleem et al.,, 2018 ; Chutulo et al., 2018). Il est

particulierement efficace contre la majorité des insectes phytophages, comme les aleurodes,
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les pucerons, les doryphores, les thrips, les charancons, les larves de papillons, la pyrale, les
cochenilles, la noctuelle de la tomate et diverses especes de mouches (Aribi et al., 2020).
Cette molécule a une biodégradation rapide et ne pose pas de probléme de résistance en raison
de sa complexité chimique (Mordue et al., 2005 ; Benelli et al., 2017). Ce pesticide naturel est
aussi cité comme moins nocif pour I’environnement et les organismes non visés par rapport a
la plupart des insecticides conventionnels (Lai et al., 2014 ; Benelli et al., 2017). Il est noté
comme non-toxique pour les humains et les vertébrés a sang chaud (Mordue et al., 2005) et
sans génotoxicité pour les mammiféres (Celestino et al., 2014 ; Saxena et Kesari, 2016).
Cependant, plusieurs études ont mis en évidence la toxicité des produits du neem sur des
especes non visées, mais les résultats restent contradictoires (Banerjee et al., 2014 ; Lima et
al., 2015 ; Luna-Cruz et al., 2015 ; Barbosa et al., 2015 ; Turchen et al., 2016 ; Bernardes et
al., 2016). En effet, des altérations comportementales et morphologiques ont été mises en
évidence chez les abeilles par Barbosa et al., 2015 mais ces auteurs ne notent aucun effet sur
la mortalité des abeilles ouvriéres, le vol, ou encore la respiration ; par ailleurs, chez les
organismes aquatiques, 1’azadirachtine est utilisé comme un immunostimulant potentiel et un
agent prometteur pour le contréle des parasites de poissons (Banerjee et al., 2014).
L'azadirachtine agit, cependant, de maniere similaire a un perturbateur du
développement (Benelli et al., 2017). En effet, I’action majeure de 1’azadirachtine résulte dans
sa capacité a inhiber les deux principales hormones de la reproduction et du développement,
I’hormone juvénile « HJ » et la 20 hydroxyecdysone (20E) induisant des effets déléteres sur
ces processus physiologiques (Mordue et al., 2005 ; Morgan, 2009). L’azadirachtine agit donc
de maniere similaire a un IGD mais montre, en outre, des effets qui peuvent varier selon sa
formulation (Abedi et al., 2014 ; Da Costa et al., 2014). L’azadirachtine induit des anomalies
dans la mue et affecte le développement ovarien, la structure de l'ovocyte, la fécondité, la
ponte et la viabilité des ceufs chez les diptéres et Iépidoptéres (Mordue et al., 2005 ; Lucantoni
et al., 2006 ; Abedi et al., 2014 ; Dembo et al., 2015 ; Evans et Hallett, 2016 ; Aribi et al.,
2017 ; Shu et al., 2021). De plus, plusieurs études montrent que I'azadirachtine influence le
comportement d’oviposition chez plusieurs insectes (Blaney et al., 1990 ; Ma et al., 2000 ;
Charleston et al., 2006 ; Cordeiro et al., 2010 ; Hasan et Ansari, 2011 ; Tomé et al., 2013 ;
Bezzar-Bendjazia et al., 2016 ; Manna et al., 2020). L’azadirachtine montre aussi une forte
cytotoxicité, des effets antimitotiques et induit I’apoptose (Mordue et al., 2005, 2010 ; Huang
et al.,, 2011 ; Qiao et al., 2014 ; Wang et al., 2015 ; Remedio et al., 2015, 2016). Cette
molécule peut aussi par des effets anti appétants agir sur le mouvement naturel de ’intestin,

provoquant une paralysie et le dépérissement des organismes cibles (Schmutterer et Singh,
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1995 ; Chaudhary et al., 2017 ; Shu et al., 2018). L’azadirachtine affecte, non seulement, le
stress, I'immunité (Lynn et al., 2012 ; Koodalingam et al., 2014 ; Shaurub et al., 2014) et la
chemoréception (Capinera et Froeba, 2007) mais agit aussi sur I’expression des génes liés au
développement chez les insectes Plodia interpunctella (Lynn et al., 2012) et Drosophila
melanogaster (Lai et al., 2014). Gulzar et al., 2019 ont rapporté que l'azadirachtine
fonctionnait sur Earias vittella (Lépidopteres : Noctuidae) en exercant des effets toxiques sur
les cellules neurosécrétoires et sur le systéeme endocrinien. En outre, il est aussi noté que
I’azadirachtine interfére avec le systeéme 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).

Neéanmoins, malgré I'intérét que cette molécule a suscité ces quatre dernieres décennies,
le ou les mécanismes d’action de ’azadirachtine a ’origine de son effet insecticide restent
encore a definir (Mordue et al., 2005 ; Benelli et al., 2017) et la définition de I’interrelation
entre la structure de la molécule et son activité semble cruciale afin de comprendre les
interactions moléculaires effectivement responsables des différentes bioactivités de
I’azadirachtine (Fernadez et al., 2019).

Par conséquent, la présente étude a pour but d’évaluer les effets d’une formulation
commerciale de 1’azadirachtine : le Neem Azal, sur la reproduction d’un ravageur des denrées
stockées Ephestia kuehniella Zeller. Cette espéce est considérée comme un modeéle important
pour étudier les interactions entre les pesticides et les insectes car elle a un cycle de vie court,
un potentiel de reproduction éleveé et un élevage simple en conditions de laboratoire (Shahriari
et al., 2018 ; Bendjedid et al., 2021 ; Taffar et al., 2021).

L’étude a été réalisée in vivo et comporte les objectifs suivants :

> Evaluer la toxicité de I’azadirachtine par application topique sur les chrysalides
nouvellement exuviées (<8h) d’Ephestia kuehniella Zeller et la détermination des
doses sublétales et 1étales de I’inhibition de la mue adulte (DI2s et Dlso) et de leurs

intervalles de confiance respectifs.
Par la suite:
> Evaluer les effets sublétaux et létaux (Dls et Dlso) de 1’azadirachtine sur la durée du

développement nymphal, les types morphologiques induits, et sur ’évolution pondérale

de chrysalides.
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Tester ’effet de 1’azadirachtine sur le contenu des vitéllogénines et des vitellines dans
le corps gras les ovaires respectivement.

Examiner I’effet de I’azadirachtine sur I’aspect qualitatif et quantitatif des protéines
ovariennes durant la reproduction.

Evaluer les effets de 1’azadirachtine sur 1’aspect morpho-métrique de I’ovaire.

Evaluer les effets sublétaux et létaux (Dlzs et Dlso) de I’azadirachtine sur I’épaisseur
de I’épithélium folliculaire et 1’épaisseur du chorion des ovocytes basaux.

Etude de I’effet de I’azadirachtine sur le potentiel reproducteur.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation du matériel animal

Ephestia kuehniella Zeller (1879) est un ravageur majeur dans les minoteries
(Trematerra et Gentile, 2010) ; appelée communément «pyrale de la farine», c’est une mite
des denrées stockées dont les larves s’attaquent essentiellement a la farine (Fig. 1), aux grains
de céréales (blé, mais, riz), la semoule, les pates alimentaires et aux fruits secs (raisins, figues,
abricots) (Sedlacek et al., 1995 ; Tarlack et al., 2014).

Figure 1. Farine infestée par Ephestia kuehniella Zeller (1879) (Photos personnelles).

2.1.1. Position systématique

Ephestia kuehniella Zeller est un insecte holométabole micro lépidoptere de la famille
des pyralidés (Momen et al., 2007) (Fig. 2), constitue un groupe d'insectes important dans
l'ordre des lépidopteres. La classification de cette espece selon le Centre National

d'Information sur la Biotechnologie « NCBI » (2018) est la suivante :

Regne : Animalia
Sous-régne : Metazoa
Embranchement : Anthropoda

Sous-embranchement : Hexapoda

Classe : Insecta

Ordre : Lepidoptera

Famille : Pyralidae

Genre : Ephestia

Espece : kuehniella (Zeller, 1879)
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Figure 2. Ephestia kuehniella Zeller (1879) (x3) (Photo personnelle).
2.1.2. Cycle biologique

Chez Ephestia kuehniella, la durée totale du cycle de développement dure environ 61 jours
a une température constante de (27°+1°C) (Pakyari et al., 2018), et une humidité relative de 70%
(Vieira et al., 1992). Le cycle de vie comporte quatre stades bien déterminés : ceuf, larve ou
chenille, nymphe ou chrysalide et adulte ou imago (Fig. 3).

» L’ceuf : de couleur blanchatre et de forme ovoide ; sa durée d’incubation est de 3 a
14 jours (Balashowsky, 1972) en rapport avec la température ambiante ; il mesure
460 um de longueur et 230 um de largeur (Hami et al., 2004 ; Yezli-Touiker et al.,
2016).

» La larve ou chenille : elle passe par six stades larvaires. La larve du premier stade
mesure de 1 a 1,5 mm de long, elle peut atteindre jusqu’a 15 a 20 mm au stade
final. Dés son exuviation, la larve se nourrit directement de la farine, elle est de
couleur blanche virant légerement vers le rose (Taibi, 2007).

» La chrysalide ou nymphe : la larve du dernier stade subit une mue nymphale et
devient chrysalide. De profonds remaniements se manifestent, ¢ca consiste en la
destruction des organes larvaires et a I’édification de ceux de I’adulte, notamment
la maturation sexuelle (Cassier, 1996). La nymphe est de couleur blanchatre et
devient de plus en plus foncée avec 1’age. Entourée d’un cocon de soie blanche
contenant des substances nutritives, la chrysalide aboutit a un adulte apres une
durée du développement nymphale variant de 8 a 12 jours (Ozer, 1953).

» L’adulte : la chrysalide subit une mue imaginale apportant les dernieres
modifications en réalisant 1’insecte parfait qui est un papillon de 20 a 25 mm
d’envergure, les ailes antérieures sont grisitres satinées, avec des points noirs, les
ailes postérieures sont blanchatres finement frangées. Les femelles adultes pondent

juste apres I’accouplement qui aura lieu quelques heures aprés I’émergence et la
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fécondité est de 200 - 300 ceufs en amas au fond et sur les parois des sacs de farine

(Balashowsky, 1972).

Adulte (x2,5)

l 14 3 jours

8a 12 jours ‘

-

S e
. ":Jvu
g
Chrysalide (x4) (Eufs (x38)
3a 14 jours

7 a 8 jours

Larve du dernier stade (xX4)

Figure 3. Cycle de développement d’Ephestia kuehniella & 27°C (Photos personnelles).

2.1.3. Distinction des sexes

Chez Ephestia kuehniella, il est difficile de distinguer les males des femelles au stade
adulte ; la séparation des sexes se fait plus facilement chez la larve qui est caractérisée par la
présence de deux taches noires, visibles a travers I’épiderme de la surface dorsale qui

correspondent a la paire de testicules (Fig. 4).
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Figure 4. Distinction entre les deux sexes: male et femelle d 'Ephestia kuehniella : femelle
(%5,4) ; male (x6) (Photo personnelle).

2.1.4. Technique d’élevage

Les adultes proviennent de la Société Nationale de Semoule, Pates Alimentaires et
Couscous (SN-SEMPAC) d’Annaba. L’élevage est conduit au laboratoire a une température de
27°C et une humidité relative voisine a 70% selon les indications de Payne (1966). Les larves du
dernier stade triées, sont déposees dans des boites en plastique contenant de la farine et du papier

plissé pour qu’elles puissent se nymphoser. L’élevage est suivi quotidiennement.
2.2. Présentation de ’insecticide

L’azadirachtine commercialisée sous le nom de Neem Azal-T/S comprend seulement de
I’azadirachtine (1% d’azadirachtine ; Emulsion Concentrée (EC); firme : Trifolio-M GmbH,
Lahnau, Germany). Sa masse molaire est de 720,7g/mol, et sa formule chimique : CzsH44016
(Fig. 5). Cette formulation, insoluble dans I’eau, correspond a un liquide brun avec une odeur
caracteristique du neem. La solution est conservée au frais et a I’abri de la lumicre. Selon
I’entreprise SIPCAM INAGRA spécialisé dans la protection des végétaux, 1’azadirachtine est
utilisé en Algérie sous le nom de Bioaza depuis 1991 jusqu’a aujourd’hui, il est homologué aux
USA depuis 1999 et en Europe depuis le 21 octobre 2013 (Journal Officiel de 1’Union

Européenne).
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Figure 5. Structure chimique de 1’azadirachtine (Butterworth et al., 1968).

2.2.1. Application du traitement

L’azadirachtine a été testé par application topique (2ul) sur la face ventrale de
I’abdomen des chrysalides nouvellement exuviées (<8h) d’Ephestia kuehniella. L’insecticide
a ¢té dilué dans I’acétone (solvant) et différentes solutions stocks ont été préparées. Les
témoins ont recu 2l d'acétone. Les chrysalides traitées et témoins sont ensuite déposées dans

des boites de Pétri, puis conservees dans une étuve a 27°C.

2.3. Tests de toxicité

Aprés un screening préalable, les concentrations utilisées sont de : 500 ; 1000 ; 1500 ;
2000 ; 2500 et 3500 ppm correspondant respectivement aux doses : 0,5;1;15;2;25et 3,5
ug / pupe. L’essai pour chaque dose est conduit en utilisant 3 réplications qui comportent
chacune 30 insectes ; une série témoin est conduite en parallele.

Les pourcentages d’inhibition observée des différentes séries ont été déterminés puis
corrigés selon la formule d’Abbott (1925) pour éliminer la mortalité naturelle. Les
pourcentages d’inhibitions corrigée subissent une transformation angulaire selon les tables de
Bliss (1938), cités par Fisher et Yates (1957) et font 1’objet d’une analyse de la variance a un
critere de classification qui permet le classement des doses par le test HSD de Tukey, afin
d’évaluer I’effet de I’insecticide. Enfin, la régression non linéaire exprimant le pourcentage
d’inhibition corrigée en fonction du logarithme de la dose a permis d’estimer les doses

d’inhibition de la mue adulte DI1o, Dlss, Dlsg et Dlgg avec leurs intervalles de confiance.

2.4. Détermination du développement nymphal

L’azadirachtine a été testé in vivo par application topique aux deux doses (Dls : 0,427

ug ; Dlso: 1,063 pg) sur des chrysalides nouvellement exuviées (<8h) d’E. kuehniella afin de
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déterminer ses effets sur le développement nymphal. Le développement a été suivi

quotidiennement jusqu’a 1I’émergence adulte. Plusieurs paramétres ont été détermings :

> Ladurée du développement nymphal (jours) ; n = 12.

> La détermination des types et taux morphologiques induits (trois répétitions ont été
effectuées pour les chrysalides témoins et traitées, pour un total de 60 insectes).

> Evolution pondérale des chrysalides (mg) tout au long du stade pupal (0, 1, 3,5, 7 et 9

jours) a I’aide d’une balance de précision (Sartorius AG Gottinger, Germany).

2.5. Composition biochimique

2.5.1. Evaluation des vitéllogénines (dans le corps gras) et des vitellines (dans les

ovaires)

Les femelles des séries témoins et traitées a 1’azadirachtine aux deux doses sublétales et

létales (Dl2s, Dlsg) sont disséquees sous une loupe binoculaire :

> Les corps gras ont été prélevés a partir des chrysalides femelles des séries témoins et
traitées a différents ages (0, 1, 3, 5 et 7 jours).
> Les ovaires ont été prélevés a partir des adultes femelles des séries témoins et traitées

sous loupe binoculaire (Fig. 6).

Figure 6. Ovaires prélevés sous loupe binoculaire : (A) ovaire témoin ; (B) ovaire
traité (Dl2s) ; (C) ovaire traité (Dlso) (Gr : x16) (Barre d'échelle : 10um) (Photos
personnelles).
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Les corps gras ainsi que les ovaires ; ont été pesés et déposeés dans des tubes contenant
un tampon (Tris-HCL-NaCl) (pH 7,4 ; 0,5 M) ! permettant ’extraction des vitéllogénines et

des vitellines. La conservation se fait a (-20C°) jusqu’au dosage.

[1] (3,02g de Tris + 300ml d’eau distillé, puis ajusté avec I’HCL et complété a 500ml d’eau distillé : il en résulte
une solution mere de Tris-HCL ; 2,9g de NaCl sont alors diluer dans 10ml de solution mére de Tris-HCL ; pour

obtenir le tampon complet).

2.5.2. Extraction et dosage des vitéllogénines (dans le corps gras) et des vitellines

(dans les ovaires)

L’extraction des vitéllogénines et des vitellines est réalisee selon la méthode de
Postlethwait et al., (1980) et Fabre et al., (1990). Les échantillons biologiques, conservés dans
500p1 de tampon d’extraction (Tris-HCL-NaCl) !, sont broyés aux ultrasons. L homogénat
obtenu est centrifugé a 5000 trs/min pendant 10 minutes. Il en résulte 3 couches distinctes :
une couche surnageante qui représente les lipides, un culot contenant des glycoprotéines et
une couche intermédiaire renfermant les vitéllogénines et les vitellines. La fraction soluble
obtenue est récupérée puis déposée dans un tube Eppendorf. Les échantillons sont ensuite

conserves au froid (-20°C) jusqu’au dosage.

Le dosage des protéines a éte effectué selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le
Bleu Brillant de Coomassie G 250 (BBC) ? comme réactif et 1’albumine de sérum de beeuf
(Img/ml) comme standard, dans une fraction aliquote de 100pl. La lecture des absorbances se

fait a une longueur d’onde de 595nm contre un blanc de gamme (Tab. 1).

[2] (100mg de BBC + 50ml d’éthanol puis agitation pendant 2 heures ; 100ml d’acide orthophosphorique a 80%

spnt alors rajoutés et le tout est complété a 1000ml avec 1’eau distillé.

Tableau 1. Dosage des vitéllogénines et des vitellines chez Ephestia kuehniella : réalisation
de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Quantité d’albumine (ng) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
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2.6. Analyse qualitative et quantitative des protéines ovariennes
2.6.1. Etude électrophorétique des protéines
2.6.1.1 Extraction des protéines ovariennes

Les ovaires (pools de 12 paires) sont prélevés des femelles adultes (<8h) d’E. kuehniella
témoins et traitées in vivo avec 1’azadirachtine aux deux doses (Dlzs : 0,4277ug et Dlso:
1,063) ; les échantillons sont conservés dans wune solution de fluorure de
phénylméthylsulfonyle (PMSF) a 0,1% dans I’eau distillée.

L’extraction est effectuée a 4°C sous agitation pendant 24 heures. L’homogénat est
centrifugé a 5000 trs/min pendant 15 minutes. Le surnageant est alors récupéré et une fraction
aliquote (100 pl) est destinée a la quantification des protéines et 1’autre fraction est lyophilisée

et servira a 1’étude électrophorétique des proteines.

2.6.1.2 Principe de I’électrophorése

L’¢lectrophorese est une technique de séparation fondée sur le fait que les molécules
portant des charges ¢lectriques différentes migrent a des vitesses différentes lorsqu’elles sont
placées dans un champ électrique. La vitesse de migration dépend également du poids
moléculaire, de la configuration, ainsi que des propriétés amphoteres de la protéine (Lemoine,
1980 ; Mauer, 1991). La séparation électrophorétique des protéines est réalisée selon la
technique de Laemmli (1970). 11 s’agit d’une électrophorése verticale sur gel de
polyacrylamide (PAGE) a 30 %.

Ce gel joue le role d’un tamis moléculaire additionné de sodium dodécyl sulfate (SDS)
a 10%. Le SDS est un détergent anionique qui dénature les protéines et leur donne une charge
négative ce qui donne une densité de charge équivalente par unité de longueur de polypeptide.
Par conséquent, les protéines vont migrer dans le gel et la distance parcourue sera en

corrélation avec leur poids moléculaire (Kaufman, 1995).

» Montage de ’appareil

L’appareil est composé d’une mini cuve de 7 x 8 cm avec deux faces identiques
comportant deux plaques d’alumine, deux plaques de verre, deux espaceurs d’une épaisseur
de 1,5 mm, 4 pinces, 2 peignes, un chapeau avec électrodes et une cuve a tampon de

migration.
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Avant de couler le gel, on met de I’agarose a 2% préalablement chauffée au bain marie

sur une plaque de verre afin de boucher le vide entre la plaque d’alumine et la plaque de verre.

Les gels sont préparés extemporanément. On coule d’abord le gel de séparation ou running

gel (12,5 %) entre la plaque d’alumine et la plaque de verre et on laisse polymériser pendant
30 mn (Tab. 2).

On prépare ensuite le gel de concentration (4,5%) ou stacking gel, que 1’on fait couler
jusqu'aux bords des plaques. On place enfin les peignes qui serviront au moulage des dix
chambres de dépdt, puis on laisse polymériser pendant 30 mn. Aprés polymérisation du gel de
concentration, on remplit la cuve de tampon de migration ou running buffer (Tab. 3). On

enleve délicatement le peigne, les puits sont préts pour le dép6t des échantillons.

Tableau 2. Composition des gels (Running gel, stacking gel).

Produits Stacking gel  Running gel
Acrylamide 30% (ml) 1,50 5,30
Eau distillée (ml) 5,70 6,80
Upper buffer (ml) 1,20 -

SDS 10% (ml) - 0,20
Sucrose 55% (ml) - 2,50
Lower buffer (ml) - 5,00
Amonium persulfate (ml) 0,30 0,20
Temed (ml) 0,01 0,025

Tableau 3. Composition du tampon de migration (Running buffer).

Produits Running buffer
Tris bas (9) 6,00
Glysine (0) 28,80
SDS () 1,00
H,0O (ml) 1000
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» Depot des échantillons et migration

Les échantillons lyophilisés sont dissous dans une solution tampon (Tab. 4). La
détermination du volume de I’échantillon a été obtenue a partir du dosage des protéiques dans
les échantillons. Au niveau de chaque chambre de dép6t, on introduit 10 a 15 pl d’échantillon
biologique a I’aide d’une micro seringue.

L’appareil est branché a un générateur (50 volts pendant 30min ; puis a 100 volts

pendant deux heures). Une fois la migration finie, on procéde a la coloration.

Tableau 4. Composition du tampon d’échantillon.

Produits Sample buffer
Upper gel buffe (ml) 6,25
Mercaptoethanol (ml) 2,50
SDS 10% (ml) 7,14
Bleu de bromophénol a4 0,05% (ml) 5,00
Glycérol (ml) 5,00
EDTA (mg) 18,50

» Coloration

A la fin de la migration, les gels sont placés dans la solution de coloration (Tab. 5)
pendant 24 heures sous agitation. Elle permet la révélation des bandes protéiques. Les gels
subissent ensuite 2 a 3 bains successifs d’acide acétique a 10 % afin d’éliminer I’excés de
colorant. Un dernier bain est effectué dans une solution de ringcage pour obtenir une meilleure
visualisation des bandes protéiques. La décoloration (Tab. 7) du fond du gel est effectuée avec
deux bains d’acide acétique a 10% (1 heure chacun). La procédure prend fin lorsque 1’acide

devient clair. Le gel est alors fixé pendant 15 min dans la solution de rincage (Tab. 6).
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Tableau 5. Composition de la solution de coloration.

Produits
Propanol 2 (ml)
Acide acétique 10% (ml)
Bleu de coomassie R250 (mg)
Eau distillée (ml)

Tableau 6. Composition de la solution de ringage.

Produits
Meéthanol (4,5%) (ml)
Acide acétique (10%) (ml)
Glycérol (2,5%) (ml)
Ethanol (10%) (ml)
Eau distillée (ml)

» Décoloration
Tableau 7. Composition de la solution de décoloration.

Produits
Méthanol (4,5%) (ml)
Acide acétique (10%) (ml)
Glycérol (2,5%) (ml)
Ethanol (10%) (ml)
Eau distillée (ml)

2.6.2. Dosage des protéines ovariennes

MATERIEL ET METHODES

Quantité
250
100
250

1000

Quantité
45
100
25
100
1000

Quantité
45
100
25
100
1000

Les femelles des séries témoins et traitées sont disséquées sous une loupe binoculaire et

les ovaires prélevés sont débarrassés du corps gras puis conservés dans des tubes Eppendorf

contenant 1 ml d’acide trichloracétique (TCA) a 20%.
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Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le
Bleu Brillant de Coomassie 2 comme réactif et I’albumine de sérum beeuf (Sigma Life
Science, Allemagne) comme standard (1mg/ml), dans une fraction aliquote de 100ul.

Les absorbances ont été lues a une longueur d’onde de 595 nm contre un blanc de

gamme (Tab. 1).

2.7. Etude morphométrique des ovaires

Les ovaires sont prélevés des séries témoins et traitées avec I’azadirachtine (DI2s, Dlso)
a I’émergence des femelles (<8h) dans le but de voir les différents paramétres
morphométriques :
> Le poids frais des ovaires, déterminé a 1’aide d’une balance Sartorius Handy, avec
une preécision de + 0,1 mg.
> Le nombre des ovocytes par paire d'ovaires, la longueur (L) et la largeur (I) de
l'ovocyte basal.
> Le volume (V) exprimé en mm3 est obtenu grace a la formule suivante (Lumbreas et
al., 1991) :

_\I
/

V=4r/3(L/2) (112)°

2.8. Etude histologique

L’épaisseur de I’épithélium folliculaire et 1’épaisseur du chorion des ovocytes basaux
des séries témoins et traitées a 1’azadirachtine aux doses sublétales et 1étales (DI2s et Dlsg) ont
été déterminées sur des coupes semi-fines préparées selon la technique histologique, réalisées
selon les indications de Martoja et Martoja (1967). Les échantillons doivent passer par
plusieurs étapes afin d'éviter toute altération des tissus et assurer la stabilité de leurs structures
macromoléculaires. Ces étapes sont : fixation, inclusion, confection des coupes, coloration, et

montage.

» Fixation : cette étape a pour but la conservation des structures contre I’attaque
microbienne et ’opposition a I’autolyse des constituants fondamentaux sous I’effet

d’enzymes cellulaires pour éviter la destruction des protéines des tissus, le
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durcissement des piéces de facon a faciliter les coupes et la préparation de
I’échantillon aux traitements ultérieurs, notamment en augmentant l’affinit¢ du
protoplasme pour les colorations. La fixation a été réalisée sur 1’ovaire dans du Bouin
alcoolique (formol 26 ml, acide acétique 7 ml, 45ml de solution d’acide picrique a 1 %
dans I’alcool 95°¢t 22 ml d’eau distillée) pendant 48h.

Inclusion : la piéce fixée, doit étre incluse dans une matiére plastique chimiquement
neutre. Le principe de I’inclusion consiste a traiter les pieces dans un ordre déterminé
par différents solvants de maniere a faire pénétrer dans un tissu, a I’origine hydraté,
une substance hydrophobe, qui maintiendra ses éléments en place lors de la coupe :
ceci implique que la piece soit soumise a une série de traitements successifs par des
mélanges dont chacun est destine a préparer la pénétration de celui qui le suivra et a
éliminer celui qui I’a précédé. Chaque solvant doit étre évidement miscible a celui qui
le précéde et a celui qui le suit. On procede tout d’abord a deux bains de 24h dans
I’alcool 95°, puis a trois bains de 24h dans le butanol (liquide d’attente ou
intermédiaire), ensuite on passe a I’inclusion dans la paraffine. On effectue d’abord
une imprégnation par plusieurs bains de paraffine. La mise en bloc se fait dans des
cassettes en plastique, qui nous donne des blocs de paraffine, avec la piece a

I’intérieure.

Confection des coupes : les coupes sont réalisées a ’aide d’un microtome (Stassinier
LEICA AN 2125 RT) qui comporte un support de rasoir, un support d’objet et un
systéeme d’avance mécanique. Le bloc, contenant la piece est taillé et fixé sur le porte
objet sous I’action de la chaleur. L’excés de paraffine, entourant la piéce est enlevé,
avec une lame de scalpel. Le bloc est orienté parallelement au rasoir. On obtient ainsi
des rubans droits de paraffine. L’épaisseur des coupes est de 5 a 7um.

Les rubans obtenus mis sur des lames soigneusement nettoyées, marquées avec une
pointe de diamant sur lesquelles on dispose de I’eau gélatinée, qui permet de coller les
rubans des coupes. La lame est mise sur une platine chauffante (20°C), Ces lames sont

mises dans une étuve a 37°C pendant 24h afin de compléter le séchage des coupes.

Déparaffinage et coloration : le déparaffinage élimine le milieu d’inclusion et
précede la coloration. Les coupes sont d’abord traitées par le xyléne (3 bains de 3

minutes chacun). Elles sont ensuite plongées dans trois bains d’alcool 95° (2 minutes
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chacun) et lavées a I’eau courante et a 1’eau distillée. Les coupes sont ensuite colorées
a I’hématoxyline pendant 10 minutes. Le rincage se fait dans I’eau, puis dans I’eau
ammoniaquée, 1’eau courante puis a I’eau distillée. On colore ensuite les coupes a
I’éosine pendant 5 minutes et on les rince a I’eau courante et a I’eau distillée. On les
passe dans deux bains d’alcool (95°) afin d’éliminer I’excés d’éosine puis dans un

melange acétone-xyléne.

> Montage : les coupes colorées ne supportant pas le desséchement, il est nécessaire
d’interposer entre la lame et la lamelle un milieu de montage qui doit étre transparent
pour satisfaire les conditions d’observation. Les lames colorées doivent étre
conservées, pour cela on utilise du baume de Canada. Ensuite elles sont séchées dans
une étuve a 37°C pendant 24h. Les lames sont observées par un microscope

photonique préalablement étalonné pour faire les mensurations.

Les épaisseurs ont été determinées et traitées a l'aide d'un microscope Leica DM500
équipé d'une caméra Leica ICC50 HD, les observations faites étaient en termes de 6

mesures a l'aide du logiciel Las EZ Leica.

2.9. Etude du potentiel reproducteur

Les adultes femelles nouvellement émergées issues des séries témoins et traitées et qui
ont survécu au traitement des chrysalides (0 jour) a I’azadirachtine (DIzs et Dlsg), ont été

placees dans des boites de Pétri avec des adultes males témoins nouvellement émergés.
3 sortes de couples ont été formées:

Couple 1 : Fr x Mt : Femelle Témoin X Male Témoin

Couple 2 : Fpizs x Mt : Femelle pizs X Male Temoin

Couple 3 : Fpiso X Mt : Femelle piso X Male Temoin

Pour chaque couple, 12 répétitions ont été realisées. Les boites de Pétri portant la date
du traitement sont placées dans I’étuve a une température de 27°C afin de suivre
quotidiennement le développement. L’accouplement (Fig. 7), c'est-a-dire la rencontre entre le
male et la femelle survient peu de temps apres 1’émergence. La mort de la femelle survient

généralement peu de temps apres la fin de la période de ponte.
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Figure 7. Accouplement : Male et femelle d’Ephestia kuehniella (Photo personnelle).

Plusieurs parametres du potentiel reproducteur ont été détermines a savoir :

>

La durée de la période de pré-oviposition : déterminée par le nombre de jours
séparant I’émergence et le début de la ponte.

La durée de la période de I’oviposition : correspond a la durée (en jours) de la
période de la ponte.

La fécondité des femelles : exprime le nombre total d’ceufs pondus par femelle
durant toute la période d’oviposition.

La viabilité des ceufs : nombre d’ceufs éclos parmi la totalité des ceufs pondus par

femelle.

2.10. Analyse statistique

entre

Les résultats obtenus sont représentés par la moyenne suivie de 1’écart type pour chaque

groupe d’expérience (m + sd). La régression non linéaire, le test « t » de Student (p < 5%),
I’analyse de variance (un et deux critéres de classification) ou encore le test HSD (Honest

Significative Difference) de Tukey ont été utilisés pour mettre en évidence des différences

les échantillons mais aussi pour définir des groupes ou des classes selon leurs effets

(classement des doses).

Tous les calculs ont été effectués a ’aide du logiciel GraphPad Prism d’analyse et de

traitement statistiqgue des données version 8.0 pour Windows XP. La courbe de référence
exprimant le logarithme décimal du poids moléculaire (PM) des protéines standards en
fonction du rapport frontal (Rf) a été réalisé grace au logiciel Minitab (Weinberg, 1985),
version frangaise 17 pour Windows (W, 2000).
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3. RESULTATS

3.1. Tests de toxicité

L’efficacité de I’azadirachtine a été testée, par application topique, sur des chrysalides
nouvellement exuviées d’Ephestia kuehniella. La mortalité¢ a été relevée a 1’émergence de
I’adulte. Les doses, correspondant a 25 et 50% de I’inhibition de I’exuviation adulte (DI2s et

Dlso), caractérisant la toxicité de I’insecticide, ont été déterminées.

3.1.1. Toxicité de I’azadirachtine sur ’inhibition de I’exuviation adulte

Le traitement avec 1’azadirachtine, par application topique a différentes doses (0,5; 1 ;
15;2;25; 3,5 ug / pupe) le jour de ’exuviation nymphale d’E. kuehniella, a induit une
inhibition de la mue adulte dont les pourcentages sont précisés dans le tableau 8. L’inhibition
de la mue adulte, de I’ordre de 6 £ 1 chez les témoins (inhibition naturelle) augmente chez les
séries traitées significativement avec une relation dose réponse ; ainsi, il est noté, pour la dose

la plus élevée, un pourcentage d’inhibition observée de 89,88 + 3,17.

Tableau 8. Effets de I’azadirachtine, administré in vivo, par application topique a différentes

doses (ug / pupe) le jour de I’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella : Inhibition
observée (%) de I’adulte. (m £ sd ; n = 3 répétitions de 30 individus chacune).
Répétitions | Témoins 0,5 1 15 2 2,5 3,5
R1 5 36,66 46,66 60,85 63,33 70 86,66
R2 7 40,00 36,66 56,66 67,78 73 90
R3 6 40,00 56,66 62,13 70,34 83 93
m + sd 61 38,88+1,92 | 46,66+10 | 59,88+6,93 | 67,15+3,54 | 75,33+6,80 | 89,88+3,17

Les pourcentages d’inhibition observée, chez les séries traitées, ont été corrigées par la
formule d’Abbott (1925) afin d’éliminer le pourcentage de la mortalité naturelle (Tab. 9). Les
pourcentages de mortalités corrigées de 1’ordre de 34,98 + 2,05 pour la dose la plus faible (0,5
pg) augmentent graduellement et sont de 89,23 + 3,37 pour la dose la plus élevée (3,5 pg).
L’analyse statistique des résultats, présentée dans le tableau 10, révele une relation dose-
réponse avec une différence hautement significative (p < 0,0001***). Un classement des
doses réalisé, grace au test HSD de Tukey, permet de classer les doses testées en fonction de
leur toxicité (Fig. 8). Les résultats révelent 1’existence de cing groupes présentant des effets
différents du pesticide sur les pourcentages d’inhibition de la mue adulte ; ainsi dans un ordre

croissant les doses sont : 0,5ug et 1ug < 1et 1,5ug <1,5 et 2pug <2 et 2,5ug < 3,5.
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Tableau 9. Effets de 1’azadirachtine, administré in vivo, par application topique a différentes
doses (ug / pupe) le jour de I’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella : Inhibition
corrigée (%) de I’adulte. (m £ sd ; n = 3 répétitions de 30 individus chacune).

Répétitions 0,5 1 15 2 2,5 3,5
R1 32,61 43,25 58,35 61,34 68,08 85,80
R2 36,17 32,61 53,89 65,72 71,27 89,36
R3 36,17 53,89 59,71 68,44 81,91 92,55
m + sd 34,98+2,05 | 43,25+10,64 | 57,31+3,04 | 65,16+3,58 | 73,75+7,24 | 89,23+3,37

Inhibition corrigée (%)

Doses (Mng)

Figure 8. Effets de I’azadirachtine, administré in vivo, par application topique a différentes
doses (ug / pupe) le jour de ’exuviation nymphale d’Ephestia kuehniella : Inhibition corrigée
de I’adulte et classement des doses testées par le test HSD de Tukey. Les moyennes suivies
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).

Tableau 10. Effets de ’azadirachtine, administré in vivo, par application topique a différentes
doses (ug) le jour de I’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella, sur le pourcentage
d’inhibition corrigé de la mue adulte: Analyse de la variance a un critére de classification. (m
+ sd ; n = 3 répétitions de 30 individus chacune).

Source de SCE ddl CM Fobs p
variation
Traitement 2352 5 470,50 37.00 0,0001***
Erreur 152.60 12 12,72 ; ;
résiduelle
Total 2505 17 : ; ;

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

La régression non linéaire a permis d’obtenir la courbe dose-réponse chez les

chrysalides d’E. kuehniella ; cette courbe, exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en
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fonction du logarithme de la dose de 1’azadirachtine présente un coefficient de détermination
élevé (R? = 0,9454). Cette valeur révéle une liaison trés forte entre le pourcentage d’inhibition
corrigée et le logarithme de la dose (Fig. 9). Les différentes doses de la mortalité de 1’adulte et
leur intervalle de confiance ont été également déterminées par cette analyse; les Dl2s et Dlso
sont de I’ordre de 0,4277 pg [0,2294 — 0,7974] et 1,063 pg [0,7853- 1,438] respectivement
(Tab. 11).

100 A

S
()
QO 80-
2
c
(8]
c 60
o R2=0,9454
2
E= -
< 40
T 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6

Log dose (pg)

Figure 9. Effets de I’azadirachtine, administré in vivo, par application topique a différentes
doses (ug) le jour de I’exuviation chez Ephestia kuehniella : Courbe dose-réponse exprimant
le pourcentage d’inhibition corrigée en fonction du logarithme de la dose de I’azadirachtine

(ng).

Tableau 11. Effets de ’azadirachtine, administré in vivo, par application topique a différentes
doses (ug) le jour de I’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella : Détermination des
doses d’inhibition de la mue adulte (DI en pg) et leurs intervalles de confiance a 95%.

Composé Dl1o Dl2s Dlso Dlgo Hill Slope

0,1721 0,4277 1,063 6,562 1,207

Azadirachtine | o oo/6o""0 4a03] | [0.2294 0,7974] | [0.7853 - 1,438] | [3.016 - 14.28] | [0,6377 _ 1,776]

3.2. Effets de I’azadirachtine sur le développement d’Ephestia kuehniella

L’azadirachtine a été appliqué topiquement sur des chrysalides nouvellement exuviées
(0j) d’E. kuehniella. Le développement nymphal des chrysalides témoins et traitées aux deux
doses (Dlzs et Dlso) a été examiné jusqu’a 1’émergence des papillons adultes afin d’évaluer
I’effet de ’azadirachtine sur la durée du développement nymphal, 1’apparition de différents

types et taux morphologiques ainsi que sur 1’évolution pondérale.
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3.2.1. Effet de ’azadirachtine sur la durée du développement nymphal

Les résultats obtenus montrent que I’azadirachtine entraine une augmentation
significative (p = 0,02*) de la durée du développement nymphal chez les séries traitées par
rapport aux témoins (Tab. 12) (Fig. 16 ; Annexe 1).

Tableau 12. Effet in vivo de l’azadirachtine administré par application topique (DIos:
0,427ug et Dlso : 1,063uQ) a ’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella sur la durée du
développement nymphal (m £ sd ; n = 12). Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (p > 0,05).

T DU ey

Témoins 12,50+ 0,70 a
Dlys 12,75+ 0,50 ab
Dlsg 1350+0,70 b

3.2.2. Effet de I’azadirachtine sur les types morphologiques induits

L’azadirachtine a ét¢ administré topiquement a 1’émergence des chrysalides femelles
d’E. kuehniella. Le traitement provoque des perturbations du développement nymphal d’ou
I’apparition de quatre différents types morphologiques a la mue imaginale (Fig. 10) avec des

pourcentages différents comparativement aux témoins (Tab. 28 ; Annexe 1).

» Type 1 : Adultes normaux (N) : le taux de formation d’adultes normaux apres
traitement avec 1’azadirachtine est estimé a 51,10% pour la Dl2s et 39,28% pour la
Dlso comparativement aux témoins avec un taux de 82,88% (Fig. 11).

» Type 2 : Adultes malformés (M) : les adultes subissent une exuviation montrant un
corps entier avec des ailes malformeées caractérisées soit par une petite taille soit par
une courbure donnant ’aspect d’une aile brisée. L’application de 1’azadirachtine
révéle un taux de 22,22% pour la Dl2s et 25,77% pour la Dlso d’adultes malformés en
comparaison des témoins avec un taux de 7,88% (Fig. 11).

» Type 3 : Mue partielle (MP) : I’exuviation adulte est incompléte avec apparition
d’une partie du corps adulte tandis que I’autre partie reste nymphale (bloquée) ; cette
apparition de chrysalides partiellement exuviées est de 1,11% pour la Dlzs et 8,90%

pour la Dlsg contre 00,00% pour les témoins (Fig. 11).
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> Type 4 : Mue bloquée (MB) : le développement nymphal est bloque, certaines
chrysalides présentent un corps peu ou pas tanné alors que d’autres s’effritent au
toucher. L’application de I’azadirachtine entraine un taux de 25,55% pour la Dls et
25,70% pour la Dlso de chrysalides bloquées comparativement aux témoins avec un
taux de 9,22% (Fig. 11).

Figure 10. Les différents types morphologiques au cours du développement nymphal. A :
Adulte normal (x4,6) ; B : Adulte malformé (x4,3) ; C : Mue partielle (x3,9) ; D : Mue
bloguée (x5,3) (Photos personnelles).
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Témoins

E Normaux
= Malformés
m Bloquees

Traitées (Dl )

® Normaux

1,11% = Malformés
m Partielles
® Bloquées

Traités (Dls)

® Normaux
= Malformés
m Partielles
= Bloquées

Figure 11. Répartition (%) des différents types morphologiques observés chez les chrysalides
témoins et traitées avec ’azadirachtine d’Ephestia kuehniella.
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3.2.3. Effet de I’azadirachtine sur I’évolution pondérale des chrysalides

Le poids des chrysalides diminue au cours du temps durant la métamorphose. En effet,
les résultats montrent que le poids diminue pour atteindre un minimum de 12,80 + 0,14 mg au
9™ jour pour la série de témoins (Tab. 13) (Fig. 17 ; Annexe 1). Le méme profile a été
enregistré chez les séries traitées avec une diminution du poids pour un minimum de 10,80 +
0,08 mg pour les traités avec la Dlys, et 6,04 + 0,30 mg pour la Dlso au 9°™ jour de la vie
nymphale (la veille de I’exuviation adulte). L’analyse statistique montre que 1’azadirachtine
administré a des chrysalides de O jour aux deux doses testées entraine une diminution
hautement significative au 1* jour de la vie nymphale (p < 0,0001***) par rapport aux
témoins. La comparaison entre les séries témoins et traités chez les chrysalides de 3, 5, 7 et 9
jours de la vie nymphale, montre que ’azadirachtine diminue d’une maniére hautement

significative le poids des chrysalides traitées par rapport aux témoins (p < 0,0001***),

L’analyse de la variance a deux critéres de classification confirme ces résultats et
indique un effet temps et traitement hautement significatif (p < 0,0001***) et une interaction

temps-traitement hautement significative (p < 0,0001***) (Tab. 14).

Tableau 13. Effet in vivo de lazadirachtine administré par application topique (Dlos :
0,427ug et Dlso : 1,063ug) sur I’évolution pondérale (mg) des chrysalides femelles d 'Ephestia
kuehniella au cours du temps (jours) durant la métamorphose (m £ sd ; n = 6).

Traitement
Témoins Dlys Dlso
Jours

0 17,35+0,49 a

1 16,45+0,37 a 1566+0,13 b 1476 £0,31 ¢
A A A

3 15,93+0,10 a 13,28+0,11 b 11,93+0,14 ¢
B B B

c 14,95+0,18 a 12,58 +£0,23 b 9,83+0,22 ¢
C C C

. 13,80+£0,12 a 11,48+0,19 b 711+£0,11 ¢
D D D

9 12,80+£0,14 a 10,80+ 0,08 b 6,04 £0,30 ¢
E E E

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.
Les lettres majuscules comparent les valeurs d’une méme série entre les différents ages (p <5 %).
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Tableau 14. Effet in vivo de 1’azadirachtine administré par application topique (Dl2s:
0,427ug et Dlso : 1,063pg) sur I’évolution pondérale (mg) des chrysalides femelles d 'Ephestia
kuehniella au cours du temps (jours) durant la métamorphose (m + sd ; n = 6). Analyse de la
variance a deux criteres de classification.

SUELESE SCE dall CM Fobs P
la variance
Traitement 892,40 2 446,20 9210 < 0,0001***
Age 1056 5 211,10 4358 < 0,0001***
Interaction 730,00 10 73,00 1507 < 0,0001***
Erreur 4,360 90 0,4845 i i
résiduelle

**% : 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.

3.3. Effets de I’azadirachtine sur le taux des vitéllogénines (dans le corps gras) et des
vitellines (dans les ovaires)
La quantification des vitéllogénines dans les corps gras prélevés a partir des chrysalides
femelles a différents ages (0, 1, 3, 5 et 7 jours) ainsi que le taux des vitellines dans les ovaires
prélevés a partir des adultes femelles nouvellement émergées a été réalisée a partir d’une

courbe de régression exprimant I’absorbance en fonction de la quantité d’albumine standard

(Tab. 15 ; Fig. 12).

Tableau 15. Gamme d’étalonnage exprimant 1’absorbance en fonction de la quantité
d’albumine standard.

Absorbance 0 0,129 0,216 0,414 0,501 0,629
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Figure 12. Dosage des vitéllogénines dans le corps gras et des vitellines ovariennes, droite de
régression exprimant 1’absorbance en fonction de la quantité d’albumine (pg) (BSA).

3.3.1. Effets de I’azadirachtine sur le taux des vitéllogénines dans le corps gras

Les effets de 1’azadirachtine (Dl : 0,427ug et Dlsg : 1,063ug) administrées, par
application topique, le jour de I’exuviation nymphale a des femelles d’Ephestia kuehniella,
ont été évalués, au cours de ce méme stade (1, 3, 5 et 7 jours), sur le contenu en vitéllogénines
dans les corps gras.

Chez les chrysalides témoins, les vitéllogénines montrent une valeur maximale au 5™
jour qui est de ’ordre de 37,05 + 1,11 pg/mg de corps gras. Le méme profil est remarque
pour les deux doses testées ; en effet, une augmentation dans les valeurs est observée qui sont
de ’ordre de 25,69 + 0,55 pg/mg et 21,07 + 0,49 pg/mg de corps gras pour les deux doses
Dlgs et Dlso respectivement ; puis les valeurs diminuent au 7™ jour: 33,08 + 1,31 pg/mg de
vitéllogénines dans le corps gras chez les témoins ; 21,59 + 1,22 ug/mg chez les traités a la
Dl2s et 19,83 + 0,42 pg/mg chez les traites a la Dlso, ce qui laisse supposer un arrét dans la
synthese des vitéllogénines (Tab. 16) (Fig. 18 ; Annexe 1).

La comparaison entre les séries témoins et traitées montre que 1’azadirachtine entraine
une diminution significative (p = 0,0137*) dans le contenu en vitéllogénines au 1* jour chez

les individus traités a la dose Dlso par rapport aux témoins.
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Au 3™ jour, ’azadirachtine entraine une diminution significative (p = 0,04*) chez les
traités a la Dl2s, et une diminution trés significative (p = 0,0010**) chez les traités a la Dlso
par rapport aux témoins.

Au 5°™ jour, la comparaison entre les séries témoins et traitées montre que
I’azadirachtine entraine une diminution trés significative (p = 0,0012**) chez les traités a la
Dlss, et une diminution hautement significative (p < 0,0001***) chez les traités a la Dlso par
rapport aux témoins.

Au 7°™ jour, 1’azadirachtine induit une diminution trés significative (p = 0,0046*%)
chez les traités a la Dlzs, et une diminution hautement significative (p = 0,0005***) chez les
traités a la Dlso par rapport aux témoins.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification confirme ces résultats et
indique un effet temps et traitement hautement significatif (p < 0,0001***) et une interaction
temps-traitement hautement significative (p < 0,0001***) (Tab. 17).

Tableau 16. Effets de I’azadirachtine, administrée par application topique (Dl2s : 0,427ug et
Dlso : 1,063ug) le jour de ’exuviation nymphale, sur le contenu en vitéllogénines (ug/mg de
tissu) dans les corps gras au cours du stade nymphal chez les femelles d’Ephestia kuehniella
(m+sd;n=12).

Traitement )
Jours Témoins Dl2s Dlso
0 21,51+0,97 a
24,14+0,41 a 22,13+0,82 ab 21,07+0,49 b
! B B B
25,08 +0,14 a 23,47+0,62 b 22,15+0,44 b
3 B BC C
37,05+111 a 25,69+055 b 22,68 £0,42 c
° C C BC
33,08+1,31 a 2159+122 b 19,83+042 b
! D B B

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.
Les lettres majuscules comparent les valeurs d’une méme série entre les différents ages (p <5 %).

31



RESULTATS

Tableau 17. Effets de I’azadirachtine, administrée par application topique (Dl2s : 0,427ug et
Dlso : 1,063ug) le jour de ’exuviation nymphale, sur le contenu en vitéllogénines (pg/mg de
tissu) dans les corps gras au cours du stade nymphal chez les femelles d’Ephestia kuehniella
(m+sd;n=12). Analyse de la variance a deux critéres de classification.

SOllEeCls SCE dall CM Fobs P
la variance
Traitement 1439 2 719,30 826,30 < 0,0001***
Age 3242 4 810,40 2848 < 0,0001***
Interaction 706,60 8 88,32 157,30 < 0,0001***
Erreur 13,47 24 0,5613 i i
résiduelle

*** - hautement significatif (p< 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré
moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.

3.3.2. Effets de I’azadirachtine sur le taux des vitellines ovariennes

Les effets de 1’azadirachtine administré par application topique aux deux doses Dlos :
0,427ug et Dlso : 1,063ug, le jour de ’exuviation nymphale, ont été évalués, sur le contenu
des vitellines ovariennes chez les adultes femelles d’Ephestia kuehniella a I’émergence. Les
témoins ont une valeur de 1’ordre de 158,13 + 18,74 pg/mg ; I’azadirachtine induit une
diminution hautement significative (p < 0,0001***) dans le contenu des vitellines ovariennes.
(Tab. 18) (Fig. 19 ; Annexe 1).

Tableau 18. Effet in vivo de l'azadirachtine (Dl2s: 0,427ug et Dlso: 1,063ug) appliqué
topiquement, sur le contenu en vitellines ovariennes (ug/mg) chez les adultes femelles
d’Ephestia kuehniella a 1’émergence (m % sd; n = 12). Les valeurs suivies de lettres
différentes sont significativement différentes a p <0,05.

Témoins 158,13 + 18,74 a
Dlys 88,66+490 b
Dlsgo 63,40+8,36 ¢
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3.4. Analyse qualitative et quantitative des protéines ovariennes

3.4.1 Effets de ’azadirachtine sur le taux des protéines ovariennes

La quantification des protéines dans les ovaires des adultes nouvellement émergées a
été réalisée a partir d’une courbe de régression exprimant 1’absorbance en fonction de la
quantité d’albumine standard (Tab. 15 ; Fig.12).

Une diminution hautement significative (p <0,0001***) est enregistrée chez les
femelles traitées par comparaison avec les témoins. En effet, chez les témoins, on enregistre
un taux protéique de 46,49 + 2,72 ug/mg qui sera réduit a 27,20 £ 2,16 pg/mg et a 14,62 +
0,56 pg/mg chez les femelles traitées avec 1’azadirachtine avec les deux doses Dl2s et Dlsg

respectivement. (Fig. 20 ; Annexe 1).

3.4.2. Effets de ’azadirachtine sur la qualité des protéines ovariennes

L’étude électro-phorétique sur PAGE-SDS a été menée in vivo sur la qualité des
protéines ovariennes chez les adultes femelles d’Ephestia kuehniella témoins et traitées par
I’azadirachtine aux deux doses : Dls : 0,427ug et Dlso : 1,063g.

La courbe de réference exprimant le logarithme décimal du poids moléculaire (PM) des
proteines standards en fonction du rapport frontal (RF) a été établi avec cinq protéines

standards a poids moléculaire connue (Tab. 19 ; Fig. 13).

Tableau 19. Poids moléculaires (PM) en kDa et la mobilité relative (RF) des protéines
standards (a : myosine, 250 kDa ; b : phosphorylase, 100 kDa ; ¢ : ovalbumine, 50 kDa ; d :
anhydrase carbonique, 37 kDa et e : lysozyme, 20 kDa).

Log PM 2,39 2,00 169 1,556 1,30
Rapport frontal 0,07 0,26 0,42 0,53 0,67
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Figure 13. Séparation électrophorétique des protéines ovariennes: courbe de référence
exprimant le rapport frontal (RF) en fonction du logarithme décimal du poids moléculaire.

L’étude électrophorétique sur PAGE-SDS (12%), met en évidence 12 fractions
proteiques chez les femelles témoins. Ces fractions sont caractérisees par leur mobilité
relative (RF) et leur poids moléculaires (PM) qui varient de 29,04 kDa a 233,88 kDa.

La comparaison des profils électrophorétiques révéle une différence entre les témoins et
les traitées. En effet il y’a une réduction de trois fractions chez les traitées avec la Dlzs, ce
sont les fractions 3, 6 et 9 dont les poids moléculaires sont respectivement 206,06 kDa,
124,45 kDa et 70,30 kDa. Chez les traitées avec la Dlsp on remarque 1’absence de six
fractions, ce sont les fractions 2, 3, 5, 6, 9 et 10 dont les poids moléculaires sont
respectivement 219,78 kDa, 206,06 kDa, 150,31 kDa, 124,45 kDa, 70,30 kDa et 42,46 kDa
(Tab. 20 ; Fig. 14).
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Tableau 20. Mobilité relative (RF) et poids moléculaire (PM kDa) des différentes fractions
protéiques des ovaires d’Ephestia kuehniella témoins et traitées a 1’azadirachtine (Dl2s, Dlsg)

administre par application topique a ’exuviation nymphal.

PM
Nombre de RE correspondant Dls Dlso
fractions (témoins)

1 0,1666 233,88 + +
) 0,1904 219,78 + -
3 0,2142 206,06 - -
4 0,2619 181,55 + +
5 0,3333 150,31 + -
5 0,4047 124,45 - -
7 0,5000 96,60 + +
3 0,5952 76,03 + +
9 0,6190 70,30 - -
10 0,809 42 46 + -
11 0,880 35,07 + +
12 0,952 29,04 + +
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Figure 14. Séparation électrophorétique sur PAGE-SDS (12%) des protéines ovariennes des
femelles adultes d ’Ephestia kuehniella témoins et traitées avec 1’azadirachtine : (A) témoin,
(B) protéines standards, (C) Dlzs et (D) Dlso a I’émergence adulte (<8h), comparée a celle des
protéines marqueurs (a : myosine, 250 kDa ; b : phosphorylase, 100 kDa ; ¢ : ovalbumine, 50
kDa ; d:anhydrase carbonique, 37 kDa et e : lysozyme: 20 kDa).

3.5. Effet de I’azadirachtine sur la morphométrie de I’ovaire
3.5.1. Effet de I’azadirachtine sur le poids frais des ovaires

Les résultats obtenus montrent que ’azadirachtine entraine une réduction hautement
significative (p < 0,0001***) du poids frais des ovaires mesuré a I’émergence adulte (<8h)

par apport aux témoins (Tab. 21) (Fig. 21 ; Annexe 1).
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Tableau 21. Effet in vivo de l’azadirachtine administré par application topique (DIos:
0,427ug et Dlso : 1,063ug) a I’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella sur le poids
frais (mg) des ovaires, mesuré a I’émergence adulte (<8h) (m £ sd ; n = 12). Les moyennes
suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).

Témoins 536 £0,10 a
Dlys 321+0,17 b
Dlso 1,78+ 0,11 c

3.5.2. Effet de I’azadirachtine sur le nombre d’ovocyte par paire ovaire

L’azadirachtine induit une réduction hautement significative (p < 0,0001***) du

nombre d’ovocytes chez les femelles traitées par rapport aux témoins (Tab. 22) (Fig. 22 ;
Annexe 1).

Tableau 22. Effet in vivo de l’azadirachtine administré par application topique (Dlos :
0,427ug et Dlso : 1,063pg) a ’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella sur le nombre
d’ovocyte par paire d’ovaires, mesuré a I’émergence adulte (<8h) (m + sd; n = 12). Les
moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).

Témoins 12850+1,87 a
Dlys 62,66 +206 b
Dlsgo 3950+1,87 ¢

3.5.3. Effet de I’azadirachtine sur la longueur et la largeur de I’ovocyte basal

L’analyse statistique révele un effet hautement significatif (p < 0,0001***) sur la
longueur et un effet hautement significatif (p < 0,0001***) sur la largeur de I’ovocyte basal

par chez les traités par rapport aux témoins (Tab. 23) (Fig. 23 ; Annexe 1).
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Tableau 23. Effet in vivo de l’azadirachtine administré par application topique (DIos:
0,427ug et Dlso : 1,063ug) a I’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella sur la longueur
et la largeur de I’ovocyte basal, mesuré a I’émergence adulte (<8h) (m £ sd ; n = 12). Les
moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).

Témoins 3,37 + 0,04 a 1,83+0,03 a
Dlys 253+003 b 1,39+0,04 b
Dlso 237+004 ¢ 1,20+0,06 ¢

3.5.4. Effet de I’azadirachtine sur le volume de I’ovocyte basal

La comparaison des valeurs moyennes obtenues dans les series traitées révele que
I’azadirachtine provoque une réduction hautement significative (p < 0,0001***) dans le
volume de I’ovocyte basal chez les traitées par rapport aux témoins (Tab. 24) (Fig. 24 ;

Annexe 1).

Tableau 24. Effet in vivo de l’azadirachtine administré par application topique (DI2s:
0,427ug et Dlso : 1,063pg) a I’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella sur le volume
de I’ovocyte basal, mesuré a 1’émergence adulte (<8h) (m + sd ; n = 12). Les moyennes suivies
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).

Témoins 6,10+131 a
Dlys 263+0,65 b
Dlso 160+047 b

3.6. Etude histologique

3.6.1. Effets de D’azadirachtine sur D’épaisseur de I’épithélium folliculaire et

I’épaisseur du chorion des ovocytes basaux

Les effets des deux doses de I'azadirachtine (Dl2s et Dlso) sur I'épaisseur de I'épithélium
folliculaire et I’épaisseur du chorion des ovocytes basaux sont présentés dans la figure 15.
Dans les ovocytes basaux témoins, I'épaisseur de I'épithélium folliculaire était de 7,53 + 0,20
um. L'azadirachtine a provoqué une réduction hautement significative (p < 0,0001***) de

I’épaisseur de I’épithélium folliculaire des ovocytes basaux traités par rapport aux témoins
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(Tab. 25). L'azadirachtine a également réduit I'épaisseur du chorion (p < 0,0001***) des

ovocytes basaux traités par rapport aux témoins (Tab. 25) (Fig. 25 ; Annexe 1).

Tableau 25. Effet in vivo de I’azadirachtine administré par application topique (Dl2s :
0,427ug et Dlsp : 1,063ug) a I’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella sur I’épaisseur
de I’épithélium folliculaire (um) (m + sd ; n = 6) et I’épaisseur du chorion (um) des ovocytes
basaux mesuré a 1’émergence adulte (m + sd ; n = 6). Les valeurs suivies de lettres différentes
sont significativement différentes a p <0,05.

Témoins 753+0,20 a 246+0,32 a
Dlys 6,40+0,24 b 159+0,14 b
Dlsg 5,72+0,10 ¢ 1,13+0,09 ¢

Comme le montre la figure 15, les ovocytes témoins sont entourés d'un grand nombre de
cellules folliculaires (Fig. 15. A, B) et le cytoplasme contient un vitellus abondant sous forme
de plaquettes (Fig. 15.C). L'azadirachtine administré par application topique (Dlzs : 0,427ug
et Dlso : 1,063ug) réduit le nombre de cellules folliculaires (Fig. 15. D, E, G et H). Il réduit

également le nombre de plaquettes vitellines dans le cytoplasme (Fig. 15. F, ).
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Figure 15. Effet in vivo de l'azadirachtine appliquée topiquement (Dl2s: 0,427ug et Dlso :
1,063ug) sur des chrysalides femelles nouvellement exuviées chez Ephestia kuehniella sur
I'épaisseur de I'épithélium folliculaire, I'épaisseur du chorion, les cellules folliculaires et les
plaquettes vitelline. (A, B, C): ovocyte basal témoin; (D, E, F): ovocyte basal traité avec
l'azadirachtine a la dose Dl : 0,427ug; (G, H, 1): ovocyte basal traité a l'azadirachtine a la
dose Dlso: 1,063ug. (VO): ovocytes; (FE): Epithélium Folliculaire; (FC): Cellules
Folliculaires; (Ch): Chorion; (YP): Plaquettes Vitellines. Barres d'échelle: 20 um (A, D, G);
10 um (B, E, H); 5 um (C, F, I).
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3.7. Etude du potentiel reproducteur

3.7.1. Effets de I’azadirachtine sur la durée des périodes de pré-oviposition et

d’oviposition

Un suivi régulier des couples permet de déterminer les périodes de pré-oviposition et
d’oviposition, le nombre d’ceufs pondus et le pourcentage d’éclosion des ceufs. Dans nos
conditions expérimentales (température 27°C, humidité relative a 80%), la ponte débute a
1,16 + 0,25 jours aprés I’émergence des adultes et se poursuit jusqu’a 3,33 + 0,25 jours chez
les femelles témoins. L’azadirachtine provoque une augmentation hautement significative (p
< 0,0001***) de la période de pré-oviposition, et une réduction hautement significative (p <
0,0001***) de la période d’oviposition (Tab. 26) (Fig. 26 ; Annexe 1).

Tableau 26. Effet in vivo de l'azadirachtine appliquée topiquement (Dl : 0,427ug et Dlsp :
1,063ug) sur des chrysalides femelles nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella sur la
durée (jours) des périodes de pré-oviposition et d’oviposition (m + sd ; n = 12). Les valeurs
suivies de lettres différentes sont significativement différentes a p <0,05.

Témoins 1,16 0,25 a 3,33+0,25 a
Dlys 1,25+0,27 a 275+027 b
Dlsg 216+025 b 225+027 b

3.7.2 Effets de ’azadirachtine sur la fécondité et la viabilité des ceufs pondus

Le nombre d’ceufs pondus par une femelle témoin est de 165,5 £ 2,07 pendant toute la
période d’oviposition. L’azadirachtine entraine une diminution hautement significative (p <
0,0001***) du nombre des ceufs pondus/ femelle. L’azadirachtine affecte également la
viabilité des ceufs, il entraine une réduction hautement significative du pourcentage d’éclosion
(p <0,0001***) (Tab. 27) (Fig. 27 ; Annexe 1).
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Tableau 27. Effet in vivo de l'azadirachtine appliquée topiquement (Dl2s : 0,427ug et Dlso :
1,063ug) sur des chrysalides femelles nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella sur la
fécondité (nombre ceufs pondus/ femelle) et la viabilité des ceufs (pourcentage d’éclosion %)
(m £ sd; n=12). Les valeurs suivies de lettres différentes sont significativement différentes a
p <0,05

Témoins 165,50 + 2,07 a 89,50+ 1,87 a
Dlys 123,50+ 151 b 30141 b
Dlsg 78,50+ 1,87 c 11,83+1,47c
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4. DISCUSSION

4.1. Effets de I’azadirachtine sur I’inhibition de la mue adulte

Au cours des deux dernieres décennies, les graines de neem (Azadirachta indica, A.
Juss) ont attiré de plus en plus d'attention en tant qu'insecticide naturel, et leur activité a été
évaluée contre de nombreuses especes d'insectes économiquement importantes (Schmutterer,
1990 ; Kreutweiser et al., 2002 ; Charleston et al., 2005 ; Amtul, 2014 ; Duarte et al., 2019 ;
Phambala et al., 2020 ; Sahrudi et al., 2021). En conséquence, les Nations Unies ont déclaré
le neem comme « l'arbre du 21°™ sigcle » (Agho et al., 2019).

Dans la présente étude, une formulation commerciale de ’azadirachtine, a été testée, par
application topique, chez Ephestia kuehniella Zeller sur des chrysalides femelles
nouvellement exuviées, induisant & une inhibition de la mue adulte. En effet, I’utilisation de
I’azadirachtine entraine I’apparition de différents types morphologiques comme des adultes
malformés (ailes), des mues partielles mais aussi des mues bloquées. Les doses d’inhibition
de la mue adulte, les Dls et Dlsp sont respectivement de I’ordre de 0,4277 et 1,063 g ; Ces
valeurs correspondent aux concentrations d’inhibition (Clzs et Clso) de la mue adulte qui sont
de 'ordre de 427 et 1063 ppm.

L'azadirachtine a éte efficacement utilisée contre plus de 400 espéces d'insectes et s'est
avéree étre I'un des ingrédients végétaux les plus prometteurs pour la lutte intégrée contre les
ravageurs a I'heure actuelle (Isam, 1999 ; Saber et al., 2004 ; Qin et al., 2019).

Dans la littérature, la toxicité de l'azadirachtine varie en fonction de 'ordre de I’insecte,
du stade de developpement, de la formulation commerciale utilisée et de la méthode
d'application (ingestion ou topique) (Tome et al., 2013 ; Abedi et al., 2014 ; Koodalingam et
al., 2014 ; Bezzar-Bendjazia et al., 2016 ; Oulhaci et al., 2018 ; Alouani et al., 2018 ;
Ferdenache et al., 2019).

L'azadirachtine affecte trois aspects de la biologie des insectes : le comportement
alimentaire, la croissance et le développement (Isman et al., 1990 ; Wang et al., 2015;
Chaudhary et al., 2017 ; Eissa et al., 2020).

Plusieurs études antérieures ont révélé que méme de trés faibles doses (<1 a 50 ppm)
d'azadirachtine étaient hautement toxiques pour les insectes (Barnby et al., 1987 ; Dere et al.,
2019). En effet, les effets de cette molécule ont été montrés chez les Lépidopteres comme
Anticarsia gemmatalis avec une ClLso de 0,58 g Lt (

Farder-Gomes et al., 2021), chez les Hémiptéres comme Nilaparvata lugens avec une CLso de
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0,47 ppm (Senthil Nathan et al., 2008) ou encore chez les Hymenoptéres comme
Habrobracon hebetor avec une CLso de 43,5 ppm (Abedi et al., 2014).

Par ailleurs, les larves de Plodia interpunctella (Lepidoptera : Pyralidae) qui se
nourrissaient d'un régime contenant de l'azadirachtine a montré une mortalité accrue, des
réserves d'énergie réduites, un poids réduit et des indices nutritionnels réduits (Nouri-
Ganbalani et al., 2016). L’azadirachtine réduit de maniére significative 1’émergence des
adultes chez Helicoverpa armigera (Lepidoptera : Noctuidae) (Ahmad et al., 2015) et chez
Drosophila melanogaster (Diptera : Drosophilidae) avec des concentrations d’inhibition de
l’ordre de Clos: 595 ppm et Clso: 1106 ppm (Boulahbel et al., 2015). De plus, des effets
anti-appétant et une inhibition significative de la croissance ont été remarqués chez
Spodoptera litura (Lepidoptera : Noctuidae) a des concentrations de 10-100 ppm et 1-10
ppm respectivement (Govindachari et al., 1996), la fécondité et la reproduction on été réduites
(Eissa et al., 2020), et des modifications pathologiques de la structure de I'intestin moyen ont
été notées (Qin et al., 2021).

Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que I’azadirachtine induit des altérations
morphologiques de I’insecte conduisant a une inhibition de ’émergence des adultes. En effet,
chez les insectes holométaboles, le stade pupal subit un remodelage drastique des tissus et des
organes et représente donc une phase critique pour la formation des adultes (Urena et al.,
2014).

Les processus de croissance et de développement chez les insectes sont rythmés par
différentes mues. Les mues de croissance permettant a la larve d’augmenter sa taille et des
mues de métamorphose induisant de nombreux changements morphologigques aboutissant a
I’imago. Ces différentes étapes sont régulées par deux hormones principales qui agissent en
coordination : I’ecdysone, hormone stéroidienne de mue (active sous forme de 20-
hydroxyecdysone, 20E) et I’hormone juvénile (HJ) (Dhadialla et al., 1998).

Chez les insectes, la biosynthése et la sécrétion des ecdystéroides sont assurées par les
glandes prothoraciques, au cours des stades post-embryonnaires, sous I’effet d’une
neurohormone prothoracicotrope (PPTH) (Gade et Hoffmann, 2005).

L’ecdysone (E), prohormone, est synthétisée via des enzymes codés par une famille de
genes (Halloween) incluant plusieurs cytochromes P450 (Petryk et al., 2003 ; Ono et al., 2006
; Yoshiyama et al., 2006). L’ecdysone, libérée dans I’hémolymphe, est convertie en hormone
active ou 20- hydroxyecdysone (20E), grace a 1’ecdysone 20 monoxygénase, dans différents
organes périphériques (corps gras et tubes de Malpighi) (Toivonen et Partridge, 2009 ;
Yamanaka et al., 2013).
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La 20E, contrOle la reproduction (Toivonen et Partridge, 2009 ; Swevers, 2019),
I’embryogéneése et le développement post-embryonnaire (Cranna et Quinn, 2009 ; Yamanaka
et al., 2013) ; Elle initie les différentes mues mais la nature de la mue (larvaire ou nymphale)
est déterminée par la présence ou I’absence de I’HJ dont le réle est le maintien des caractéres
larvaires et I’inhibition de la métamorphose (Cassier et al., 1997 ; Dubrovsky, 2005 ; Cheng
et al., 2014).

Au cours de la metamorphose, la 20E se lie & un récepteur hétérodimere (EcR-
ultraspiracle ou USP) qui active directement un petit groupe de genes précoces : BR-C, E74 et
E75 ; les protéines produites par ces génes précoces activent un plus grand groupe de génes
tardifs qui contrélent les différents aspects de la métamorphose (Dubrovsky, 2005 ; Kozlova
et Thummel, 2003 ; Yamanaka et al., 2013). Plus récemment, il a été constaté que la 20E
régule I'hormone de déclenchement de I'ecdysis (Ecdysis Triggering Hormone - ETH) via le
récepteur 20E (récepteur de l'ecdysone, EcR) et régule ainsi indirectement le niveau de ’'HJ
(Meiselman et al., 2017).

Dés I’apparition du stade adulte, la 20E et I’HJ agissent ensuite de maniére conjointe
pour le contréle de la reproduction (Gruntenko et Rauschenbach, 2009 ; Yamanaka et al.,
2013).

Chez Ephestia kuehniella, le stade nymphal (ou se réalise le traitement) se caractérise
par deux augmentations dans les taux des ecdystéroides, 1’une au 3°™ jour et I’autre au 5°
jour de la vie nymphale (Yezli-Touiker et Soltani-Mazouni, 2011).

Le pic du troisieme jour est retrouvé chez la plupart des insectes (Zimowska et al.,
1991), il est d’origine ovarienne, et il est lié au processus de la reproduction. En effet, il
coincide avec le début de la vitellogénése. Quant au pic du 5™ jour il est d’origine
prothoracique, et il est responsable du développement imaginal puisqu’il coincide avec la
synthése de la cuticule pré-éxuviale adulte qui débute au 4°™ jour et se poursuit jusqu'a la
veille de I’exuviation adulte (Maamcha, 1997, Yezli-Touiker et Soltani-Mazouni, 2011).

Toute interférence dans I’homéostasie de I’HJ et de la 20E, avec des sources exogenes
de ces mémes hormones mais aussi avec leurs agonistes ou antagonistes, peut conduire a une
perturbation dans le développement et la métamorphose (Dhadialla et al., 2005 , 2010 ;
Smagghe et al., 2012). Ainsi, ’inhibition de la mue chez les adultes d’Ephestia kuehniella,
leurs malformations et la perturbation de la métamorphose semblent étre liés a I’action
antagoniste de 1’azadirachtine sur la 20E ; En effet, les effets négatifs induits par

I’azadirachtine, pourraient s’expliquer par plusieurs processus.
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Tout d’abord, I’azadirachtine est connue pour avoir une action inhibitrice sur le systéme
endocrinien et neuroendocrinien (Morgan, 2009). L'inhibition de la mue pourrait donc étre
due a un blocage de la synthése et la libération des ecdystéroides par les glandes
prothoraciques via 1’action spécifique de l'azadirachtine sur la libération de 1'hormone
prothoracicotropique (PTTH) (Mordue et al., 2005).

L’azadirachtine peut affecter directement la production de I’enzyme responsable de la
conversion de I'ecdysone (E) en 20E au niveau du corps gras et de l'intestin moyen (Mordue
et al., 2005). De plus, l'action antimitotique de 1’azadirachtine peut perturber la formation de
nouveaux organes adultes comme les yeux et les ailes, au cours de la métamorphose
(Anuradha et al., 2007). Enfin, I’azadirachtine peut aussi interférer avec le systéme nerveux
central via I’inhibition de la transmission cholinergique excitatrice en bloquant les canaux de

calcium (Qiao et al., 2014).

4.2. Effet de ’azadirachtine sur la durée du développement nymphal

L'azadirachtine est un bon inhibiteur de croissance (Qin et al., 2021) ; En effet, un
retard de I'emergence des adultes causé par I'azadirachtine a été noté chez différentes especes
(Jagannadh et Nair 1992 ; Alouani et al., 2009 ; Tunca et al., 2012 ; Bezzar-Bendjazia et al.,
2016 ; Abhay et al., 2021). Nos résultats montrent que I’application de I’azadirachtine aux
deux doses (Dlzs et Dlso) perturbe le développement en prolongeant la durée de I’émergence
adulte chez les chrysalides d’E. kuehniella. Les mémes résultats ont été observés lorsque des
larves de S. litura agées de 6 jours étaient nourries avec différentes concentrations
d'azadirachtine ; A une concentration plus élevée de 3125 ppm, une mortalité larvaire a été
observée et la période larvaire ainsi que la période de développement totale était également
plus prolongée (Abhay et al., 2021). L'azadirachtine avait d'excellentes bio-activités contre les
larves de Bactrocera dorsalis (Diptera: Tephritidae), conduisant a une durée de
développement plus longue et un taux de survie plus faible (Zhou et al., 2020). L'effet toxique
de l'azadirachtine sur les stades larvaires et I'émergence des adultes de Trichogramma chilonis
Ishii (Hymenoptera : trichogrammatidae) a également été signalé par Narendra et al., 2013,
L'application topique de 1’azadirachtine sur les derniers stades de Galleria mellonella
(Lepidoptera : Pyralidae) interfére avec le temps d'émergence des adultes (Aylin et al., 2016).
Ce biopesticide a également prolongé le développement larvaire et la durée du stade nymphal
de Tirathaba rufivena (Lepidoptera : Pyralidae) (Boazhu et al., 2017). Il semble que

l'augmentation du temps d'émergence des adultes soit basée sur la forte activité de régulation
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de la croissance des insectes de l'azadirachtine, probablement due a une interférence avec le

métabolisme des ecdystéroides chez les insectes (Adel et al., 2000 ; Mordue et al., 2010).

4.3. Effet de ’azadirachtine sur les types morphologiques induits

Le traitement des chrysalides femelles nouvellement exuviées a I’azadirachtine aux
deux doses (Dlzs et Dlsg) a causé une perturbation du développement nymphal d’ou
I’apparition de quatre différents types morphologiques a la mue imaginale : adultes normaux,
adultes avec malformations des ailes, une exuviation incompléte ou mue partielle et des mues

bloquées.

Des effets similaires ont été rapportés chez S. litura, Spodoptera mauritia (Lepidoptera :
Noctuidae), E. kuehniella, Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae), Philosamia ricini
(Lepidoptera : Saturniidae), Papilio demoleus (Lepidoptera : Papilionidae) et D. melanogaster
aprés traitement des larves du dernier stade avec différentes formulations commerciales
d’azadirachtine (Gujar et Mehrotra, 1983 ; Jagannadh et Nair, 1992 ; Martinez et al., 2001 ;
Gnanamani et Dhanasekaran, 2013 ; Pandey et al., 2011 ; Bezzar-Bendjazia et al., 2016).
Ochi et al., 2020 ont rapporté que l'application topique de 1’azadirachtine aux larves du
scarabée japonais, Popillia japonica Newman (Coléopteres : Scarabaeidae), a completement

perturbé le développement normal ultérieur jusqu'au stade adulte.

Les différents effets observés aprés traitement des larves d’E. kuehniella a
I’azadirachtine peuvent étre attribués a son effet perturbateur de croissance des insectes
(IGDs) via une perturbation de 1’équilibre hormonal (20E, HJ) (Mordue et al., 2010 ; Eissa et
al., 2020 ; Gougbe-Semako et al., 2021). Ce composé est connu pour introduire une
dégenérescence des noyaux cellulaires dans les différentes glandes endocrines (glandes
prothoraciques, corpora allatum et corpora cardiacum), responsables du contrdle des
processus des mues et de métamorphoses chez les insectes, ce qui pourrait contribuer a une
généralisation de la perturbation des fonctions neuroendocrines (Mordue et al., 2010). De
plus, différentes études ont rapporté une inhibition de la synthese des ecdystéroides sous
I’effet de I’azadirachtine (Min-Li et Shin-Foon, 1987 ; Feder et al., 1988). Cette inhibition de
la synthése et de la libération des ecdystéroides par les glandes prothoraciques peut étre le
résultat d’une action spécifique de I’azadirachtine sur la libération de 1’hormone
prothoracicotrope (PTTH) (Mordue et al., 2005). L’azadirachtine peut également affecter

directement la production de I’enzyme responsable de la conversion de ’ecdysone (E) en 20E
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au niveau du corps gras et de I’intestin moyen (Mordue et al., 2005). En effet, ce sont les
modifications des taux d’ecdystéroides hémolymphatiques sous I’effet de ’azadirachtine qui
contribuent en large partie a son effet IGDs. La réduction des taux d’HJ, probablement li¢e a
une altération de la sécrétion des neuropeptides (allatostatine et allatotropine) responsables de
la synthése et de la libération de I’HJ, a également été rapporté (Mordue et al., 2010).
L’action antimitotique de I’azadirachtine peut également affecter la formation de nouveaux
organes adultes au cours de la métamorphose (Anuradha et al., 2007). Ceci pourrait expliquer

certaines déformations notées au cours de nos résultats tels que la malformation des ailes.

4.4. Effet de I’azadirachtine sur I’évolution pondérale des chrysalides

L’application de 1’azadirachtine perturbe le développement d’E. kuehniella en
entrainant une diminution dans le poids des chrysalides. Des résultats similaires ont été
rapportés par Lai et al., 2014, Boulahbel et al., 2015 et Bezzar-Bendjazia et al., 2016, ou
I'azadirachtine a diminué le poids nymphal de D. melanogaster. L’azadirachtine a également
causé la diminution du poids des pupes de B. dorsalis (Zhou et al., 2020). Rao et
Subrahmanyam, 1986 ont rapporté que l'azadirachtine entrainait une réduction du poids
corporel des nymphes de stade final de Schistocerca gregaria (Orthoptera : Acrididae). Dans
d’autres expériences, le BioNeem a entrainé une réduction du poids des larves et des nymphes
du premier et deuxieme stades de H. armigera (Abedi et al., 2014) ; ou encore chez les pupes
de H. armigera apres traitement des larves avec plusieurs formulations commerciales
d’azadirachtine (Neem Azal, Huile de Neem et Neemmix) (Ahmad et al.,, 2015). La
diminution du poids des chrysalides chez E. kuehniella pourrait s'expliquer par l'utilisation
des réserves énergétiques acquises au cours des stades larvaires pour détoxifier le produit
toxique (Boggs, 2009) ou encore par le fait que 1’azadirachtine diminue le taux des enzymes

digestives trouvées dans I’intestin moyen (Nouri-Ganbalani et al., 2016).

4.5. Effets de I’azadirachtine sur le taux des vitéllogénines et des vitellines

La phase d’accroissement des ovocytes ou vitellogénése (Cassier et al., 1997), étape
essentielle de la reproduction correspond a la synthése des vitéllogénines par le corps gras
puis a leur incorporation dans I’ovocyte pour la formation des vitellines. En effet, durant la
maturation sexuelle, le corps gras libére des nutriments ou précurseurs ; Les protéines
(nombreuses et variées sont représentées par les vitellines, qui proviennent des

vitéllogénines), glucides et lipides qui seront captés via ’hémolymphe par les gonades pour y
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étre utilisés a des fins énergétiques (Downer, 1985 ; Stanley-Samuelson et al., 1988 ; Raikhel
et Dhadialla, 1992 ; Stanley-Samuelson et Pedibhotla, 1996 ; Soulages et Wells, 1994). Ce
processus est sous contréle endocrine, il est régit principalement par les ecdystéroides et 'HJ
(Telfer, 2009 ; Delanoue et al., 2010 ; Yamanaka et al., 2013 ; Bellés et Piulachs, 2015). L’HJ
contrdle, sous I’action du cerveau, la transcription des genes de la vitéllogénines et leurs
synthese (Li et al., 2003, 2004). La vitellogénese, chez Ephestia kuehniella, s’effectue
pendant la vie nymphale (Zimowska et al., 1991) et une augmentation dans le contenu en
vitéllogénines est notée entre 3 et 5 jours chez les séries témoins ; ce pic dans les valeurs des
vitéllogénines est contemporain avec 1’augmentation des ecdystéroides signalée dans divers
travaux (Zimowska et al., 1991 ; Yezli-Touiker et Soltani-Mazouni 2011 ; Delhoum et al.,
2016 ; Kirane-Amrani et al., 2018).

L’azadirachtine, administré aux doses testées (Dl2s et Dlsg) chez les chrysalides d’E.
kuehniella affecte la vitellogénése chez les adultes femelles ; en effet, 1’évaluation des
vitéllogénines dans le corps gras et des vitellines dans les ovaires, montre une réduction dans
leur contenu. Nos résultats sont en accord avec ceux de (Boulahbel et al., 2015) lors de
I’administration de I’azadirachtine a des pupes de D. melanogaster. L’application d’analogues
de ’hormone juvénile, le methoprene ou encore le pyriproxyfene entrainent une réduction
dans le contenu en vitéllogénines et vitellines chez divers ordres insectes (Pinto et al., 2000 ;
Bai et al., 2010), les mémes effets sont observés avec les agonistes des ecdystéroides
(Sridhara et Lee, 2013 ; Mordue et al., 2005 ; Kirane-Amrani et al., 2018). Par ailleurs, un
inhibiteur de la synthese de la chitine, le teflubenzuron, diminue la synthese des
vitéllogénines et leur incorporation par les ovocytes chez Locusta migratoria (Orthoptera :
Acrididae) (Acheuk et al., 2012). D’autres pesticides non polluants, comme le spinosad ou
I’indoxacarbe, a mode d’action neurotoxique ont le méme effet chez Blattella germanica
(Blattodea : Blattellidae) ou Blatta orientalis (Blattodea : Blattidae) (Tine, 2013 ; Maiza et al.,
2013). Contrairement a nos résultats, ’application de I’insuline et la 20- hydroxyecdysone
(20E) augmentent le contenus en vitéllogénines et en vitellines dans les ovaires des
chrysalides d’E. kuehniella (Delhoum et al., 2016).

Nos résultats sont en conformités avec la littérature ou il est noté que I’azadirachtine
peut affecter le processus de reproduction chez divers insectes via les vitéllogénines (Mordue
et al., 2005). Cet antagoniste des ecdystéroides et de I’HJ inhibe la synthése des
vitéllogénines et leur incorporation par I’ovocyte chez Labidura riparia (Dermaptera:
Labiduridae) (Sayah et al., 1996), Chrysoperla carnea (Neuroptera : Chrysopidae) (Medina et

al., 2004), ou encore chez Rhipicephalus sanguineus (Ixodida : Ixodidae) (Denardi et al.,
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2011). L’azadirachtine entraine, similairement, une diminution dans le contenu en protéines
ovariennes chez B. orientalis suggérant une inhibition dans la synthese des vitéllogénines
et/ou de leur captation par 1’ovaire (Tine et al., 2011). La 20E et I’'HJ jouent un role essentiel
dans le contrdle de la vitellogénése (Gilbert et al., 1998 ; Wismar et al., 2000 ; Ganter et al.,
2007). Les deux hormones stimulent la production des vitéllogénines dans le corps gras mais
aussi leur absorption par les ovocytes permettant la croissance rapide des follicules
vitéllogéniques (Richard et al., 1998). Parallelement a la synthése des vitéllogénines, ’'HJ
contrble également la transcription des genes des vitéllogénines et leur synthése (Hoffman et
Sorge, 1996 ; Liet al., 2003 |, 2004 ; Tufail et al., 2014). Les deux hormones montrent une
dualité d’action dans le contrble de la vitellogénése en I’activant ou en I’inhibant (Swevers et
al., 2005 ; Huang et al., 2008) mais jouent surtout un role essentiel dans le maintien de
I’expression des genes des vitéllogenines (Tufail et al., 2014). Les effets inhibiteurs de
’azadirachtine sur la vitellogénése peuvent étre donc expliqués par le fait que I’azadirachtine
agit comme antagoniste de ces deux hormones (Stark et al., 1990 ; Stark et al., 1992 ; Mordue
et al., 2005). La littérature note que I’azadirachtine affecte la synthése des ecdysteroides
ovariens et conduit a une altération de I’ovogenése et de la croissance ovocytaire chez L.
migratoria et Rhodnius prolixus (Hemiptera : Reduviidae) (Mordue et al., 2005). Par ailleurs,
une autre étude montre que I’azadirachtine exerce un effet neurotoxique chez D. melanogaster
(Qiao et al., 2014), conduisant probablement a des effets secondaires sur les processus de
régulation neuroendocrine via les neuropeptides (allatostatines, allatotropines, PTTH...) qui

contrélent la régulation hormonale de la reproduction.

4.6. Effets de ’azadirachtine sur la quantité et la qualité des protéines ovariennes

La maturation des ovocytes dépend, entre autres, des métabolites prélevés de
I’hémolymphe et du matériel synthétisé in situ par 1’ovaire (Raikhel et Dhadialla, 1992). La
phase d’accroissement correspondant a 1’accumulation de matériaux plastiques et
énergétiques variés : lipides (triglycérides, lipoprotéines), glucides (glycogene), protéines et
sels minéraux correspond a la vitellogénése (Cassier et al., 1997). Les protéines jouent un role
fondamental dans ’organisme de toutes les especes biologiques vivantes connues. Ces
derniéres entrent dans diverses réactions et peuvent assurer la catalyse biochimique, la
régulation hormonale et s’intégrent dans la cellule comme éléments structuraux en méme
temps que les glucides et les lipides (Jacob et al., 1961). Dans ce processus, la protéine

essentielle est la vitéllogénine, une protéine précurseur du vitellus dans les ovocytes (Attardo
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et al., 2005) ; elle est synthétisee dans les corps gras qui est un lieu de stockage des
métabolites (protéines, glucides et lipides), mais aussi de synthese de la majorité des protéines
hémolymphatiques (Roma et al., 2010), et secrétée dans 1’hémolymphe puis captée par les
ovocytes en voie de développement (Gilbert et al., 2000). Des travaux antérieurs ont confirmé
la présence de récepteurs sur la membrane des ovocytes pour les vitéllogénines (Amdam et
al., 2002). Toute modification dans la concentration en protéines au cours de la vitellogénése
peut conduire a une altération de la reproduction (Robker et al., 2009). Nos résultats révélent
une réduction hautement significative des taux de protéines ovariennes chez les traitées par
rapport aux témoins. Des résultats similaires ont été rapportés chez B. orientalis (Tine et al.,
2011) et D. melanogaster (Boulahbel et al., 2015) traitées avec differentes formulations
commerciales d’azadirachtine.

Le méthoxyfénozide reduit le contenu ovarien en protéines chez E. kuehniella (Bakli et
al., 2016). Le traitement avec d’autres analogues de I’hormone de mue (le tébufénozide et le
halofénozide) provoquent une réduction hautement significative du taux des protéines
(Khebbeb, 2008 ; Soltani-Mazouni et Hami, 2010). Le méme effet réducteur a été enregistré
apres le traitement des femelles d’E. kuehniella avec le captopril (Yezli-Touiker et al., 2016).
Des doses sublétales de chlorfluazuron, un inhibiteur de la synthese de la chitine, en
application topique sur les chenilles du dernier stade de S. litura réduisent significativement
les taux des différents métabolites ovariens (Perveen, 2011).

Cette diminution dans les taux des protéines ovariennes implique une réduction de
I’accumulation du vitellus indispensables a 1’accroissement et la maturation des ovocytes.
Cette diminution est corrélée avec la réduction du nombre d’ovocyte par paire d’ovaires ainsi
que la taille et le volume de ’ovocyte basal. La diminution peut étre attribuée egalement a
I’effet anti appétant de 1’azadirachtine qui affecte I'apport alimentaire et I'activité des enzymes
digestives dans l'intestin moyen, chez D. melanogaster (Kilani-Morakchi et al., 2017).

L’étude éléctrophorétique menée in vivo sur les femelles adultes d’E. kuehniella a
permis de séparer 12 fractions protéiques chez les témoins, dont le poids moléculaires varient
de 29,04 kDa a 233,88 kDa. La comparaison des profils éléctrophorétiques révele que
’azadirachtine utilisé a deux doses (Dl2s, Dlso) réduit le nombre de fractions protéiques ; on
note 1’absence de 3 fractions : 3,6 et 9 dont les poids moléculaires sont respectivement 206,06
kDa, 124,45 kDa et 70,30 kDa chez les traités avec la Dlzs, et de 6 fractions : 2, 3, 5, 6, 9 et
10 dont les poids moléculaires sont respectivement 219,78 kDa, 206,06 kDa, 150,31 kDa,
124,45 kDa, 70,30 kDa et 42,46 kDa chez les traités avec la Dlso.
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Des résultats similaires ont été trouve lors du traitement avec le méthoxyfénozide ; en
effet le RH-2485 affecte le profil des protéines hémolymphatiques et ovariennes chez Bombyx
mori (Lepidoptera : Bombycidae) (Rajathi et al., 2010) et S. mauritia (Resmitha et al., 2014)
et E. kuehniella (Kirane-Amrani et al., 2018). L’application d’autres mimétiques de
I’hormone de mue affecte le profil des protéines, tel que le holofenozide, testé sur des
femelles adultes de T. molitor, qui entraine ’absence de 2 fractions protéiques (Taibi et al.,
2003) et affecte le profil des protéines hémolymphatiques chez les nymphes de la méme
espece (Lakbar, 1999). Soltani-Mazouni et al., 2004, ont montré que, le holofénozide, le
tébufenozide et le méthoxyfenozide affectent le profil électrophorétique en diminuant le
nombre de fractions protéiques chez T. molitor. Le KK-42, un antagoniste de I’hormone de
mue, administré in vivo (Zerguine, 1998) et in vitro (Benlabiod-Boudraa, 1997) chez les
femelles de T. molitor réduit aussi le nombre de fractions protéiques ovariennes. Récemment
(Yezli-Touiker et al., 2018) a prouvé que le captopril entraine I’absence de trois fractions
protéiques chez les adultes femelles d’E. kuehniella. Selon Perveen (2011), le chlorfluazuron,
un inhibiteur de la synthése de la chitine, diminue la quantité des protéines testiculaires chez
S. litura, ce qui suggeére une interférence avec la spermatogenése. Contrairement a nos
résultats, le traitement avec le RH-2485 est sans effet significatif sur la qualité des protéines
testiculaires chez E. kuehniella (Bouzeraa et Soltani-Mazouni, 2014).

La chute des taux des protéines ovariennes, et la modification de I’aspect des ces
protéines aprés traitement avec 1’azadirachtine peuvent étre attribués a son effet perturbateur
de I’équilibre hormonal.

En effet, I’azadirachtine, agit comme un régulateur de croissance en perturbant par ses
effets antagonistes sur les ecdystéroides et I’HJ, les processus physiologiques comme le

développement et la reproduction (Mordue et al., 2005 ; Morgan, 2009).

4.7. Effets de I’azadirachtine sur la morphométrie des ovaires

Chez les insectes, le développement et la reproduction sont contrélés 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 et Rauschenbach, 2008 ;
Hiruma et Kaneko, 2013). De nombreuses études réalisées sur divers ordres d’insectes ont
démontré I’implication de I’'HJ, de 1’ecdysone ainsi que certaines neurohormones dans le
contréle de la physiologie reproductive (Engelmann, 1979 ; Davis et al., 1990 ; Cusson et al.,
1994 ; Géde et Hoffmann, 2005).
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Le traitement par application topique des chrysalides femelles d’E. kuehniella
nouvellement exuviées avec 1’azadirachtine perturbe I’ovogénése en provoquant une
réduction du poids frais des ovaires et du nombre d’ovocytes. L’azadirachtine réduit
¢galement la taille de I’ovocyte basal (longueur, largeur et volume).

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés aprés ’application topique de la méme
molécule sur B. orientalis (Tine et al., 2011).

Le Neem-Azal, administré par application topique a la DLso (0,63 ng) le jour de
I’émergence des femelles de D. melanogaster, diminue significativement le nombre
d’ovocytes par ovaire ainsi que le volume de 1’ovocyte basal (Oulhaci et al., 2018). Un
blocage de I’ovogénese et une dégénérescence des cellules folliculaires ont été rapportés chez
Anopheles stephensi (Diptera : Culicidae) apres traitement au Neem-Azal (Lucantoni et al.,
2006).

De plus, l'application topique de certains agonistes des ecdystéroides (tébufénozide,
halophénozide et méthoxyphénozide) réduit le poids frais des ovaires, le nombre d'ovocytes
par paire d'ovaires et la longueur de l'ovocyte basal chez E. kuehniella (Hami et al., 2005 ;
Khebbeb et al., 2008 ; Soltani-Mazouni et al., 2012 ; Bakli et al., 2016).

L’halofenozide, affecte la morphométrie des ovaires chez T. molitor (Soltani-Mazouni

et al., 2001 ; Taibi, 2007) et chez B. germanica (Kilani-Morakchi et al., 2009a , 2014).
Le tébufénozide perturbe la morphométrie des ovaires chez P. interpunctella (Silhacek et al.,
1990 ; Auzoux-Bordenave, 2005) ; Spodoptera littoralis (Lepidoptera : Noctuidae) (Smagghe
et Degheele, 1992) ; Spodoptera exempta (Lepidoptera : Noctuidae) (Smagghe et Degheele,
1994) ; Mamestra brassicae (Lepidoptera: Noctuidae) et Pieris brassicae (Lepidoptera :
Pieridae) (Darvas et al., 1992) et chez Choristoneura fumifirana (Lepidoptera : Tortricidae)
(Dhadialla et al., 2005).

Le dibenzoylhydrazine, un agoniste des ecdystéroides provoque une perturbation du
développement des ovaires chez P. interpunctella et T. molitor (Aller et Ramsay, 1988 ;
Salem et al., 1997 ; Hami et al., 2005).

Le méthopréne, un régulateur de croissance, analogue de I’hormone juvénile, réduit le
nombre d’ovocytes dans les ovaires des femelles de B. germanica (Maiza et al., 2004). Le
pyriproxyfeéne, un autre analogue de I’hormone juvénile inhibe la croissance des ovaires et
entraine I’'immaturité de 1’oothéque chez B. germanica (Kawada, 1988) ; il provoque une
diminution du nombre d’ovocytes par paire d’ovaires et cause une augmentation du volume

de I'ovocyte basal chez T. molitor (Lakbar, 1999).
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L’application du KK-42, dérivé de I’'imidazole, inhibiteur de la biosynthése de
I’hormone de mue, réduit le nombre d’ovocyte et la longueur de 1’ovocyte basal chez T.
molitor (Amrani et al., 2004). Des effets similaires sur la morphométrie ont été obtenus chez
B. germanica avec un insecticide inorganique, I’acide borique, administré par voie orale
(Kilani-Morakchi et al., 2009b) mais aussi, par injection (Habes et al., 2013).

La diminution du poids frais des ovaires, du nombre d’ovocytes ainsi que la taille des
ovocytes basaux chez les femelles traitées d’E. kuehniella avec I’azadirachtine, pourrait étre
expliquer par le fait que le processus de la vitellogénese chez les insectes est sous le contrdle
de la 20E et I'normone juvénile (Engelmann, 1979 ; Davis et al., 1990 ; Cusson et al., 1994 ;
Gade et Hoffman, 2005) ; L’azadirachtine agit comme antagoniste de ces deux hormones
(Stark et al., 1990 ; Stark et al., 1992 ; Mordue et al., 2005), et toute interférence dans
I'homéostasie de ces hormones avec des sources exogenes (agonistes ou antagonistes) peut
entrainer des anomalies dans la croissance des ovocytes, la formation des ceufs, et
I'embryogenese (Smagghe et al., 2003). En effet, les ecdystéroides permettent la réinitiation
méiotique des ovocytes (Lanot et al., 1987) et 'ovulation (Ruegg et al., 1992), alors que
I’hormone juvénile controle la vitellogénése mais €également la transcription des genes

nécessaires a ce processus (Hoffman et Sorge, 1996 ; Hoffman et al., 1999).

4.8. Effets de I’azadirachtine sur I’épaisseur de I’épithélium folliculaire

Chez E. kuehniella, I’ovaire est de type méroistique polytrophique. Il comprend de 8 a
10 ovarioles, il est constitué par un tube épithélial mésodermique dans lequel les ovocytes
sont en succession linéaire reflétant leur développement (\William, 1971), chaque ovariole est
caractérisée par l'existence de deux zones fonctionnelles, le germanium apical et le
vitellarium (Cassier et al., 1997). Le germanium se différencie le premier, il contient des
cellules germinales primordiales qui engendrent par division deux catégories de cellules
sceurs, des ovocytes et des cellules nourricieres ou trophocytes et des cellules somatiques
(Cassier et al., 1997). Le vitellarium permet aux ovocytes, entourés par une assise de cellules
folliculaires, dont I’ensemble forme un follicule, d’accumuler des réserves (vitellus) et
d’acquérir des enveloppes protectrices, sécrétées par le follicule, appelées enveloppe vitelline
et chorion (Raikhel et Dhadialla, 1992).

Comme chez toutes les especes animales, la vitellogénése comprend deux phases
successives: la phase de pré-vitellogénese (premier accroissement des ovocytes) et la phase de

vitellogénese (phase du dép6t du vitellus). La croissance ovocytaire déterminée par la
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longueur de 1’ovocyte basal conduit a citer les différentes étapes du développement ovarien
(Gerber, 1975).

Les femelles adultes d’Ephestia kuehniella débutent leur vitellogénese a 4 jours aprés la
mue nymphale (Zimowska et al., 1995 ; Beckemeyer et Shirk, 2004). Dans certains cas
comme chez les 1épidopteéres, la sécrétion des enveloppes de I’ceuf nécessite 1’action conjointe
de deux hormones, I’hormone de mue et I’hormone juvénile (Cassier et al., 1997 ; Kidokoro
et al., 2006).

Chez les adultes femelles, les cellules folliculaires produisent des ecdystéroides (Rees et
al., 2010) qui jouent un réle important dans le développement des ovaires, la vitéllogénése et
la maturation des ceufs. Ces ecdystéroides sont absorbés et accumulés dans des ceufs matures
et servent comme un substrat hormonale pour les mues embryonnaires au cours de
I’embryogénese (Hagedorn, 1985 ; Lafont et al., 2005). Des expeériences in vitro ont permis
de demontrer que les ovaires produisent des ecdystéroides chez des espéces de différents
ordres d’insectes comme S. gregaria (Rees et Isaac, 1984), L. migratoria (Lagueux et al.,
1981), M. sexta (Thompson et al., 1987), T. molitor (Soltani-Mazouni et al., 1999). Martin et
al., 2001 ont démontré que la 20E maintenait ’expression des génes de la vitellogénine dans
les corps gras, la protéine étant par la suite acheminée et incorporée aux ovocytes (Koller et
Raikhel, 1991). Par ailleurs, la 20E induit la différentiation folliculaire des ovaires (Sahlen,
1994 ; Lafont et al., 2005) et pourrait agir au cours de la choriogenése (Lin et al., 1993).

Les mesures de 1’épaisseur de 1’épithélium folliculaire chez les séries traitées, ont
montré que I’application de 1’azadirachtine (DI2s, Dlso), provoque une diminution hautement
significative de 1’épaisseur de 1’épithélium folliculaire par rapport aux témoins. Ceci est en
accord avec les résultats de Bakli et al., 2016, montrant que le méthoxyfénozide réduit
significativement 1’épaisseur de 1’épithélium folliculaire a différents &ges chez E. kuehniella.
Pareillement, les résultats obtenus in vivo par Taibi et al., 2003, indiquent que le RH-0345
réduit 1’épaisseur de I’épithélium folliculaire chez les adultes de T. molitor. De méme,
I’application du diflubenzuron réduit 1’épaisseur de 1’épithélium folliculaire chez C.
pomonella (Soltani et Soltani-Mazouni, 1992), T. molitor (Soltani-Mazouni, 1994). Le
chlorfuazuron affecte également 1’épaisseur de I’épithélium folliculaire chez S. litura (Farzana
et Tadishi, 2000).

Ces effets peuvent étre liés a la présence de 1’azadirachtine dans les ovaires d’E.
kuehniella, ce qui exerce une action antagoniste des ecydstéroides sur la vitellogénese et son
controle endocrine ce qui se traduit par une réduction de I’épaisseur de 1’épithélium

folliculaire ; cependant chez les Lépidopteres ou la vitellogénese s’effectue au stade nymphal,
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comme E. kuehniella, les ecdysteroides stimulent la vitellogénese, mais a des concentrations
bien déterminées, une forte dose ou une concentration élevée de la 20E inhibe ce processus
(Tsuchida et al., 1987). En effet, I’administration de forte dose de la 20E inhibe la
vitellogénése chez Lymantria dispar (Lepidoptera : Erebidae) (Davis et al., 1990).

4.9. Effets de I’azadirachtine sur I’épaisseur du chorion

Chez E. kuehniella, la choriogénése commence deux a six heures aprés 1’exuviation
adulte (Zimowska et al., 1995 ; Beckemeyer et Shirk, 2004). La morphogénese, la structure
des enveloppes de I’ceuf ainsi que le développement de la couche cristalline ont été étudié
chez D. melanogaster (Margaritis, 1985 ; Margaritis et Mazzini, 1989 ; Trougakos et
Margaratis, 2002) et chez Lygus lineloaris (Hemiptera : Miridae) (Peter et al., 2002). Au
cours de la choriogénese le dépdt successif de I’enveloppe vitelline, 1’endochorion et
I’exochorion par les cellules folliculaires nécessite la présence de 1’hormone de mue ce qui a
été mis en évidence in vitro chez B. germanica (Bellés et al., 1993). Chez certains
Iépidopteres, la sécrétion des enveloppes protectrices nécessite 1’action conjointe de deux
hormones, ’hormone de mue et ’'HJ (Cassier et al., 1997 ; Kidokoro et al., 2006).

Les résultats obtenus dans notre expérimentation menée in vivo sur les ovaires d’E.
kuehniella montrent que 1’azadirachtine (Dl2s, Dlso) réduit significativement 1’épaisseur du
chorion des ovocytes basaux. Nos resultats sont en accord avec ceux de Hami et al., 2005
montrant que le tebufenozide et le holofenozide réduisent significativement I’épaisseur du
chorion chez E. kuehniella. Le diflubenzuron (DFB), parait agir sur I’incorporation de
précurseurs vitellogéniques dans les ovocytes au cours de leur maturation et sur la synthese et
I’épaisseur du chorion (Soltani et Soltani-Mazouni, 1997). Le KK-42, antagoniste des
ecdystéroides réduit significativement 1’épaisseur du chorion sur les ovocytes de T. molitor
(Taibi, 2000 ; Soltani-Mazouni et al., 2000 a et b ; Soltani-Mazouni et al., 2001). Le captopril
appliqué topiquement aux femelles d’E. kuehniella réduit significativement 1’épaisseur du
chorion des ovocytes basaux (Yezli-Touiker et al., 2016).

chez les Lépidopteres, la sécrétion des enveloppes de I’ceuf nécessite I’action conjointe
de I’hormone juvénile et I’hormone de mue (Cassier et al., 1997, Kidokoro et al., 2006). Les
ecdystéroides interviennent directement ou indirectement dans le contrble des différents
aspects de développement des ovaires tels que, la différenciation des octets dans les ovocytes
et les cellules nourriciéres, expulsion de calices des capsules de 1’ovaire et la synthése de la
vitéllogénine. Au cours du stade nymphal des lépidopteres, les ovocytes accumulent et

organisent le vitellus a partir d’un précurseur hémolymphatique et le corps gras, tandis que les
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cellules de 1’épithélium folliculaires synthétisent des composants supplémentaires du vitellus
ainsi que la membrane vitelline et le chorion (Telfer, 2009).

On peut donc penser que la diminution de 1’épaisseur du chorion observée dans les
ovocytes basaux préleves des femelles adultes nouvellement émergées traitées est
probablement liée a des interactions endocrines de 1’azadirachtine avec les ecdystéroides

ovariens au cours de la choriogénése.

4.10. Effets de ’azadirachtine sur le potentiel reproducteur

Le potentiel reproducteur des insectes reste un des facteurs les plus importants de leur
indéniable pullulation et I’é¢tude de la reproduction est nécessaire pour toute approche
raisonnée visant une diminution sensible des dégats causes par les déprédateurs (Soltani-
Mazouni et Soltani, 1995). Chez E. kuehniella, les étapes de la vitellogénése s’effectuent
pendant la vie nymphale, I’accouplement et la fécondation ont lieu pendant les 12 premicres
heures apres 1’exuviation adulte (période de préoviposition) et la période d’oviposition dure 3
a 4 jours (Taibi, 2007 ; Khebbeb et al., 2008 ; Soltani-Mazouni et al., 2011 ; Yezli-Touiker et
al., 206).

Nos résultats montrent que [’azadirachtine affecte significativement le potentiel
reproducteur des femelles d’E. kuehniella. En effet, le traitement des chrysalides femelles des
leur exuviation nymphale augmente la période de préoviposition, réduit la durée de la période
d’oviposition, la fécondité et la viabilité des ceufs. Radwan et al., 2019 ont rapporté que
I’azadirachtine a réduit ’oviposition de la tordeuse du riz, Cnaphalocrocis medinalis
(Lepidoptera : Crambidae). Les effets de l'azadirachtine sur la fécondité et I’oviposition ont
également été rapportés chez D. melanogaster (Bezzar-Bendjazia et al., 2016 ; Boulahbel et
al., 2015 ; Oulhaci et al., 2018). L’impact de 1’azadirachtine sur la fécondité et la fertilité est
aussi retrouvé chez L. migratoria (Mordue et al., 2005), Musca domestica (Diptera:
Muscidae) (Ghoneim et al., 2007), S. littoralis (Pineda et al., 2009), Lobesia botrana
(Lepidoptera : Tortricidae) (Irigaray et al., 2010), H. armigera (Abedi et al., 2014; Ahmad et
al., 2015) et A. stephensi (Dembo et al., 2015 ; Evans et Hallett, 2016).

Des études antérieures ont révélé que ’administration des agonistes des ecdystéroides
par voie orale ou par application topique peut produire a long terme des effets toxiques chez
les adultes des especes cibles. En effet, le tébufénozide, le méthoxyfénozide et le halofénozide
affectent négativement la fécondité et la fertilité chez plusieurs lépidoptéres et coléoptéres

comme Choristoneura rosaceana, C. pomonella, Spodoptera exigua, S. littoralis,
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Leptinotarsa decemlineata, T. molitor et E. kuehniella (Farinos et al., 1999 ; Knight, 2000 ;
Sun et al., 2000 ; Taibi et al., 2003 ; Osorio et al., 2008 ; Pineda et al., 2009 ; Soltani-
Mazouni et al., 2012).

L’impact sur le potentiel reproducteur a été mis en évidence aussi avec les analogues de
I’hormone juvénile chez de nombreuses especes. En effet, le pyriproxyféne utilisé in vivo par
application topique chez les femelles adultes de T. molitor affecte significativement leur
potentiel reproducteur. 1l augmente la durée de la période de préoviposition et diminue la
fécondité et la durée du développement embryonnaire (Lakbar, 1999). Aussi, le traitement des
ceufs par le pyriproxyfeéne et le buprofézine (inhibiteur de la synthese de la chitine) réduisent
la viabilité des ceufs, la période d’oviposition et la production d’ceufs chez un Coléoptere
prédateur d’Homoptéres Delphatus catalinae (Tong-Xian et al., 2004). Le fénoxycarbe,
agoniste de I’hormone juvénile, prolonge la période de préoviposition, réduit la période
d’oviposition, la fécondité des femelles et supprime a 100% I’éclosion des ceufs (Taibi, 2000).

Dhadialla et al., 1998 expliquent I’inhibition de 1’oviposition par 1’absence de sécrétion
de facteurs stimulants de I’oviposition qui sont normalement présents dans I’hémolymphe des
femelles fecondées non traitées, chez S. exempta, S. exigua et L. decemlineata. De plus, le
RH- 5849 interfére dans 1’ovulation et 1’oviposition, puisque les ecdystéroides stimulent les
cellules neurosécrétrices pour la synthése de I’hormone myotropique d’ovulation (Smagghe et
Degheele, 1994). La sécrétion de ’hormone de 1’ovulation se fait aprés la libération d’un pic
d’ecdystéroides (Hagedorn, 1985).

L’ovogénése, la vitellogénéese, la maturation des ceufs et I’oviposition sont contrdlés par
les ecdystéroides et I’'HJ (Swevers et al., 2005 ; Jagadeeshan et al., 2015). En effet,
l'azadirachtine empéche la ponte en inhibant lI'ovogenese et la synthese des ecdystéroides
(Linton et al., 1997). De plus, l'azadirachtine module les titres d'ecdystéroides et d’hormones
juveéniles, qui se manifestent bien par une altération perceptible de la croissance, de la mue, du
développement ovarien, de l'ultra structure des ovocytes, de la fécondité et de la viabilité des
ceufs (Mordue et Blackwell, 1993 ; Su et Mulla, 1999 ; Lucantoni et al., 2006 ; Suman et al.,
2010). En outre, I’azadirachtine pourrait affecter chez les femelles le systéme reproducteur et
la vitellogénese ; en effet, il est cité des altérations morphologiques des ovocytes, une
importante dégénérescence des cellules folliculaires mais aussi une fragmentation dans les
vésicules germinales et I'inversion de leur localisation (Mordue et al., 2005 ; Lucantoni et al.,
2006 ; Ghazawi et al., 2007 ; Denardi et al., 2010 ; 2011 ; Remedio et al., 2015).
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Cette étude a évalu¢ I’effet d’une formulation commerciale de I’azadirachtine (Neem
Azal) antagoniste de 1’hormone juvénile « HJ » et des ecdystéroides, sur la reproduction d’un

Lépidoptére ravageur des denrées stockées : Ephestia kuehniella (Zeller 1879).

Des essais insecticides ont été réalisés afin de tester 1’efficacité de I’azadirachtine. La
mortalité a été relevée a I’émergence de ’adulte. Les doses sublétales et létales (Dl2s, Dlso),
déterminées a partir de la régression non linéaire sont de 0,4277 pg et 1,063 ug
respectivement. L’azadirachtine affecte le développement nymphal d’ou I’apparition de
quatre types morphologiques (adulte normaux, adulte malformés au niveau des ailes, une mue
partielle et une mue bloquée). Il affecte également la croissance pondérale des chrysalides
durant la métamorphose (0, 1, 3, 5, 7 et 9 jours). L’azadirachtine évalué sur les vitéllogénines
dans le corps gras induit une diminution avec une relation dose-réponse a tous les jours testés
(0, 1, 3, 5 et 7 jours). De plus, une diminution du taux des vitellines ovariennes a eté note. La
formulation commerciale a également diminué le taux de protéines dans les ovaires, et 1’étude
électro-phorétique révele une reduction des fractions chez les individus traités par rapport aux
témoins. La chute des taux des protéines ovariennes, et la modification de I’aspect des ces
protéines apres traitement avec 1’azadirachtine peuvent étre attribués a son effet perturbateur
de I’équilibre hormonal. Des effets sur la morphologie de I’ovaire ont également été notés, a
savoir : diminution du poids frais, réduction du nombre d’ovocytes, diminution de la
longueur, la largeur ainsi que le volume de 1’ovocyte basal, et une diminution de 1’épaisseur
de Iépithélium folliculaire et 1’épaisseur du chorion des ovocytes basaux. Ceci est
probablement lié aux interactions endocrines de 1’azadirachtine avec les ecdystéroides
ovariens au cours de la choriogénése. L’azadirachtine a affecté également la période de

préoviposition, I’oviposition, la fécondité et la viabilité des ceufs.

Tous ces résultats pourraient étres expliquer par le fait que 1’azadirachtine agit comme
un régulateur de croissance en perturbant par ses effets antagonistes sur les ecdystéroides et

I’HJ, les processus physiologiques comme le développement et la reproduction.

Ainsi, a ’avenir il serait intéressant de : réaliser une analyse qualitative et quantitative
des ecdystéroides dans les ovaires et les ceufs pondus ; réaliser une analyse quantitative des
constituant énergétiques ovariens ; suivre la survie des adultes de la premiere génération ;
faire des Westerns blot pour voir exactement quelles sont les protéines qui disparaissent aprés

traitement.
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Figure 16. Effet in vivo de I’azadirachtine administré par application topique (Dl2s : 0,427ug
et Dlso : 1,063uQ) a I’exuviation nymphale d’Ephestia kuehniella sur la durée du
développement nymphal (m £ sd ; n = 12). Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont
pas significativement différentes (p > 0,05).

Tableau 28. Types morphologiques induits des nymphes témoins et traitées a 1’azadirachtine
aux deux doses (Dlzs et Dlsg) d’Ephestia kuehniella nouvellement exuviées. (3 répétitions, n =
60). N : Adulte Normal ; M : Adulte Malformé ; MP : Mue Partielle ; MB : Mue Bloquée.

Types morphologiques
(Traitées Dl2s)

Types morphologiques
Répétitions (Témoins) Effectifs
N M MP MB
1 85,71 (12) 7,14 (1) 0 (0) 7,14 (1) 14
2 78,57(11) 7,14 (1) 0 (0) 14,28(2) 14
3 84,37(27) 9,37 (3) 0 (0) 6,25 (2) 32

1 53,33 (16) 20 (6) 3,33 (1) 23,33 (7) 30
2 46,66 (7) 26,66 (4) 0 (0) 26,66 (4) 15
3 53,33 (8) 20 (3) 0 (0) 26,66 (4) 15
Types morphologiques
(Traitées Dlso)
1 34,48 (11) 22,58 (7) 12,90 (4) 29,03 (9) 31
2 35,71 (5) 21,42 (3) 7,14 (1) 21,42 (3) 14
3 46,66 (7) 33,33 (5) 6,66 (1) 26,66 (4) 15
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Figure 17. Effet in vivo de I’azadirachtine administré par application topique (Dl2s : 0,427ug
et Dlso : 1,063ug) sur ’évolution pondérale (mg) des chrysalides femelles d 'Ephestia
kuehniella au cours du temps (jours) durant la métamorphose (m £ sd ; n = 6). Comparaison
des moyennes pour un méme temps entre les différentes seéries. Les moyennes suivies d’ une
méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).
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Figure 18. Effets de I’azadirachtine, administrée par application topique (Dl2s : 0,4271g et
Dlso : 1,063ug) le jour de I’exuviation nymphale, sur le contenu en vitéllogénines (ug/mg de
tissu) dans les corps gras au cours du stade nymphal chez les femelles d’Ephestia kuehniella

(m+sd; n=12). Comparaison des moyennes pour un méme temps entre les différentes
séries. Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p >
0,05).
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Figure 19. Effet in vivo de l'azadirachtine (Dl2s : 0,427ug et Dlso : 1,063ug), sur le contenu
en vitellines ovariennes (ng/mg) a I’émergence chez les adultes femelles d’Ephestia
kuehniella. (m = sd ; n = 12). Les valeurs suivies de lettres différentes sont significativement
différentes a p <0,05.
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Figure 20. Effet in vivo de ’azadirachtine (Dl2s : 0,427ug et Dlso : 1,063g) administré par
application topique a I’exuviation nymphal d 'Ephestia kuehniella sur le taux des protéines
ovariennes (pug/mg) mesuré a 1I’émergence adulte (<8h). (m+sd ; n =6, p <0,0001). Les
moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes a p > 0,05.
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Figure 21. Effet in vivo de I’azadirachtine administré par application topique (Dl2s : 0,427ug
et Dlso : 1,063ug) a ’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella sur le poids frais (mg)
des ovaires, mesuré a I’émergence adulte (<8h) (m £ sd ; n=12). Les moyennes suivies d’une
méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).
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Figure 22. Effet in vivo de I’azadirachtine administré par application topique (Dl2s : 0,427ug
et Dlso : 1,063uQ) a ’exuviation nymphale d’Ephestia kuehniella sur le nombre d’ovocyte par
paire d’ovaires, mesuré a 1’émergence adulte (<8h) (m = sd ; n = 12). Les moyennes suivies
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).
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Figure 23. Effet in vivo de I’azadirachtine administré par application topique (Dl2s : 0,427ug
et Dlso : 1,063ug) a I’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella sur la longueur et la
largeur de 1’ovocyte basal, mesuré a I’émergence adulte (<8h) (m +sd ; n=12). Les
moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).
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Figure 24. Effet in vivo de I’azadirachtine administré par application topique (DI2s : 0,427ug
et Dlso : 1,063ug) a I’exuviation nymphale chez Ephestia kuehniella sur le volume de
I’ovocyte basal, mesuré a I’émergence adulte (<8h) (m £ sd ; n = 12). Les moyennes suivies
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).
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Figure 25. Effet in vivo de I’azadirachtine administré par application topique (Dl2s : 0,427ug

et Dlso : 1,063ug) a I’exuviation nymphale d 'Ephestia kuehniella sur 1’épaisseur de
I’épithélium folliculaire (A) et sur I’épaisseur du chorion (B) (um) des ovocytes basaux
mesuré a I’émergence adulte (m + sd ; n= 6). Les valeurs suivies de lettres différentes sont

significativement différentes a p <0,05
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Figure 26. Effet in vivo de lI'azadirachtine appliquée topiquement (Dl2s : 0,427ug et Dlso :
1,063g) sur des chrysalides femelles nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella sur la
durée (jours) des périodes de préoviposition et d’oviposition (m + sd ; n = 12). Les valeurs
suivies de lettres différentes sont significativement différentes a p <0,05
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Figure 27. Effet in vivo de l'azadirachtine appliquée topiquement (Dl2s : 0,427ug et Dlsg :
1,063uQ) sur des chrysalides femelles nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella sur la
fécondité (nombre d’ceufs pondus / femelle) et la viabilité des ceufs (pourcentage d’éclosion
%) (m+sd ; n=12). Les valeurs suivies de lettres différentes sont significativement
différentes a p <0,05.
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RESUME

L’azadirachtine (Neem Azal) a été utiliseé in vivo par application topique sur des
chrysalides nouvellement exuviées d’E. kuehniella. Dans un premier temps, la formulation
commerciale a été évaluée sur I'inhibition de 1’émergence adulte, la durée du développement
nymphale, les types morphologiques induits et I’évolution pondérale des chrysalides.
L’azadirachtine a été testé, ensuite, en traitement simple sur le taux des vitéllogénines (dans le
corps gras) et des vitellines (dans les ovaires), la qualité et la quantité des protéines
ovariennes, la morphométrie de I’ovaire, I’épaisseur de I’épithélium folliculaire et 1’épaisseur
du chorion des ovocytes basaux et enfin sur le potentiel reproducteur.

L’azadirachtine entraine une inhibition de I’émergence adulte avec une relation dose-
réponse. Les doses d’inhibition (DI) DI2s et Dlsp determinees, grace a une régression non
linéaire, sont de I’ordre de 0,4277 nug et 1,063 pg respectivement. L’azadirachtine perturbe le
développement d’E. kuehniella en entrainant une augmentation de la durée du développement
nymphale, I’apparition de quatre différents types morphologiques a la mue imaginale et une
diminution du poids des chrysalides au cours du temps durant la métamorphose. Le
traitement, appliqué le jour de I’exuviation nymphale, entraine une perturbation du taux des
vitéllogénines (dans le corps gras) et des vitellines (dans les ovaires) ; une diminution des
taux des protéines ovariennes, et 1’étude électro-phorétique révele une modification aux
niveaux des fractions protéiques chez les traités comparativement aux témoins.
L’azadirachtine affecte également le poids frais des ovaires, le nombre d’ovocyte par paire
d’ovaire, la longueur, la largeur et le volume de 1’ovocyte basal. L’étude histologique révele
une diminution de 1’épaisseur de I’épithélium folliculaire et I’épaisseur du chorion des
ovocytes basaux. Le Neem Azal augmente la période de pré-oviposition et diminue la période

d’oviposition, la fécondité ainsi que la viabilité des ceufs.

Tous ces résultats pourraient étres expliquer par le fait que 1’azadirachtine agit comme
un régulateur de croissance en perturbant le développement et la reproduction chez E.

kuehniella, par ses effets antagonistes sur les ecdystéroides et 1’hormone juvénile.

Mot clés : Ephestia kuehniella, Azadirachtine, Toxicité, Reproduction.
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ABSTRACT

Azadirachtin (Neem Azal) has been used in vivo by topical application to newly
exuviated pupae of E. kuehniella. First, the commercial formulation was evaluated on the
inhibition of adult emergence, the duration of pupal development, the morphological types
induced and the weight development of the pupae. Azadirachtin was then tested as a simple
treatment on the rate of vitellogenins (in the fatty body) and vitellins (in the ovaries), the
quality and quantity of ovarian proteins, the morphometry of the ovary, the thickness of the
follicular epithelium and the thickness of the chorion of basal oocyte and finally on the

reproductive events.

Azadirachtin inhibits adult emergence with a dose-response relationship. The ID2s and
IDso inhibition doses (ID) determined by nonlinear regression are of the order of 0.4277 ug
and 1.063 ug, respectively. Azadirachtin interferes with the development of E. kuehniella by
causing an increase in the duration of pupal development, the appearance of four different
morphological types at imaginal moult and a decrease in the weight of the pupae over time
during metamorphosis. The treatment, applied the day of pupal exuviation, disrupts the level
of vitellogenins (in the fatty body) and vitellines (in the ovaries); decreased levels of ovarian
proteins, and electrophoretic study revealed a change in protein fraction levels in treated
compared to controls. Azadirachtin also affects the fresh weight of the ovaries, the number of
oocytes per pair of ovaries, the length, width and volume of the basal oocyte. Histological
study reveals a decrease in the thickness of the follicular epithelium and the thickness of the
chorion of the basal oocytes. Neem Azal increases the pre-oviposition period and decreases

the oviposition period, fertility and egg viability.

All of these results could be explained by the fact that azadirachtin acts as a growth
regulator by disrupting development and reproduction in E. kuehniella, by its antagonistic

effects on ecdysteroids and juvenile hormone.

Keywords: Ephestia kuehniella, Azadirachtin, Toxicity, Reproduction.
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ABSTRACT

The current study examined the lethal and sublethal effects of azadirachtin on pest of stored food Ephestia
kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae). Firstly, several doses were tested by topical application on newly
molted pupae and the doses of inhibition (ID) of adult emergence were determined then, two doses, 0.42 ug/
pupa and 1.06 pg/pupa, corresponding to ID,; and ID,, the doses required for 25 and 50% inhibition of adult
emergence, respectively. They were tested on different development parameters and cuticular thicknesses during
metamorphosis. Results showed that azadirachtin significantly increased the duration of pupal development and
decreased pupal weight. In addition, treatment disrupted metamorphosis and several morphogenetic types have
been observed (malformed adults, partial molt and blocked molt). Lastly, azadirachtin also affected cuticular
secretion by reducing the thickness of the old and the new cuticle at different ages during metamorphosis.

Key words : Azadirachtin, cuticle secretion, development, Ephestia kuenniella, molting disruption.

INTRODUCTION

The pyralid Mediterranean flour moth, Ephestia
kuehniella Zeller, is a major pest of stored grain
products as well as flour and other milled products
(Caspari and Gottlieb, 1975; Soltani-Mazouni et al.,
2012), and considered as a significant model to study
interactions between pesticides and insects because
it has a short life cycle, a high reproductive potential
and simple rearing in laboratory conditions (Shahriari
et al., 2018). Many storage systems rely on the use
of synthetic insecticides and fumigants to control
stored-product pests. These synthetic insecticides and
fumigants are the most economical and convenient
tools for managing these pests (Campos et al., 2016).
Despite their satisfying results, the use of chemical
fumigants is being restricted in many countries
because of the fumigants dangerous side effects
such as the conventional pesticides could induce
pest resistance (Ahmad et al., 2013). In addition,
the residues of pesticides also confer negative
consequences on human health and environment
(Cox and Surgan, 2006). Combined, these issues
have created an urgent need for sustainable, effective
pest control solutions (Moshi and Matoju, 2017;
Patil et al., 2017; Reddy and Chowdary, 2021).
The botanical pesticides could be considered as

*Corresponding author’s E-mail : yezlitouikersamira@yahoo.fr

an alternative tool for integrated pest management
due to the advantages of rapid degradation in
environment and low toxicity to mammals (Ahmad
et al., 2015). Currently, the most promising effective
botanical insecticide for integrated pest management
is azadirachtin and it is the most active insecticide
found in the seeds and leaves of neem (Butterworth
and Morgan, 1968; Tomé et al., 2013). Through the
years, attempts to evaluate the exact molecular
mechanism of insecticidal activity of azadirachtin
increased (Lin et al., 2016). This insecticide presents
a set of characteristics such as no toxicity for humans
or environment as well as a wide spectrum of
activity (Morgan, 2009). It has a high toxicity against
several insect pests such as dictyoptera, diptera and
lepidoptera (Mordue et al., 2005; Rehimi et al., 2011;
Tine et al., 2011; Tomé et al., 2013; Alouani et al.,
2018). Azadirachtin acts as an antagonist of juvenile
hormone (JH) and ecdysteroids (20-hydroxyecdysone,
20E), two major developmental hormones (Mordue
et al., 2005; Chaudhary et al., 2017). The reduction
in ecdysone synthesis is caused by the effect of
azadirachtin on the neuroendocrine system via an
interference with the release of prothoracicotropic
hormone (PTTH) from neurosecretory cells (Cortez
et al., 2012). This hormone has several missions
but the major one is to coordinate molt process
and insect's development (Yamanaka et al., 2013).
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This biopesticides acts with an antagonistic action of
both juvenile hormones (JH) and molting hormone
(ecdysteroids) (Mordue et al., 2010; Oliveira, 2019).
E. kuehniella has been extensively used as a model
species to better understand the mode of action of
pesticides (Yezli-Touiker and Soltani-Mazouni, 2011;
Soltani-Mazouni et al., 2012).The objectives of this
study were to determine the sublethal and lethal doses
of azadirachtin applied topically to newly molted pupae
of E. kuehniella as well as their effects on the duration
of pupal development, the weight of the pupae and
the morphological types induced by treatment. Finally,
the effect of azadirachtin was investigated on the
cuticular secretion by the thickness of the old and
the new cuticles during the pupal development.

MATERIALS AND METHODS

Insect : Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae) is a major pest of stored food all over
the world. In Algeria, it is particularly abundant in
grains stores and wheat flour (Yezli-Touiker et al.,
2019). The insect was reared in the laboratory at
a temperature of 27°C and a humidity of 80% in
almost continuous darkness as previously described
(Soltani-Mazouni et al., 2012). Pupae were staged
according to their age in days from pupal ecdysis.

Azadirachtin and topical bioassays : Neem Azal-
TS, a commercial formulation of azadirachtin (1%
EC; Trifolio-M GmbH, Lahnau, Germany) was
used throughout all experiments. The product was
dissolved in acetone and topically applied (2 ul per
insect) on newly ecdysed pupae (<8 h old) of E.
kuehniella. Control groups were treated with 2yl
of solvent (Acetone). Six doses (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5
and 3.5 pg/pupa) were tested (three replicates per
dose were done each consisting of 30 insects).
The inhibition percentages of adult emergence were
corrected in accordance with Abbott (1925). The
inhibition doses (ID) ID,, and ID., (doses causing
inhibition of adult emergence in 25 and 50% of
the treated insects, respectively) were determined
together with their corresponding 95% fiducial limits
(95% FL) and the Hill slope.

Determination of pupal development and morphological
study : Azadirachtin was tested in vivo by topical
application on newly molted pupae of E. kuehniella
(<8 h old) at two doses (ID,.: 0.427 ug; ID,: 1.063
Mg/pupa) in order to determine its effects on the
duration of pupal development and the weight of
pupae. The morphological types induced following
treatment were done on newly emerged adults (0
day). The percentages of each observed phenotype

were calculated. Each experiment used 60 individuals
and was replicated three times. Adult aberrations
were classified as follow: malformed adult, partially
emerged and total inhibition of adult emergence.

Histology : The thicknesses of the total pupal cuticle
(old cuticle) and of the new cuticle (pre-exuvial adult
cuticle) were estimated on histological sections of the
peripheral integument at different ages during the
pupal stage (from 0 to 9 days). Histological methods
of Martoja and Martoja (1967) were performed.
Azadirachtin was administrated topically at its ID,, and
ID,, on newly molted female pupae (<8h old). The
abdomens were dissected and fixed in 10% formol.
A series of graded ethanol are used for dehydration
then the samples were passed through three washes
in xylene before being embedded in paraffin wax.
Transverse sections (4 ym) obtained using a Leica
RM2125T (Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Wetzlar, Germany) manual rotary microtome, were
stained with hematoxylin-eosin. Observations were
made using a Leica DM500 microscope equipped
with a Leica ICC50 HD camera and the thicknesses
were determined using EZ Leica software.

Statistical analysis : Results are given as means *
standard deviation (SD). Levene’s tests were used
to check the homogeneity of variances. Data were
subjected to one-way or two-way analysis of variance
(ANOVA) followed by a posthoc Tukey test HSD. All
statistical analyses were done using Prism v 6.01 for
Windows (GraphPad Software Inc., www.graphpad.
com). Differences were declared significant at p < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Topical bioassay of azadirachtin against pupae :
Azadirachtin caused inhibition of adult emergence
with dose-response effects (Fig. 1). Indeed, the
corrected inhibition values were 38.88 + 1.92% for
the lowest dose (0.5 pg) and 89.88 + 3.17% for the
highest tested dose (3.5 pg). The inhibition recorded
in controls was 6 + 1%. Statistical analysis indicated
that the insecticide is toxic with a significant (p <
0.0001) effect of doses. The Tukey HSD test indicates
that there was a significant difference between the
different tested doses. The inhibition doses (ID ug)
of adult emergence with their corresponding 95%
fiducial limits (95% FL) were: ID,, 0.17 (0.06-0.48);
ID,,, 0.42 (0.22-0.79); ID,,, 1.06 (0.78-1.43); ID,,
6.56 (3.01-14.28). The non linear regression used
shows a Hill slope of 1.20 (0.63-1.77).

This bioinsecticide has been largely used and has
different impacts on the biology of insects including
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Fig. 1. Effect of azadirachtin (ug) topically applied to
newly ecdysed pupae of E. kuehniella on the
adult exuviation inhibition (%) (mean + SD; n =
3 replicates containing each 30 pupae; values
affected by different letters are significantly different
by HSD test at p < 0.001).

food stew, growth and development in Drosophila
melanogaster (Bezzar et al., 2017). Many studies
showed that even very low doses of azadirachtin
were highly toxic on insects (Barnby et al., 1987; Dere
et al., 2015) and had anti-feedant effects or caused
developmental anomaly on the various Lepidopteran
species (Mordue et al., 2000). It additionally reduces
pupation and eclosion rates of various insects like
Plodiainter punctella (Lynn et al., 2012), Aedesa egypti
(Koodalingam et al., 2014) and affected larval hatch,
larval development, pupal duration and adult longevity
in Tirathaba rufivena (Boazhu et al., 2017). This
negative effects might be explained by the fact that
azadirachtin is a growth regulator, or developmental
disruptor (like ecdysteroid and juvenile hormone
agonists or antagonists) and structurally similar to the
insect ecdysone hormones which control the process
of metamorphosis (Mordue et al., 2005; Morgan, 2009).

Effect of azadirachtin on development : In the control
series, the duration of pupal development is 12.5 +
0.7 days. This duration increases to 12.75 + 0.5 days
for individuals treated at ID,, and to 13.5 + 0.7 days
for individuals treated at ID,,. Azadirachtin at the two
doses tested (ID,, and ID) increased significantly (p
= 0.02) the duration of pupal development (Fig. 2).

Adelay in adult emergence caused by azadirachtin
has been noted in different Lepidopteran species
(Jagannadh et al., 1992; Tunca et al., 2012). Topical
application of azadirachtin on the last instars of
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) interferes
with adult emergence time (Aylin et al., 2016). It also
prolonged larval development and duration of the
pupal stage of T. rufivena (Lepidoptera: Pyralidae)

(Boazhu et al., 2017).This could be explained by the
strong insect growth-regulating activity of azadirachtin,
due to interference with the ecdysteroid metabolism
in insects (Mordue et al., 2010).

Several morphological malformations resulted from
treatment of newly molted pupae with azadirachtin.
There are four different morphogenic types: normal
adults (Fig. 3A) malformed adults (Fig. 3B) partial
molt (Fig. 3C) and blocked molt (Fig. 3D). The rate
of formation of normal adults is estimated at 51.10
+ 3.85% for the ID,, and 39.28 + 6.38% for the ID,
against 82.88 + 3.79% in controls; azadirachtin (ID,,
and ID.) caused a significant effect (p < 0.0001)
in normal adults treated compared to controls. In
malformed adults, azadirachtin caused a significant
effect in pupae treated with ID,, (p = 0.0004) and
ID,, (p < 0.0001); the rates are 22.22 + 3.84% for
the ID,,, 25.77 + 6.56% for the ID,, compared to
controls with a rate of 7.88 + 1.28%. For partial molt,
azadirachtin had no significant effect (p = 0.9) for the
ID,,, but a significant effect (p = 0.02) for the ID,;
was recorded; the rates are 1.11 £ 0.89% for the
ID,, and 8.9 + 3.47% for the ID,; compared to 00.00
+ 00% for controls. For blocked molt, azadirachtin
caused a significant effect (p < 0.0001) for the two
doses ID,, and ID,, compared to the controls, the
application of azadirachtin resulted in a rate of 25.55
+ 1.92% for the ID,, and 25.70 + 3.89% for the ID,,
of pupae blocked against the controls 9.22 + 4.40%.
Two-way ANOVA confirmed these results and showed
a significant effect of the compound as function of the
dose (F,,, = 0.001; p = 0.9), a significant effect on
response (F,., = 315.0; p < 0.0001) and a significant
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Fig. 2. Effect of azadirachtin (days) topically applied on

newly ecdysed pupae of E. kuehniella (ID,,: 0.427
pg and ID,: 1.063 pg) on the duration of pupal
development (days) (mean = S.D., n = 12). For
each parameter values followed by different letters
are significantly different at (p < 0.05).
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Fig. 3. Photographs showing morphological abnormalities in E. kuehniella induced after treatment of pupae with
azadirachtin: (A) normal adult, (B) malformed adult, (C) partial molt and (D) blocked molt.

effect between these two parameters (F
p < 0.0001) (Fig. 4).

Morphologic abnormalities were detected when
fourth larval instar of Spodoptera littoralis treated with
azadirachtin including deformity of larvae, pupae and
adult, reduction of the protein synthesis of pupae,
larvae gut, and cuticular protein level changes of
larvae (Jeyasankar et al., 2011; Yooboon et al., 2015;
Abd El-Aziz et al., 2017). Similar effects were noted
when last-instar larvae of Pericallia ricini treated with
azadirachtin (Gnanamani et al., 2013). Kraus and
Grimminger (1981) reported that azadirachtin caused
growth retardation and deformities in Pieris brassicae
pupae (Lepidoptera: Pieridae). Methoxyfenozide
and tebufenozide two non-steroidal ecdysteroid
agonists induced precocious, lethal adult exuviations
and caused several malformations in adults of E.
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Fig. 4. Effect of azadirachtin topically applied on newly
ecdysed pupae of E. kuehniella (ID,,: 0.427 ug
and ID,: 1.063 pg) on the different morphological
types during pupal development (%). (mean + S.D.,
n = 3 replicates for a total of 60 pupae each).

NA = normal adult, MA = malformed adult, PA = partial molt, BM
= blocked molt. For each parameter values followed by different
letters are significantly different at p < 0.05.

kuehniella (Bouzerea and Soltani-Mazouni, 2012).
In a parental generation of D. melanogaster, early
exposure to azadirachtin affects adult’'s development
by reducing the number of descendants, delay
in larval and pupal development, and induced
morphological alterations (Ferdenache et al., 2019).
The appearance of these various malformations and
the interrupted pupation program can be attributed
to the lack of the necessary titer of ecdysteroids,
essential to achieve normal larva-pupil transformation
(Jagannadh et al., 1992). In addition, the appearance
of pupae deformed by the action of azadirachtin may
also be due to alterations in ecdysteroid and juvenile
hormone titers (Schluter et al., 1985).

The weight of pupae decreases over time during
metamorphosis. Indeed, the results show that the
pupal weight in control series which is 17.35 + 0.49
mg at day O decreases to reach a minimum of 12.8
+ 0.14 mg on day 9. In treated series, same profile
was recorded with reduced values: a weight of 10.8 £
0.08 mg for the ID,,, and 6.04 + 0.30 mg for the ID,
on day 9. The comparison between the control and
treated series (ID,, and ID, ) shows that azadirachtin
decreases in a significant way (p < 0.0001) the
weight of pupae during metamorphosis (1, 3, 5, 7
and 9 days). Two-way ANOVA confirmed these results
and showed a significant effect of the compound as
function of the dose (F,,, = 9210; p < 0.0001), time
(Fsqo = 4358; p < 0.0001) and between these two
parameters (F = 1507; p < 0.0001) (Fig. 5).

Similar results were reported by Boulahbel et al.,
(2015) and Bezzar et al. (2016), where azadirachtin
decreased the pupal weight of D. melanogaster.
Rao and Subrahmanyam (1986) reported that
azadirachtin caused reduction in body weight of final
instar nymphs of Schistocerca gregaria. In another
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Fig. 5. Effect of azadirachtin (mg) topically applied on newly
ecdysed pupae of E. kuehniella (1D, 0.427 pg and
ID,,: 1.063 pg) on the body weight (mg) of pupae over
time (days) during metamorphosis (mean + S.D., n =
6). For each parameter values followed by different
letters are significantly different at (p < 0.05).

experiment, azadirachtin caused a reduction in
larval and pupal weight and increased the duration
of the larval and pupal period on first and second
instar larvae of Helicoverpa armigera (Abedi et al.,
2014). The decrease in pupal weight in E. kuehniella
could be explained by the use of energy reserves
acquired during the larval stages to detoxify the
toxic product (Boggs, 2009).

Effects of azadirachtin on cuticular secretion : The
thickness of the pupal cuticle increases significantly
with age, reaching a maximum of 13.16 £ 0.78 ym on
day 3 coinciding with apolysis for the control series.
The same profile was recorded in treated series, with
a peak of 14.53 + 0.24 ym for the ID,, and of 15.66
+ 0.28 pym for the ID,, on day 3, then it decreases
significantly thereafter due to the digestion of the
deep layers of the old cuticle. Azadirachtin caused a
significant increase on day 1 (p = 0.024) in treated with

ID,,, and a significant increase (p = 0.0098) in treated
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with ID,, compared to the control series; no effect was
noted on day 3 for the two doses tested. On day 5, a
significant increase (p = 0.0190) was recorded only in
the treated with ID_; on day 7, a significant increase
(p = 0.0004) was noted in treated with ID_,, and no
effect (p = 0.0810) was noted in treated with ID,, and
a significant increase (p = 0.0292) was recorded on
day 9 only in those treated with ID_,. Two-way ANOVA
confirmed these results and showed a significant effect
of the compound as function of the treatment (F, ., , o6
= 86.04; p < 0.0027), time (F, ,,,;, = 666.4; p <
0.0010) and a non-significant treatment-time interaction
(Fi 2082415 = 1:700; p = 0.3159) (Figs. 6A-7).

The new cuticle or adult pre-exuvial cuticle is
secreted immediately after apolysis (day 3), the
thickness of the new cuticle gradually increases to
reach a maximum of 7.53 £ 0.07 ym on day 9 for
control series. The same profile was recorded in the
treated with an increase of 8.28 + 0.04 um for the
ID,,, and of 8.74 + 0.10 ym for the ID,, on day 9 of
pupal life (day before adult exuviation). Azadirachtin
significantly increased (p = 0.04) the thickness of the
new cuticle on day 5 only in those treated with ID,. A
significant increase (p = 0.0298) was recorded on day
7 for the ID,, and a significant increase (p = 0.0057)
for the ID,,. On day 9 a significant increase (p =
0.0001) was noted for ID,, and a significant increase
(p = 0.0120) for the ID,, compared to controls. Two-
way ANOVA confirmed these results and showed a
significant effect of the compound as function of the
treatment (F, ¢, , 650 = 412.6; p < 0.0003), time (F, o, , 066
= 5466; p < 0.0001) and a significant treatment-time
interaction (F =10.23; p = 0.0337) (Figs. 6B-7).

Molting is defined as the procedure which includes
changes in hormones and behavior as well as changes
in the epidermis and cuticle (Gullan and Cranston,
2005). This phenomenon takes place in two stages:

1.794,3.589

10+
Control

E3 IDys
B IDso

(km)

Thickness of the new cuticle

o) A
Ages (days)

Fig. 6. Effect of azadirachtin (um) topically applied on newly ecdysed pupae of E. kuehniella (ID,: 0.427 ug and ID,: 1.063
Mg) on the cuticular thicknesses over time (days) during metamorphosis of old (A) and new cuticle (B). (mean *
S.D., n = 6). For each parameter values followed by different letters are significantly different at (p < 0.05).
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The first stage where the epidermis separates from
the cuticle of the previous stage (apolysis), and the
second where the insect gets rid of the old cuticle
(ecdysis) (Riddiford, 1985). Juvenile hormone (JH)
and ecdysteroids (20-hydroxyecdysone, 20E) have
an essential role in the programming of molting, the
determinism of growth and development of insects
(Dhadialla et al., 2005). Indeed, the 20E initiates the
molting process, while the JH determines the nature
of the phenotype (Truman and Riddiford, 2007). A
quantitative analysis of ecdysteroids during the pupal
stage in whole body pupae of E. kuehniella reveals
that hormonal levels increase significantly from day 3
of pupal life to reach a peak on day 5. This peak is
responsible for imaginal development since it coincides
with the synthesis of the adult pre-exuvial cuticle which
begins on day 4 and continues until the day before adult
exuviation (Yezli-Touiker and Soltani-Mazouni, 2011).

Administration of azadirachtin at two tested doses
(ID,; and D) significantly increases the thickness
of the pupal cuticle and new cuticle at different ages
during metamorphosis. In larvae of G. mellonella L.
fed a diet containing azadirachtin, cuticle secretion was
reduced by 21-24% compared with the control group
(Unsal and Emine Giiner, 2016). The same results were
found after treatment of E. kuehniella with two molting
hormone mimetics: RH-5849 and tebufenozide (Tazir
et al., 2016) or in D. melanogaster after treatment of
pupae with pyriproxyfen, a juvenile hormone analogue
(Bensebaa et al., 2015). Our results can be explained
by the fact that azadirachtin has a structure similar to
insect ecdysones; it inhibits prothoracicotropic hormone
(Mordue and Blackwell, 1993) and allatotropic hormone
(Banken and Stark, 1997), stimulating ecdysteroids
and JH, respectively; azadirachtin therefore acts as
a growth regulator by interfering with its antagonistic

: 1.063 pg) on the

thickness of the total pupal cuticle and the thickness of the new cuticle (adult) in E. kuehniella at different
ages during the metamorphosis: (A) Control day 1, (B) Treated with ID,, day 1, (C) Treated with ID,, day 1,
(D) Control day 3, (E) Treated with ID,, day 3, (F) Treated with ID., day 3, (G) Control day 5, (H) Treated
with DL, day 5, (I) Treated with ID,, day 5, (J) Control day 7, (K) Treated with ID,, day 7, (L) Treated with
ID,, day 7, (M) Control day 9, (N) Treated with ID,, day 9, (O) Treated with ID,, day 9.

OC = OId cuticle, ExS = Exuvial Space, NC = New cuticle.
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effects on the above hormones, physiological processes
such as development and reproduction (Morgan, 2009;
Mordue et al., 2010).

Our findings indicate that azadirachtin negatively
affects the hormones of metamorphosis causing
perturbations in E. kuehniella development. Further
research on the effect of azadirachtin on other
development parameters over several generations
can be evaluated to give further additional information.
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