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Introduction

1. INTRODUCTION

La région du Maghreb et particulicrement 1’Algérie est confrontée a un défi
d’augmentation durable de la production des céréales pour subvenir au besoin croissant de la
population galopante. (FAO, 2016).

En 2015- 2016 et selon 1’ Agence officielle APS, la production nationale des céréales (orge,
blé tendre et dur) a chuté a 3,3 million de tonnes, comparativement aux annees précédentes.

Cette chute est di a plusieurs facteurs notamment les contraintes techniques (exces de
maturité choix des variétés, les insectes), les conditions climatiques (intempéries) et
I’explosion déemographique (le Maghreb, 2016). En effet, des pertes de récoltes estimées a
40% de la production potentielle (Dimetry, 2014) sont dues essentiellement a des ravageurs
(KulKarniet al., 2009).

Pour cela, plusieurs mesures ont été entreprises, telles que la désinsectisation par
I’utilisation des pesticides appropriés empéchant la prolifération des ravageurs et la protection
des denrées.Parmi ces derniers qui attaquent les céréales depuis la récolte jusqu’a la
consommation, on peut citer,Rhyzoperthadominica (Fab, 1792) Sitophiluszeamais
(Motschulsky, 1855) etSitophilusgranarius (L, 1758).

Rhyzoperthadominicaou capucin des grains est un ravageur primaire, avec une large
répartition géographique. C’est la seule espéce de Bostrychidae qui attaque les céréales et
cause d’énormesdégats au niveau des stocks (Balaskowsky, 1962).L’¢limination de ces
insectes ravageurs dépend fortement de 1’utilisation des pesticides (Kljajic et Peric, 2006 ;
Islam et al. 2010). Mais I’utilisation abusive de ces derniers a provoqué 1’apparition des
phénomeénes de résistances, la pollution et I’atteinte de la santé humaine (Desneuxet al.,
2007 ; Pimentalet al ., 2009 ; Ali et al ., 2012).

Tous ces risques et problémes associées a I’utilisation des produits chimiques ont conduit a
unereglementation de plus en plus stricte (Pavelaet al ., 2007), par la recherche et le
développement des alternatives efficaces plus sires, faciles et amies a 1’environnement
(Tapondjouet al ., 2005).

Ainsi dans le cadre du développement durable, des pesticides non polluants ont été
commercialisés par les firmes pharmaceutiques et phytosanitaires ; ces molécules alternatives
aux pesticides conventionnels sont représentées par les pesticides synthétiques de la 3™
génération (régulateurs de croissance) ou encore les pesticides d’origine naturelle
(biopesticides). Les pesticides naturels issus du développement de la biotechnologie, se

définissent comme provenant d’organismes vivants ; animaux, plantes, bactéries ou encore
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certains minéraux (Sporleder et Lacy, 2013). 1l a été enregistré plus de 192 biopesticide actifs
(Cantrellet al.,2012).Parmi ces molécules biodégradables et a faible impact environnemental
se trouve 1’azadirachtine.

L’ Azadirachtineprovient des grains d’Azadirachtaindica, arbre, a croissance rapide, de la
famille des Meliaceae originaire d’Asie du Sud-est. L’AZAD, triterpénoide, est le limonoide
le plus puissant et actif dans les grains de Neem. Il a été utilisé comme insecticide (Mordue et
al., 2005, 2010), acaricide (Denardiet al., 2010) ou encore contre les crustacés ectoparasites
des poissons (Banerjeeet al.,2014). L’Azadirachtine, structurellement semblable aux
ecdysones d’insectes, agit comme un régulateur de croissance en perturbant les processus
physiologiques comme le développement et la reproduction (Mordue et al., 2005 ; Morgan,
2009). Il peut également agir par des effets antiappétants sur le mouvement naturel de
I’intestin, provoquant une paralysie et le dépérissement des organismes cibles (Strarket al.,
1990 ; Schmutterer et singh, 1995 ; Senthil-Nathonet al., 2004 , 2005, 2006).

Les objectifs de cette étude sont les suivants :

1. Evaluer la toxicit¢ de I’Azadirachtine, test¢ par fumigation et par ingestion sur les
adultes de R. dominica. La détermination des concentrations sublétales et létales et leurs
intervalles de confiances a été faite.

2. Evaluer les effetssublétaux (CL10 et CL25) de 1’ Azadirachtine par ingestion, sur la
composition biochimiques des adultes a différentes périodes (24, 48 et 72 h) apres traitement.
3. Examiner les effets sublétaux (CL10 et CL25) de ’AZAD par ingestion sur le stress
oxydatif ; ceci par I’évaluation des activités spécifiques des Glutathion-S-Transférases
(GSTs), le Malondialdéhyde (MDA) et le Lactate Déshydrogénase (LDH).
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2. MATERIEL ET METHODES
2.2.1. Présentation de ’insecte :

R. dominica, Coléoptére Bostrichidae également appelé capucin des grains, est un petit
insecte brun capable d’attaquer les grains sains et entiers (ravageur primaire). Les adultes sont
bruns foncés, presque cylindriques et mesurent 4mm de long avec une grosse téte penchée
sous le thorax. Les larves complétement développées mesurent 2,5 mm de long, sont
incurvées et renflées aux deux extrémités. Elles ont une téte brune et six courtes
pattes(Ripusudanet al,. 2011).

Les larves et les adultes se nourrissent a 1’intérieur des grains. La femelle pond ses ceufs
de 300 a 500 dans le grain. Le cycle dure un mois en conditions favorables. Cet insecte est

répandu dans le monde entier (Ripusudanet al,. 2011).

Figure 01:Présentation de R.dominica (A : coteé dorsal, B : coté latéral, C : coté ventral)
(Chachoui et Halaimia, 2017)
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- La position systématique de Rhyzopertha dominica :
Régne:Animale.
Embranchement:Arthropode.
Sous embranchement: Antennates ou Mandibulates.

Classe:Insecte.

>

>

>

>

> Sous classe: Ptérygote.
»  Ordre:Coléoptere.
»  Famille:Bostrychidae.
»  Genre:Rhyzopertha.
>

Espéce:Rhyzopertha dominica. (Balachowsky, 1962).
2.2.2. Etude morphologique

A. (Eufs
(Eufs piriformes, blancs ou rosés, isolés ou en petits paquets (Balachowsky, 1962).
B. Larves

Les larves du premier stade sont de type Chrysomélien (pourvues de pattes) ; les
troisderniers stades sont apodes de type Rhynchophorien.Au ler age, elle mesure de 1 a 1,5
mm de long. Au dernier stade, elle atteint 2,5 a 3mm, fortement incurvée et épaisse, blanche
avec des soies foncées et segment anal renflé. Sa téte grosse est brune ornée de poils bruns
avec des pattes assez grandes brunes(Mourier-Alguiler, 1979).
C. Adultes

R. dominica mesure 2,5 a 3 mm de long, d’un corps étroit et cylindriquede couleur brun
rougeatre.Antennes a dix (10) articles les trois derniers étant trésgrandes subtriangulaires et
velus, leur longueur globale étant supérieure a celle desautres articles. Pronotum trés bombé
plus fortement granulé en avant. Elytres 2,5 foisplus long que larges, arrondis a 1’arriére et
présentant des stries de grossesponctuations (Delobel et Tran, 1993).

- Cycle de développement :

La femelle pond de 400 a 500 ceufs a la surface ou a I’intérieur des grains. Dés 1’éclosion,
la larve pénétre dans I’albumen et se nourrit au fur et a mesure de son progression, elle passe
par 3 ou 4 stades avant de se nymphoser a I’intérieur du grain. Le cycle complet dure environ
30 jours a 30°C et pres de 60 jours a 26°C. L’adulte vit de 3 a 6 semaines (Seck, 2006).
(Figure 02).
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Figure 02 :Cycle de vie du capucin des grains. (www.grainscanada.gc.ca/storage-entrepose).

2.2.3. Présentation de I’Azadirachtine :

L’azadirachtine commercialis¢é sous le nom de NeemAzal- T/S est composé
d’azadirachtine A (1% d’Azadirachtine ; Emulsion concentrée (EC); Firme: Trifolio —
MGmbH, Lahnau, Germany).

La masse molaire de I’azadirachtine A est de 720,7 g.mol™, et sa formule chimique :
C3sH44016. Cette formulation émulsifiable dans 1’eau, correspond a un liquide brun avec une

odeur caractéristique du Neem (Figure 03).

Figure 03 :Structure chimique de 1’ Azadirachtine.

2.3. Traitement des insectes :

L’ Azadirachtine a été dissous dans 1’éthanol et appliqué par fumigation et par ingestion sur

des adultes de R. dominica.
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2.3.1. Par ingestion :

Apres un screening préalable, ’insecticide dissous dans 1’acétone a été testé a différentes
doses (2,5, 5, 10, 20 et 40 ppm) sur des Adultes de R. dominica dans des flacons en plastiques
d’une capacité de 60ml de 10g de blé sain (Figure 04).

Cing répétitions de 10 individus males et femelles (sexes confondus) chacune ont été
réalisées pour chaque dose. Une série témoin est conduite en parallele et les individus
recoivent de solvant (éthanol).

La mortalité a été enregistrée a 1h, 3h, 6h, 12h et 24h aprés traitement. La mortalité
observée a été corrigée selon la formule d’Abbott (1925), afin d’éliminer la mortalité
naturelle. Les concentrations létales ainsi que leurs intervalles de confiance (95% IC) ont été
calculées grace a un Logiciel GRAPH PAD PRISM 6.

Figure 04 : Test de Toxicité par ingestion. (Chachoui et Halaimia, 2017).

2.3.2. Par fumigation :

Apres un screening préalable, 1’azadirachtine a été appliqué a différentes concentrations :
10, 20, 40, 60, 80 et 100 ppm sur un disque de papier filtre de 2,5 cm de diametre suspendue a

I’aide d’un fil a la face interne du couvercle.

Le traitement a été administré sur des adultes males et femelles de R. dominicadans des
boites en plastiques d’une capacité de 60 ml contenant 10g de blé sain (Figure 05). Quatre
répétitions de 10 individus ont été réalisées pour chaque concentration. Une série témoin est

conduite en parall¢le et les individus recoivent de 1’eau distillée.
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La mortalité a été enregistrée a 24,48 et 72h apreés traitement. La mortalité observée a été
corrigée selon la formule d’Abbott (1925), et les concentrations sous létales et létales ainsi
que leurs intervalles de confiance (95% IC) ont été calculées grace a un Logiciel GRAPH
PAD PRISM 6.

Figure 05 : Test de toxicité par fumigation. (Chachoui et Halaimia, 2017).

2.4. Test de répulsion de I’azadirachtine sur R. dominica :

Ce test est utilisé pour calculer le pourcentage de répulsion de I’azadirachtine a 1’égard des
adultes de R. dominica par la méthode de la zone préférentielle sur papier filtre décrite par Mc
Donald et al., (1970). Des disques de papier filtre de 9 cm de diametre, sont coupes en deux
parties égales, une moitié du papier est traitée avec 1’Azadirachtine additionné d’acétone et
I’autre moitié est traitée avec de 1’acétone uniquement.

Des doses de 2ul, 4ul, 8ul et 10ul pour I’azadirachtine sont diluées respectivement dans
0,5 ml d’acétone, pour que la répartition de ’AZAD soit homogene sur le papier filtre. Les
deux demi disques de papier filtre sont séchés a 1’air libre et le disque est reconstitué puis mis
dans une boite de pétri.

Dix individus sont déposés sur les papiers filtres au milieu des boites de pétri (Figure 06) et
quatre répétitions sont réalisées pour chaque dose.

Apres 15min, 30min, 1h, 2h et 24h de traitement de R. dominica, le dénombrement de ce
dernier sur les demi-disques est réalisé. Le pourcentage de répulsion (PR) est ainsi calculé

selon la formule utilisée par Nerioet al (2009) comme sulit :

PR (%)= [(NC - NT)/ (NC+NT)] x 100

NC : Nombre d’insectes présents sur le demi-disque traité uniquement avec 1’acétone.
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NT : le nombre d’insectes présents sur le demi-disque traité avec la solution (AZAD-

Acétone).

Le pourcentage de répulsion moyen calculé, est attribué a I'une des différentes classes

variant de 0 a 5 (Mc Donald et al., 1970) et qui sont présentés dans le tableau 01

Tableau 01: Pourcentages de répulsion selon le classement de MC DONALD et al. (1970).

Classes Intervalles de répulsion Propriétés
Classe 0 PR<0,1% Tres faiblement répulsif
Classe | 0,1% < PR< 20% faiblement répulsif
Classe 11 20% < PR<40% Moderément répulsif
Classe 111 40% < PR< 60% Moyennement repulsif
Classe IV 60% < PR< 80% Répulsif
Classe V 80% < PR< 100% Trés répulsif

Figure 06 : Test de répulsion (Chachoui et Halaimia, 2017).
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2.5. Extraction et dosage des métabolites :

Selon le procedé de Shibkoet al.,(1966), l'extraction des différents métabolites a été
réalisée dans cette étude, et la figure 07 résume les principales étapes. Les échantillons sont
placés dans des tubes eppendorf contenants 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 % et
broyeés. Apres une premiére centrifugation (5000 trs / min, 10 mn), le surnageant | obtenu est
utilisé pour le dosage des glucides totaux selon la méthode de Duchateau etFlorkin, (1959).
Au culot I, on ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme (1V/1V) et aprés une seconde
centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), on obtient le surnageant Il et le culot I, le surnageant Il
sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldsworthyet al, 1972) et le culot Il, dissout dans de
la soude (0,1 N), servira au dosage des protéines selon Bradford, (1976).
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Les adultes

1 ml de TCA (& 20%)

Broyage

AN TAN

Centrifugation (5000 tours/min, 10 min)

Surnageant | <i> Culot I

v

Aliquote (100pul)

!

Anthrone (4 ml)

}

2

1 ml éther/chloroforme (1V/1V)

Centrifugation (5000 tours/min, 10 min)

é N
Chauffer 80°C
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(10 mn) Aliquote (100p1) 1 ml NaOH (0.1N)
¥ ¥
Evaporation totale Agitation
A 4
1 ml d’acidesulfurique y
L 7 DosageAliquote(1
Agitation 00 pl)
v \ 4
10 mn au bain de sable Agitation
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v Dosage aliquote (200ul)

| Glucides

@&WJ

Duchateau&Florkin, (1959)Goldsworthyet al. (1972)

Lt )

Bradford, (1976)

Figure 07 : Extraction des glucides, protéines et lipides totaux (Shibkoet al., 1966)
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2.5.1.Dosage des protéines totales :

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976), dans une
fraction aliquote de 100 pl a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie
(BBC) G 250 (Merck). Celui-ci révéle la présence des protéines en les colorants en bleu.
L'absorbance est lue au spectrophotometre a une longueur d'onde de 595 nm. La gamme
d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de bceuf (BSA) titrant 1
mg/ml (Tableau 02).

Tableau 02: Dosage des protéines totales chez les adultes de R. dominica : réalisation de la
gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution standard d*albumine (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité d'albumine (ug) 0 20 40 60 80 100

2.5.2.Dosage des glucides totaux :

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau&Florkin(1959).
Cette méthode consiste a additionner 100 pul du surnageant contenu dans un tube a essai, 4 ml
du reactif d’Anthrone et de chauffer le mélange a 80 °C pendant 10 min, une coloration verte
se développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucides présentes dans
I'échantillon. La lecture de I'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620 nm. La gamme
d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mere de glucose (Img/ml) (Tableau 03).

Tableau 03 : Dosage des glucides totaux chez les adultes de R. dominica : réalisation de la
gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif d'Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité de glucose (ug) 0 20 40 60 80 100
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2.5.3. Dosage des lipides totaux :

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthyet al. (1972), en
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. Le dosage des lipides se fait sur des prises
aliquotes de 100 pl des extraits lipidiques ou de gamme étalon auxquelles on évapore
totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré, les tubes sont agités,
etmis pendant 10 min dans un bain de sable & 100 °C. Apres refroidissement, on prend 200 pl
de ce mélange au quel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Aprés 30 min a
I'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 530
nm. Les lipides forment a chaud avec I'acide sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide
orthophosphorique, des complexes roses. La solution mere des lipides est préparée comme
suit : on prend 2,5 mg d'huile de table (tournesol, 99% triglycérides) dans un tube eppendorf
et on ajoute 1 ml d'éther chloroforme (1V/1V) (Tableau 04).

Tableau 04 :Dosage des lipides totaux chez les adultes de R. dominica : réalisation de la

gammeD’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipides (pl) 0 20 40 60 80 | 100
Solvant (éther/ chloforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0
Quantiteé de lipides (ug) 0 50 100 | 150 | 200 | 250

2.6. Dosage des biomarqueurs :

Les adultes des séries témoins et traitées aux huiles essentielles (CL10: 0,38 ppm et
CL25: 0,96 ppm a 24 heures) ont fait I'objet d'un dosage des glutathion S-transférases
(GST),dumalondialdéhyde (MDA) et de lalactate déshydrogénase (LDH) a différentes
périodes apres traitement : 24, 48 et 72 heures. Par ailleurs, le contenu en protéines totales des
différents échantillons a été préalablement déterminé, afin de pouvoir calculer lesdifférentes

activites spécifiques et le taux du glutathion.
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2.6.1. Dosage des glutathion S-transfeérases :

Les glutathion S-transférases (GSTs) représentent une famille d’enzymes
multifonctionnelles, essentiellement cytosoliques, impliquées dans diverses opérations de
transports et de biosynthese intracellulaire. Les GSTs, jouent un role important dans la
détoxification des xenobiotiques ; elles catalysent souvent la conjugaison des molécules
électrophiles avec le glutathion réduit (GSH). Les produits sont ensuite métabolisés en acide
mercapturique et excrétés au niveau de la bile et des urines (Habiget al.,1974).

Les adultes de Rhyzopertha dominicatémoins et traités a la CL10 et la CL25, sont prélevés
a différentes périodes (24, 48 et 72 heures), pesés puis broyés dans 1 ml de tampon phosphate
de sodium (0,1 M, pH 6). L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 10
individus avec une série témoin. L’homogénat ainsi obtenu est centrifugé (14000 trs/min a
4°C pendant 30 min), le surnageant récupéré servira au dosage del’activité des GSTs (Figure
08).

Le dosage est réalisé selon la méthode deHabiget al., (1974); il consiste a faire réagir 200
ul de surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB (1mM)/GSH (5mM) [20,26 mg CDNB,
153,65 mg GSH, 100 ml tampon phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est
effectuée toute les minutes pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm (Habiget al.,
1974).

L’activité spécifique est déterminée d’apres la formule suivante :

A Do/mn vVt / d B
= — X — mg de protéines
9,6 Vs IR

X :millimoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (mM/min/mg
deprotéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction
dutemps.

9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM™ cm™).

Vt : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].
Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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Adultes +Tampon phosphate de sodium (0,1 M pH 6)

I

Broyage a froid

J

Centrifugation (14000 trs/mn pendant 30 mn)

J

Surnageant

A

e

Blanc :
-1,2 ml
meélange(CDNB+GSH).
-200pl eaudistillée.

— | Agiter | ¢——

|

N

Echantillon :

-1,2 ml melange
(CDNB+GSH) +
200pl Surnageant.

Lecture des absorbances a une longueur d’onde 340 nm

Figure 08: Extraction et dosage des glutathion S-transférases (Habiget al.,1974).
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2.6.2. Dosage de Malondialdéhyde (MDA) :

Les composés carbonylés a I’instar du malondialdéhyde réagissent avec 1’acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532nm
(Yagi., 1976).

Acide trichloroacétique (TCA) 20% P/V; Acide thiobarbituriqgue (TBA) 0.375% P/V;
Butylhydroxytoluéne (BHT) 0.01% P/V; Chlorure d’hydrogéne (HCL) 1 N. 375 mg de TBA,
20g de TCA, 0.01g de BHT, 25 ml de HCL 1 N et 50 ml d’eau distillée ont été introduit dans
un bécher. La solution obtenue a ¢té chauffée a 40°C dans un bain Marie jusqu’a dissolution
compléte du TBA, puis transférée dans une fiole de 100ml et le volume complété a 1’eau
distillé jusqu’au de jauge (Yagi., 1976).

Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 100ul d’échantillon, 400 ul de réactif TBA
et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100°C pendant 15 minutes.
Puis refroidir dans un bain d’eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes ouverts pour
permettre 1’évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger a 3000 tours/minutes
pendant 5 minutes et lire [’absorbance du surnageant a 532 nm a 1’aide d’un

spectrophotometre (Figure 09). (Yagi., 1976).
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Adultes + Tampon Tris /Hcl(pH =7.2)

3
C Broyage a froid )

¥

Centrifugation (1000 trs/ min, 10 min)

4

500 pl surnageant 1 + 2,5 ml TCA (10 %)

v

Chauffage (bain marie, 15 min/100°C)

v

Refroidissement (bain de glace 15 min/100°C)

v

Centrifugation (1000 trs/ 10 min)

4

2 ml surnageant 2 + 1 ml TBA

v

Chauffage (bain marie, 15 min/100°C)

A

Refroidissement (bain de glace 15 min/100°C)

v

+ 1,5 ml butanol

v

‘<l Centrifugation 1000 trs /min, 10min

\

Surnageant

\d

Lecture des absorbances a une longueur d’onde 532 nm

Figure 09 : Extraction et dosage du malondialdéhyde(Yagi., 1976).
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2.6.3. Dosage du lactate déshydrogénase (LDH)

Le dosage du lactate déshydrogénase (LDH) est réalisé suivant la méthode de Hill &Lévi
(1954) ou I’enzyme catalyse la conversion réversible du lactate en pyruvate. La méthode est
basée sur la mesure continue de la vitesse d’oxydation du NADH (nicotinamide
adéninedinucléotide réduite) épuisé dans la réaction.

Les adultes des différentes séries témoins et traitées sonthomogénéisés dans 1 ml de
tampon Tris/ HCL (0,1 M; pH 7,2). L’homogénat est centrifugé a 3000 tours/min pendant 5
min. Le surnageant récupéré servira comme source d’enzyme. Le dosage est effectué sur 50 ul
de surnageantauquel on ajoute 675 ul de tampon substrat (0,2 M, pH10)(1,25 ml sodium
lactate a 70% + 31,25 ml tampon glycine 0,1 M (0,750 g glycine, 0,585 g NaCL, 100 ml eau
distillée) + 18,75 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) 0,1 N + 1 goutte de chloroforme) et 50
ul de solution coenzymeNAD (10 mg NAD + 1ml eau distillée). La lecture des absorbances
s’effectue toutes lesminutes pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm contre un
blanc préparé avec775 ul de tampon substrat (0,2 M; pH10). La lecture des absorbances a une
longueurd’onde 340 nm est employée pour I’estimation de la quantité de substrat convertie

par unité de temps (Figure 10).

4 DO / min Vit
IPDH = — X / CcO
6.22X10° Vs

6DO: pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat.

6,22x 10 3 M : coefficient d’extinction molaire du NADH, (M cm™).

Vt: volumetotale de la cuve 775 ul (50 pl de surnageant+ 675 pl de tampon substrat + 50 pl
de solution coenzyme NAD).

Vs : volume de surnageant dans la cuve 50 pl.

CO : concentration de I’homogénat en protéines (mg/ml).
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Adultes +Tampon Tris Hcl(pH =7.2)

\

)

Broyage a froid

[

)

Centrifugation (1000 trs/min, 10 min)

Surnageant :

» 50 pl surnageant + 675 pl
tampon substrat (0,2M ; pH
10) et 50 pl de la solution
coenzyme NAD.

Blanc :

» 775 pl du tampon substrat
(0,2 M, pH 10)

\

)

Lecture des absorbances a une longueur d’onde 340 nm

Figure 10 : Extraction et dosage de la lactate déshydrogénase (Hill & Lévi ., 1954).
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2.7. Analyse statistique
Les moyennes = SEM sont calculées pour chaque groupe d’expérience. Le test t de
Student, I’analyse de la variance a un critére de classification ont permis de mettre en

évidence les différences entre les échantillons pour toutes les expérimentations (MINITAB,
version 2017).
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3. RESULTATS

3.1. Essais toxicologiques :
Les essais toxicologiques ont permis de déterminer 1’efficacité del’AZAD (1%), évaluée a
partir de la mortalité enregistrée chez les adultes de R. dominica a différentes périodes 24, 48

et 72 heures aprés traitement.
3.1.1. Toxicité par ingestion :

Les résultats de mortalité corrigée de R. dominicasuite a un traitement par 1’azadirachtine
(ingestion) révelent des taux variant de 10% a 1h et 54% a 24h respectivement pour la dose la
plus faible (2,5ppm) jusqu’a 88% alh et 100% a 24h respectivement pour la dose la plus forte
(40ppm). De plus, on note une augmentation du taux de mortalité corrigée en fonction des

concentrations appliquées et le temps d’exposition (Tableau 05 et Figurell).

Les concentrations sous létales et létales, au cours de différentes périodes ainsi le Slope et
le coefficient de détermination sont calculés par logiciel GRAPH PAD PRISM 6.(Tableau 06
et Figure 11)

Tableau 05 : Effet de I’AZAD(1%) appliqué par ingestion sur des adultes de R. dominica

sur le taux de mortalité corrigée a différentes périodes (m + SEM, n=>5 répétitions comportant

chacune 10 individus).

m) 25 5 10 20 40
Temps
1h 10,0+ 8,0 240+7,2 46,0 £4,8 540 £4,8 88,0 6,4
3h 22,0£6/4 36,0 48 56,0 4.8 70,0 4,0 92,0 64
6h 320£64 540 £838 64,0 £4,38 740 £4.8 96,0 +4,8
12h 42,0£6,4 60,0 4,0 72,0 £32 88,0 + 10,4 100 £ 0,0
24h 54.0%64 66,0 4.8 84,0 438 96,0 438 100 £ 0,0
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Tableau 06 : Efficacités de I’AZAD (1%) appliqué sur les adultes de R. dominica : analyse

des probits.
AZAD(1%) | R? | Slope | CL 10 (ppm) | CL 25 (ppm) | CL 50 (ppm) | CL 90 (ppm)
IC (95%) IC (95%) IC (95%0) IC (95%)
1h 0,9 | 1,71 2,32 5,47 12,91 71,94
[0,80-6,72] | [2,89-10,37] | [8,37 —19,95] | [23,38 —221,30]
3h 0,9 | 1,32 1,23 3,16 8,09 53,08
[0,62-2,45] | [2,08—4,79] | [6,27 —10,44] | [27,66 —101,62]
6h 0,89 | 1,49 0,56 1,68 5,04 45,28
[0,13-2,35] | [0,70 —4,04] [3,17 - 8,01] | [14,45—142,23]
12h 0,93 | 1,43 0,50 1,33 3,52 24,77
[0,17-1,47] | [0,67 —2,61] [2,47 - 5,02] [11,58 —52,96]
24h 0,92 | 1,55 0,38 1,55 2,41 15,06
[1,11-1,34] | [0,43-2,16] [1,59 - 3,66] [7,33 —30,97]
100
P -~ 1H
S 80 - -& 3H
()
o v —— 6H
(@]
'z 60
= ° =¥ 12H
o o 24H
ot 40
E
= 20 4
s
O 1 1 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
log dose

Figure 11 :Effet d’AZAD (1%) sur la mortalité corrigées par ingestion chez les adultes du
R.dominicaa différentes périodes (m + SEM, n=5 comportant chacune 10 individus).

3.1.2. Toxicité par fumigation :

Les mortalités corrigées signalées a différentes périodes aprés traitement affichent des
valeurs allant de 10% a 24h et 36,67% a 72h pour la concentration de 10 ppm jusqu’a 80% a
24h et 100% a 72h pour la forte concentration (100ppm). De plus, on note une augmentation
du taux de mortalités corrigées en fonction des concentrations appliquées et le temps

d’exposition.

Les concentrations sous létales et létales ainsi que le slope et le coefficient de
détermination (R%) ont été déterminées par le logiciel GRAPH PAD PRISM 6 et sont

présentés dans le tableau 07 et la Figure 12.
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Tableau 07 : Effet de I’AZAD(1%)appliqué par fumigation sur des adultes de R. dominica

sur le taux des mortalités corrigées a différentes périodes (m + SEM, n=5 répétitions comportant
chacune 10 individus).

QSes ppm 10 20 40 80 100
Temps
24h 10,00 + 6,67 26,67 £4,44 36,67 £4,44 43,33+ 8,89 80,00 13,33
48h 23,33+4,44 40,00 +6,67 46,67 £ 4,44 56,67 +8,89 86,67 +8,89
72h 36,67 +4,44 46,67 £ 4,44 53,33+4,44 70,00 6,67 100 + 0,00

Tableau 08 : Efficacités de I’AZAD (1%) appliqué sur les adultes de R. dominica : analyse des

probits.
AZAD | R% | Slope | CL 10 (ppm) | CL 25 (ppm) | CL 50 (ppm) CL 90 (ppm)
(1%) IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%)
24h 6.59 | 2.69 9,36 23,49 59,02 372,39
[1,13-77,44] | [7,18-77,09] | [27,47 —127,05] | [34,67 —3999,44]
48h 6,77 | 1,99 3,70 11,58 36,22 354,81
[0,32-42,16] | [2,84—47,31] | [16,86—77,98] | [34,43 —3655,94]
72h 599 | 2,36 2,45 7,41 22,33 202,76
[0,11-54,95] | [1,11-49,09] | [8,30-60,11] | [16,74 —2449,06]
150 -
~ -~ 24H
S - 48H
(&)
& 100 A A T2H
g .
o
2
'c_; 50 °
o [
s
0 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Log doses

Figure 12: Effet d’AZAD(1%) par fumigation sur la mortalité corrigées chez les adultes du
R.dominicaa différentes périodes (m + SEM, n=5 répétition, comportant chacune 10 individus).

3.2. Effet répulsif de ’AZAD (1%) sur R.dominica :

Les résultats du pouvoir répulsif de 1’azadirachtine (1%) a I’égard de R. dominica sont

présentés dans le tableau 09. Ce pouvoir a été déterminé selon la méthode de Mc Donald,
(1976).

Le pourcentage de répulsion marque une augmentation en fonctions des concentrations

appliquées et le temps d’exposition.
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De plus, la classe de répulsion de ’AZAD varie de 1 a 24h et avec la dose 2ul avec un

pourcentage de (15%) jusqu’a 5 avec un pourcentage de (95%) a 15min et avec la plus forte
dose. (Tableau 09)

Tableau 09 : taux de répulsivité (pourcentage de I’AZAD (1%)) testé a I’égard des adultes
de R. dominica

Concentrations Pério_des apres PR % Classe

traitement

2 ul 15min 55 + 41.23 3

30min 40 £ 28.28 2

1heure 40 + 28.28 2

2heures 30 £ 20.00 2

24heures 15+ 15.00 1

4ul 15min 65 +41.23 4

30min 60 + 28.28 3

1heure 60 + 28.28 3

2heures 30+11.54 2

24heures 15+7.50 1

8ul 15min 80 + 16.32 4

30min 75+19.14 4

lheure 75+19.14 4

2heures 60 + 40.00 3

24heures 30 +20.00 2

10ul 15min 95 +10.00 5

30min 85+19.14 5

1heure 80 £16.32 4

2heures 70 £ 25.81 4

24heures 50 + 30.00 3
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3.3. Effet de PAZAD (1%) par ingestion sur la composition biochimique de R.

dominica:

L’ Azadirachtine (1%) a été appliqué par ingestion sur des adultes de R. dominicaavec deux
concentrations sous létales (CL10 et CL25). Ses effets ont été évalués sur la composition
biochimique (Glucides, lipides, protéines) de cette espéce a 24h, 48h et 72h apres traitements.

3.3.1. Contenu en glucides totaux :

Les résultats de ce contenu révele une variation non significative (p>0,05) aussi bien chez les
séries témoins que chez les séries traitées.

La comparaison des valeurs moyenne montre une augmentation non significative (p>0,05)
a 48 et 72h chez les traités par rapport aux témoins. Par contre, a 24h, on note une
augmentation significative (p=0,027) de ce parametre biochimique avec la dose la plus élevée
(CL25) (Tableau 10 Figure 13).

Tableau 10 : Effet de ’AZAD(1%) (CL10 et CL25) sur le contenu en glucides totaux

(ng/individu) chez les adultes de R.dominica(m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10
individus). (Lettres en majuscules : Comparaison des moyennes a différents temps pour une méme série, Lettre
en minuscules : comparaison des moyennes dans un méme temps entre les différentes séries).

Temps Témoins CL10 CL25
24h 19,50 £ 0,67 a 24,59+3,86 a 24,73£0,49 b
A A A
48h 19,57+1,33 a 20,31+2,11a 21,28+2,08 a
A A A
72h 19,90+2,41 a 19,71+0,64 a 21,18+1,92 a
A A A

24




Résultats
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Figurel3 :Effet de I’AZAD(1%)(CL10 et CL25) sur le contenu en glucides totaux

(ng/individu) chez les adultes de R.dominicaa différentes périodes (m + SEM, n=3 répétition
comportant chacune 10 individu). (NS : Différence non significative, *: Différence significative (p<0,05)).

3.3.2. Contenu en lipide totaux :

Les resultats du dosage des lipides totaux sont mentionnés dans (tableau 11 et figure 14).
Il ressort de nos résultats une diminution non significative (p>0,05) de ce contenu chez les
traités avec les deux concentrations. Par contre, chez les témoins une diminution significative
(p=0,019) est signalée au cours de la période testée (24, 48 et 72h). Le test t de Student révele
une diminution significative de ce parameétre biochimique a 24h (P=0,041) et a 48h (p=0,005)

seulement avec la dose la plus éleveée.
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Tableau 11 :Effet de I'AZAD 1% (CL10 et CL25) sur le contenu en lipides totaux

(ng/individu) chez les adultes de R.dominicaau cours de différentes périodes (m + SEM, n=3
répétitions comportant chacune 10 individus). (Lettre majuscules : Comparaison des moyennes a différents
temps pour une méme série, lettre minuscule : Comparaison des moyennes un méme temps entre les différentes
série).

Temps Témoins CL10 CL25
24h 13,74+0,29 a 12,59+3,6 a 10,06+0,73 b
A A A
48h 11,97+0,36 a 9,18+1,41 a 8,94+0,42 b
B A A
72h 11,84+0,67a 8,39+1,53a 7,87+1,26a
C A A
18 -
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Figure 14:Effet de I'AZAD (1%) (CL10 et CL25) sur le contenu en lipides totaux

(ng/individu) chez les adultes de R.dominica a différentes périodes (m + SEM, n=3 répétition,
comportant chacune 10 individus). (NS : Différence non significative, *: Différence significative (p<0,05, **:
Différence hautement significative (p<0,001)).
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3.3.3. Contenu en protéines totales :

Les résultats du dosage sont présentés dans le tableau 12 et la Figure 15 ;

Il ressort de ces résultats une augmentation non significative (p>0,005) du contenu en
protéines totales et cela aussi bien chez les séries témoins que chez les séries traitées (CL10 et
CL25).

Le traitement par ’AZAD n’affecte pas ce parametre biochimique, puisqu’aucune
différence significative n’a été signalée a 24 et 72h pour les deux concentrations appliquées
(CL10 et CI25).

Par contre, a 48h, I’AZAD induit une augmentation significative (p=0,037) avec la CL25.

Tableau 12 :Effet de ’AZAD 1% (CL10 et CL25) sur le contenu en protéines totales
(ng/individu) chez adultes de R. dominica au cours de différentes périodes (m + SEM, n=3

répétitions comportant chacune 10 individus). (Lettre majuscule : Comparaison des moyennes a différents temps
pour une méme série, lettre minuscule : Comparaison des moyennes dans un méme temps entre les différentes

séries).

Temps Témoins CL10 CL25
24h 20,39 £6,92 a 27,59+7,88 a 28,54+11,69 a
A A A
48h 21,05+£3,28 a 28,08+5,15 a 36,03+11,69 b
A A A
72h 23,27+1,34 a 30,34+12,06 a 39,38+7,83 a
A A A
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Figure 15 :Effet de I’AZAD(1%)(CL10 et CL25) sur le contenuen protéines totales chez les
adultesde R.dominicaa différentes périodes (m + SEM, n=3 répétition, comportant chacune 10
individus). (ns : Différence non significative, * différence significative (p<0,05)).

3.4. Effet de PAZAD (1%) sur les biomarqueurs :

L’Azadirachtine testé par ingestion avec la CL10 et la CL25 a été évalué sur les
biomarqueurs enzymatiques (GSTs et LDH) et non enzymatique (MDA) a différentes
périodes apres traitement (24, 48 et 72h).

3.4.1. Effet sur P’activité spécifique des GSTs :

Concernant I’activité spécifique des glutathion-S-transférases chez les séries témoins et
traitées, les résultats sont exprimés en micromoles par minutes et par milligramme de protéine

(UM/min/mg de protéines).

Les résultats montrent une augmentation significative de 1’activité spécifique des GSTs et
cela aussi bien chez les séries témoins (p= 0,0001) que chez les séries traitées a la CL10
(p=0,007) et la CL25 (p= 0,0015).

Le tableau 13 et la Figure 16montre une augmentation non significative (p>0,05) chez les
séries traitées a la CL10 et la CL25 comparativement aux témoins a 24h, par contre, a 48h et
72h la différence (p=0,007) et p=0,0015) est signalée uniquement avecla dose la plus élevee
(CL25).(tableaul3, figure 16).
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Tableau 13 :Effet de I’AZAD(1%) (CL10 et CL25) sur lactivité spécifique des
GSTs(uM/min/mg de protéines) chez les adultes de R. dominica au cours de différentes

périodes (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus). (Lettre majuscules : Comparaison des

moyennes a différents temps pour une méme série et Lettre minuscule : Comparaison des moyennes pour un
méme temps entre les différentes séries).

Temps Témoins CL10 CL25

24h 0,092 + 0,0001 a 0,098+0,003 a 0,129 +£0,031a
A A A

48h 0,181+0,016 a 0,212+0,050 a 0,526 £ 0,079 b
B B B

72h 0,226 + 0,0001a 0,0075 + 0,0071a 0,001 £+ 0,0015b
C C C
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s 0.7 B Temoin
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Figure 16:Effets de I’AZAD (1%) (CLO et CL25), sur [Dactivitéspécifique des

GSTs(uM/min/mg de protéine) chez les Adultes de R .dominica a différentes périodes (m +
sem, n=3 répétition, comportant chacune 10 individus). (ns : Différence non significative (p>0,05) ; **:
Différence hautement significative (p<0,01)).

3.4.2. Effet sur activité spécifique de la MDA :

Les résultats du dosage du malondialdéhyderévelent une variation significative aussi bien
chez les séries témoins (p=0,001) que chez les séries traités a la CL25 (P=0,041) au cours de
la période testée. Par contre, pour les séries traitées a la CL10 L’ANOVA ne révele aucune
différence significative (p>0,05). (Tableau 14 et figure 17)

La comparaison des moyennes par le test « t» révele une différence significative entre

témoins et traités a la CL10 et CL25 respectivement et cela a 24h (p<0,001et p=0,0048), 48h
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(p= 0,0004 et p= 0,0026). Et 72h (p=0,0007 et p<0,0001). De plus un effet dose a été signalé
a 72h (p=0,0022).

Tableau 14 : Effet de ’AZAD (1%) (CL10 et CL25) sur le taux du MDA (UM/ /mg de

protéine) chez les adultes de R. dominica au cours de différentes périodes (m + sem, n=3
répétition comportent chacune 10 individus). (Lettre majuscule : comparaison des moyennes a différents temps
pour une méme série, lettre minuscule : comparaison des moyennes pour un méme temps entre les différentes
séries).

Temps Témoins CL10 CL25
24h 0,223 +0,010a 0,541+0,011b 0,634 + 0,089 b
A A A
48h 0,243 + 0,009a 0,579 £ 0,067 b 0,737 £0,098 b
B A B
72h 0,270 £ 0,035a 0,653 +£0,036 b 0,960 £ 0,042 c
C A C
1,2 -
H Témoin
mCL10
m CL25 FX X 3

=
=)

o
-]

Taux du Malondialdéhyde (WM/mg de protéines)
o o
> o

o
N

0,0

24 48 72
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Figure 17: Effets de ’AZAD 1% (CLO et CL25), sur le taux du MDA (uM /mg de protéine)

chez les adultes de R dominica a différentes périodes (m + sem, n=3 répétition, comportant chacune
10 individus). (**: Différence trés significative (p>0,01), ***: différence trés hautement significative
(p>0,001).
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3.4.2. Effet sur Dactivité spécifique de la LDH :

Concernant 1’activité spécifique de lalactate déshydrogénase, les résultats montrent une
variation non significative (p>0,05) au cours de la période testée (24, 48 et 72h) chez les
témoins par contre chez les séries traités a la CL10 et la CL25, une augmentation significative
(P<0,0001) de la biomarqueurs est signalée au cours de la période testée. (Tableau 15,
Figurel8).

Tableau 15 :Effet de ’AZAD 1%(CL10 et CL25) sur l’activité specifique de la LDH
(uM/min/mg de protéine) chez les adultes de R dominica au cours de différentes périodes (m

+ sem, n=2 répétitions comportant chacune 10 individus). (Lettre majuscule : Comparaison des
moyennes a différents temps pour une méme série et lettre minuscule : pour la comparaison des moyennes du
méme temps entre les différentes séries).

Temps Témoins CL10 CL25
24h 10,44+ 0,22 a 11,33+ 0,23b 15,23+ 0,77C
A A A
48h 11,20+0,230 a 18,17+ 0,952 22,86+ 1,30C
A B B
72h 10,91+ 0,37a 23,92+ 0,74b 27,861 1,09
A C C

La comparaison des valeurs moyennes par le test « t » de Student révéle des différences
entre les témoins et les traités (CL10 et CL25) et cela a 24 (p=0,00282) et 48h (p=0,0007) est
72h (p<0,0001)
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Figurel8: Effets de ’AZAD(1%) (CL10 et CL25), sur D’activitéspécifique de la LDH

(uM/min/mg de protéine) chez les adultes de R dominica a différentes périodes (m + SEM, n=3
répétition comportant chacune 10 individu). (ns: Différence non significative (p>0,05) ; *: Différence

significative (p<0,05)).
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4. DISCUSSION
4.1. Toxicité de I’Azadirachtinea I’égard des adultes de R. dominica :

La toxicologie s'intéresse a la composition chimique et aux effets de toutes les substances
toxiques connues, ainsi qu'a leurs effets post-mortem. Les tests toxicologiques ont pour
objectif de déterminer le pouvoir insecticide d’une matiére active a 1’égard d’un insecte

donné, ils sont nécessaires pour évaluer les concentrations létales (CL50 et CL90).

La toxicité de 1’azadirachtine est largement rapportée dans la bibliographie. Elle varie en
fonction de ’ordre de I’insecte, du stade de développement, du mode d’application (Ingestion,
Topique, Fumigation) mais aussi, de la concentration utilisée (Tomé et al., 2013; Abediet al.,
2014; Koodalingamet al., 2014).L'azadirachtine a peu d’impact sur les organismes bénéfiques
(Dhadiallaet al., 2005; Mordue et al., 2005).1l a une sélectivité remarquable, et ne présente
aucune toxicité a 1’égard des vertébrés méme avec de trés fortes concentrations (Mordue et
al., 2005).

La toxicité de ce régulateur de croissance est liée a sa forte rétention et sa stabilité en tant
que composé actif sur les organismes (Schneider et al., 2004).

Dans la présente étude, une formulation commerciale d’azadirachtine, le NeemAzal, a été
testée par ingestion et par fumigation sur les adultes de R. dominica. Les résultats montrent
une augmentation des pourcentages de mortalité avec une relation dose-réponse, en effet, les

valeurs des CL50 et CL90 diminuer en fonction du temps.

Les résultats obtenus chez B. orientalisrévélent une CL50 tres élevée qui est de 277 ppm
(Tine et al., 2011). Plusieurs espéces de lépidoptérestelle queSchistocercagregaria montrent
une forte sensibilité avec de tres faible dose (0,007 ppm), tandis que chez les espéces
d’hémipteres et de coléopteres, la CL50 est de 100 ppm (Mordue et al., 2005). Cependant,
d’autres espéces sont moins sensibles car chez Damalinialimbat, uneconcentration de 650
ppm réduit la population apres 2 a 18 semaines de traitement (Habluetzelet al., 2007). Les
mémes résultats ont été obtenus sur Damaliniaovis (Heath et al., 1995 ; Guerrini, 2000), et sur
plusieurs groupes d’insectes phytophages (Liu &Stansly, 1995; Mitchell et al., 2004; Kumaret
al., 2005). Des resultats similaires ont été également constatés aprés l'applicationde la méme
molécule sur un Névroptére Ceraeochrysaclaveri (Scudeler et Santos, 2013) et D.
melanogaster(Anjumet al., 2010; Boulahbelet al., 2015).
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La toxicit¢ de 1’azadirachtine (NeemAzal) a ¢été rapportée chez d’autres especes
deDiptéres, comme le moustique A. aegypti, ou la CL50 de 4,77 ppm révele uneforte
sensibilité  (Koodalingamet al.,, 2014). D’autres travaux indiquent que les
concentrationsd’inhibition de la mue adulte (CI50), sont de I’ordre de 0,398, 0,249, 0,048 et
0,006 ppmrespectivement chez Anophelesalbimanus, A. aegypti, Cx quinquefasciatusetAn
stephensi aprés traitement des larves de moustique avec plusieurs formulations
commercialesde 1’azadirachtine(Alouaniet al., 2009 ; Gunasekaranet al., 2009). Par contre,
Tang et al. (2002) ont not¢ peu dimpact sur la survie des adultes d’un
Aphidiinae,Lysiphelbustestaceipes (Cresson), exposé a un agrume plongé dans une
suspension d’azadirachtine.ll est important de noter que les différences de sensibilité des
insectes aux pesticides sont dd au taux de pénétration a travers la cuticule,l’absorption des
insectes, le transport dans les tissus de 1’organisme, le métabolisme (Besardet al.,2011), mais
aussi la régulation intracellulaire, des récepteursou encore les canaux ioniques ciblés par les

insecticides (Lavialle-Defaixet al.,2010).

Chez les larves de D. melanogaster, I’application des extraits de Neem, par ingestion,
montre une CL50 de 24000 ppm (Anjumet al., 2010) ; ainsi, et malgré le mode d’application
différent, le stade larvaire semble €tre moins sensible a 1’azadirachtine par rapport au stade
nymphal testé. En effet il cause une désorganisation de 1’épithélium intestinal avec des effets
importants au niveau de la bordure en brosse. Les travaux de Roel et al. (2010) ont montré
que cette méme molécule cause une désorganisation intestinale chez un Lépidoptére

Spodopterafrugiperda.

4.2. Effet répulsif de PAZAD (1%) a I’égard de R. dominica :

L’activité répulsive est un phénoméene physiologique qui s’effectue chez les insectes
comme mécanisme de défense contre les toxines sécrétées par les plantes (Ben Slimen et
Baoundi, 2016). Ce potentiel de répulsion peut étre utilisé pour lutter contre les dégats causés
par ces insectes ravageurs.

Les résultats obtenus montrent que 1’AZAD(1%) a un effet répulsif vis a vis R.
dominicadurant la période testée (15 min, 30 min, 1h et 2 h).

L’AZAD posséde plusieurs propriétés biologiques telles que 1’activité antibactérienne,
répulsion des insectes et perturbateur de croissance (Biswaset al., 2002 ;Haqueet al., 2006).

Plusieurs auteurs ont testé la répulsion de certains huiles essentielles extraites de plantes

aromatique (De Feo V et al., 2002) telles que Cannamomumeylanicum et d’Eucalyptus
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citriodoraqui se sont montrés trés repulsifs, avec des taux de 90 % et 86.6% respectivement
(Kelouche et al., 2010).

Ceci concorde avec es travaux de Cherry et Nuessly, (2010) qui montrent I’effet répulsif de
I’azadirachtine a 1’égard d’une espece de Coléopteres Melanotuscommunis.

Par ailleurs, de trés nombreux travaux ont mis en évidence 1’activité répulsive des extraits
d’une multitude d’espéces de plants sur les principaux insectes ravageurs des denrées stockées
(Maharramipou et Negahban, 2005 ; Negahbanet al. , 2006. Tripathiet al., 2000a,b), ou Ben
Slimane et Baoundi, (2016), ont signalé un maximum de répulsion de 73,33% avec la dose de
4ul chez T. castaneum traité par A. herba-alba.

4.3. Effet sur la composition biochimique de R. dominica :

Chez les insectes, I’hémolymphe subit des modifications métaboliques diverses, au cours
du développement (larve, pupe et adulte). En effet, ces fluctuations sontliées aux différents
états physiologiques de I'insecte tels que la mue, la nymphose etla diapause (Nowosielski&
Patton, 1965).

Au moment ou l’insecte entre en contact avec I’insecticide, ce dernier pénétredans
I’organisme et atteint, plus ou moins rapidement, au niveau cellulaire, lesprotéines et les
enzymes cibles dont il entrave le fonctionnement normal (Haubruge&Amichot, 1998).

Le dosage des principaux constituants réalisé dans le corps entier des adultes, témoins et
traités deR.dominica, révele une modification non significative desréserves énergétiques ;
protéines, glucides et lipides aprés traitement par I’AZAD (1%).

Les glucides forment un groupe de composés trés importants. Certainsreprésentent une
source d’énergie pour les organismes vivants, soit immédiatementutilisable (tréhalose), soit
sous forme de réserves (glycogeéne) ; d’autres ont un roélestructural (cellulose, chitine, acide
hyaluronique). Le taux de glycogéne et de tréhalose dans les tissus sont étroitement liés aux
évenements physiologiques tels que le vol, la mue, et la reproduction (Wiens& Gilbert, 1967).
Le tréhalose est lafraction la plus importante des glucides circulants. Il joue un rble
métabolique de premier plan dans le cycle de développement (Steel, 1981) et constitue une
source énergétique essentielle en libérant le glucose sous ’action d’une enzyme, tréhalase,sa
concentration dans I'hémolymphe est déterminée par la vitesse de deux processus: son retrait
pour les besoins energétiques de l'insecte et son stockage dans le corps gras (Wyatt, 1967).

Concernant le contenu en glucides, nos résultats montrent que le traitement des adultes de
R. dominica parl’AZAD 1% avec la CL10 et la CL25, montre une variation a 24h apreés
traitement a la CL25.
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Des travaux antérieurs réalisés au niveau de notre laboratoire, ont montré une diminution
du contenu en glucides chez des espéces de moustiques, Culisetalongiareolata traitée par les
huiles essentielles d’Eucalyptusglobulus (Khaled et Dib, 2015), par Lavanduladentata(Sahbi
et Aouni, 2015) et par I’Ocimumbasillicum (Bouzidi et Ziani, 2015). Par contre une
augmentation de ce composé biochimique a été signalée chez Cx pipiens apres traitement a
1’Ocimum basilicum (Khamane, 2014).

De plus, les travaux de Borzouiet al., (2016) ont révélé une diminution significative de ce
contenu chez Plodiainterpunetella aprés traitement avec ArtemisiaKhorassabica et Vitex
pseudo-negundo. Khosraviet al. (2010) et Yazdaniet al. (2013) reportent des résultats
similaires sur Glyphodespyloalis exposé a un extrait d’Artemisiaannuo et
Rosmarinusofficicinais. Les réserves glucidiques peuvent étre affectées par les huiles
essentielles (Saket al., 2006). Dans d’autres études, Zamaniet al. (2011) ont trouvé que I’huile
essentielle d’Artemisiaannuoinduit des effets négatifs sur les réserves énergétiques de
Plodiainterpunctella. Les dérivés de ’AZAD entrainent également une diminution de la
concentration en glucides chez Ctenoparyngodonidella (Hassanein et okail, 2008).

Les protéines jouent un r6le fondamental dans l'organisme de toutes les especes
biologiques vivantes connues (Mahler et al.,1968). Chez les insectes, les protéineset les acides
aminés jouent un réle majeur durant les différentes phases de leur viecar ils sont caractérisés
par des niveaux tres élevés (Chippendale, 1970).

Les résultats obtenus au cours de notre expérimentation, montrent que letraitement par
I’AZAD 1% affecte le contenu en protéines, ce qui est en accord avec les résultats obtenus
chez la méme espéce traitée par I’Eucalyptus globuluset par 1’Artemisia herba-alba (Shiva et
Oruj, 2015). De plus, une augmentation du taux de protéines a été signalée chez D.
trunculusexposé aux polluants environnementaux (Sifi, 2009), chez B. germanicatraitée par le
pyriproxyféne, analogue de I'HJ (Aribi&Lakbar, 2001) et chez Corcycracephalonicatraitée
par le RH-5849, agoniste des ecdystéroides (Ashok&Dutta-Gupta, 2000). Par contre, les
travaux de Tine-Djebbar (2009), montrent que le contenu en protéines totales diminue apres
traitement par le méthoxyfénozideet I'halofenozide chez deux espéces, de moustiques, Cx
pipienset Cs longiareolata. En outre, Rouibi, (2002), montre que le RH-0345 appliqué sur les
femelles adultes de B. germanicanouvellement exuviées réduit le taux des
protéineshémolymphatiques, et que 1’Azadirachtine diminue leurs protéines ovariennes.

Par contre les travaux de Borzouiet al. (2016) ont montré une diminution du contenu en
protéines chez Plodiainterpunctella traitée aux huiles essentielles d’ArtemisiaKhorassanica et

Vitex pseudo-negundo.
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Ahmed et al. (2012) rapportent que I’AZAD interfere ou blogue certaines voies
nécessaires pour la synthése de I’ARN ou méme un impact direct sur celui-ci. L’AZAD inhibe
la synthése des protéines dans plusieurs types de tissu via des enzymes telles que les
trypsines de I’intestin moyen (Timmins et Reynolds, 1992), les 20 hydroxy-monoxygénases
du corps gras (Mordue et al., 2005) et les enzymes de detoxification (Lowery et Smirle,
2000).

Les pesticides affectent donc le matériel génétique de base (ADN et ARN), les protéines
totales, les acides aminés libres et les glucides (Ansarie et Kumar, 1996 ; 1998).

Les lipides représentent la principale source d’énergie chez les insectes (Beenakerset
al.,1985), transportés aux corps gras, site de leurs synthése et stockage (Keely, 1985 ; Van
Hensdan& Law, 1989) vers les organes utilisateurs, notamment les ovaires (Kilby, 1963 ;
Chinoet al., 1981), via I’hémolymphe pour étre utilisés lors de la vitéllogenese (Downer, 1985
; Keely, 1985). Par contre Chez Triboliumconfusum, le maximum d’acides gras est observé au
stade larvaire (activité locomotrice) et au stade adulte (activité locomotrice et maturité
sexuelle), durant lesquels le métabolisme est le plus intense (Beaudoin &Lemonde, 1970).

Les travaux de Borzaouiet al. (2016) montrent que les huiles essentielles extraites de A.
khorassanico et V. pseudo-negundo affectent le contenu en lipides chez la larve du quatrieme
stade de P. interpunctella.

Dans notre laboratoire, plusieurs plantes ont été testées sur diverses classes d’insectes
telles que les Culicidae, ou I’application des huiles essentielles a provoqué des perturbations
du contenu en lipides chez Cx pipiens traité par [’Eucalyptus globulus (Khaled et Dib, 2015),
par Lavanduladentata (Sahbi et Aouni, 2015) et chez Cs longiareolata traité par
1I’Ocimumbasilicim(Bouzidi et Ziani, 2015)

En conclusion, on peut suggérer que les perturbations notées dans la composition
biochimique de R. dominica sont probablement liées a des interactions avec 1’action des

neurohormones et hormones qui modulent les vois métaboliques.

4.4, Effet sur les biomarqueurs :
La lutte contre les organismes nuisibles (rongeurs, arthropodes vecteurs de maladies ou
destructeurs de récoltes) se traduit invariablement par la sélection d’individus résistants, ¢’est
a dire capable de survivre et de se reproduire malgré la présence dans leur environnement de
composés toxiques pouvant tuer des individus dits sensibles (Magninet al.,1985).

Plus de 500 espéces d’arthropodes sont maintenant résistantes a au moins, un

insecticide(Soderlund, 1997). En dépit des diversités chimiques des insecticides et
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biologiques des ravageurs, un nombre de meécanismes de résistance sont capables de

détoxifier les insecticides en métabolites moins toxiques (Soderlund, 1997). Ces mécanismes

sont généralement classés en trois catégories:
¢ Le premier est d0 a une diminution de la pénétration cuticulaire qui est un mécanisme
de résistance de moindre importance mais qui peut contribuer en association avec
d’autres a augmenter le niveau de résistance (Georghiou, 1994; Pasteur& Reymond,
1996; Taylor &Feyereison, 1996).
¢Le deuxiéme mécanisme, relativement le plus important, assure une bonne
détoxification des différents tissus de I’organisme. Il est lié a une augmentation du taux
des diverses enzymes de détoxification (Sodrlund, 1997) telles que les monooxygénases
a cytochrome P450 (Kassiet al., 1994; Scott, 1999), I’estérase (Field et al., 1999; Zhu et
al., 1999, Harold &Ottea, 2000), la glutathion-S-transférase (Parapanthadaraet al., 2000;
Yu& Abo-Elghar, 2000; Sun et al., 2001), et la lactate déshydrogénase entre autre
(Saleem&Shakoori, 1987; Ribeiro et al., 1999);
¢ Enfin, le troisieme mécanisme, aussi important que le second, traite de 1’altération des
sites cibles et leur insensibilité aux insecticides. Parmi ces derniers, on note les canaux
sodium, les récepteurs GABA et surtout une enzyme du systéme nerveux,
I’acétylcholinestérase (Rufingieret al.,1999; Tomitaet al., 2000; Siegfreid&Scharf,
2001).

4.4.1. Effet sur I'activité spécifique des GSTs :

Au niveau biochimique, il existe différents types de biomarqueurs regroupés selon leur
fonction au niveau cellulaire. Les principaux biomarqueurs utilisés sont des marqueurs
enzymatiques comme la catalase, la glutathion peroxydase et la glutathion-S-transférase. Les
enzymes du systeme de détoxification sont aussi beaucoup étudiées puisque leurs activités
sont susceptibles d’étre fortement modifiées aprés une exposition & un xénobiotique(Badiou,
2007 ; Dannauet al.,2003).

Les insecticides sont soumis & une panoplie de réactions enzymatiques visant a détoxifier le
produit initial et accélérer son excrétion. Les enzymes impliquées, se divisent en 2 groupes ;
enzymes de la phase | dites les enzymes fonctionnelles (oxydase, réductase, hydrolase)
permettant de démasquer les éléments électrophiles des insecticides, conférant a la molécule
une augmentation d’hydrophilie, et les rendant moins toxiques, et les enzymes de la phase I,

dites les enzymes de la conjugaison qui fixe des dérivés endogénes hydrophiles comme le
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sucre, les acides aminés (glutathion, glucoside, phosphate, sulfate ou acide glycuronique) sur
les groupements fonctionnels révélés en phase I. Ces enzymes de conjugaison sont des
transférases dont les plus connues sont les GSTs (Cassier et al.,1997).

Les GSTs sont des enzymes multifonctionnelles impliquées dans 1’étape de conjugaison du
«glutathion réduit » a un grand nombre de xenobiotiques (Boyer, 2006). Elles sont surtout
localisées dans le cytoplasme des cellules, du corps gras et des muscles alaires
(Haubruge&Amichot, 1998). Elles ont un réle important dans la détoxification de substances
xénobiotiques et interviennent en catalysant la conjugaison de ces substances avec le
groupement thiol du glutathion endogéne (Jakoby&Habig, 1980). Ceci résulte en synthese
d’un acide mercapturique qui est ensuite facilement éliminable. Donc, le réle majeur du
glutathion est de convertir des composés lipophiles en molécules hydrophiles facilement
excrétables(Habiget al., 1974). Les GSTs permettent le développement de la résistance envers
les agents chimiothérapiques, les insecticides, les herbicides et les antibiotiques microbiens.
Elles jouent un réle important dans la physiologie du stress, le transport intracellulaire et dans
la biosynthese des hormones (George, 1994; Board& Menon, 2013).

L’activité spécifique de la GST chez les adultes traités de R. dominica marqué une
augmentation significative au cours de la période testée et qui se traduit par une mise en place
du processus de détoxification qui est une forme de défense de I’insecte contre le pesticide.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus chez Culex pipienstraité par /’Ocimum
basilicum (Sayada&Messai, 2015), Lavanduladentata(Gheraibia&Abaidia, 2014) et
Laurusnobilis  (Attia et Kouider, 2016), et chez Cs longiareolatatraitee par
Menthapiperita(Chettat, 2013), Ocimum basilicum (Kemache&Meziani, 2015) et L.
dentata(Gouasmia&Bouchagoura, 2013).

Cette observation a été également signalée chez B. germanicatraitée par 1’acide borique
(Habeset al.,2006), un pyréthrinoide, la cypermethrine(Valles et al., 2000), 1’azadirachtine
(Saci, 2006), I’acétamipride et le benfuracarbe (Morakchi, 2002), le spinosad
(Meghlaoui&Mansouri, 2010), mais aussi par le propoxur (Valles et al., 1999 ; Lee et al.,
2000).

L’augmentation de I’activité spécifique des GSTs a aussi été notée chez d’autres insectes
traités, avec différentes formulations commerciales d’azadirachtine, comme chez les larves de
Xanthogalerucaluteola (Coléoptére) traités avec 1’Achook (Valizadehetal., 2013), chez les
adultes de Blattellagermanica traités avec 1’azadirachtine (Tine, 2013) ou encore chez les
larves de H.armigera (Lepidoptére) traités avec 1’Huile de Neem (Waret al.,2014).

4.4.2. Effet sur I'activité spécifique du Malondialdéhyde :
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Le malondialdéhyde est le marqueur le plus utilisé de la peroxydation lipidique notamment
par la simplicité et la sensibilité de la technique (Nourooz-Zadehet al.,1996)

La peroxydation lipidique est un processus complexe qui peut créer des altérations de la
membrane cellulaire telles que la modification de sa fluidité, I’inactivation de récepteurs ou
d’enzymes conduisant a la formation d’importantes lésions au niveau des tissus et des organes
(Van der Vaartet al., 2004). Le malondialdéhyde (MDA), formé lors de I'action des radicaux
libres sur les acides gras polyinsaturés, est largement utilisé comme biomarqueurs de la
peroxydation lipidique et plus généralement d'un stress oxydatif (Zielinski&Pdrtner, 2000 ;
Viarengoet al., 2007). Le MDA peut interagir avec les acides aminés, les protéines, les
phospholipides et ’ADN (Storey, 1996 ; Stohset al., 2000), pour former des biomolécules
toxiques, non dégradables par 1’organisme et qui s’accumulent avec 1’age (Leibovitz& Siegel,
1980). La grande quantité de lipides, leur rdle essentiel dans I’organisme et la richesse de nos
membranes cellulaires en ce compose un bon indicateur du stress oxydatif (Michel, 2009).

L’analyse de nos résultats montre une variation significative apres traitement par I’AZAD
1% du taux du MDA au cours de la période testée, ceci révéle que I’AZAD induit un stress
oxydatif qui conduit a la peroxydation lipidique.

En accord avec nos résultats, Bensafi-Gheraibiaet al. (2013) ont trouve que le
spiromesiféne provoque une augmentation du MDA chez D. melanogater.

L’exposition aux métaux lourds induit une peroxydation lipidique chez Cantaraeusapertus
(Mleiki et Trigui ElI Menif, 2010), chez Pistiastratiotes (Yong et al., 2012), chez M.
galloprovincialis (Viarendgoet al., 2007) et chez Donax trunculus (Sifi, 2009 ; Nadir et
Mukrim, 2012). De plus, une augmentation du taux du MDA a été signalé dans les tissus des
poissons Cyprinuscarpio L traités par deux doses létales (50 et 100 pg/L) de carbofuran
(Ensibilet al., 2010). 11 a été rapporté que 1’exposition a un xénobiotiques peut induire des
dommages oxydatifs dans différents tissus, entrainant une augmentation de la peroxydation
lipidique des membranes (Shuklaet al., 2000 ; Gérer et al., 2002). De plus, les résultats de
plusieurs travaux renforcent I’implication du stress oxydatif et en particulier, la peroxydation

lipidique dans la toxicité des pesticides.

4.4.3. Effet sur I'activité spécifique de la LDH :
Les lactates déshydrogénases (LDH) sont des enzymes qui contribuent a faciliter le
processus de transformation du sucre en énergie, afin que les cellules puissent les utiliser. Les

LDH sont présents dans des organes et tissus trés divers, notamment le foie, le cceur, le
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pancréas, les reins, les muscles squelettiques, le cerveau et les cellules sanguines (Judith,
2012).

Le lactate déshydrogénase est 1’enzyme responsable de la régénération du NAD™ a partir
du NADH pour assurer la continuation du cycle glycolytique (Gagnon &Holdway, 1999). Elle
appartient a la famille des oxydoréductases, decrite pour la premiére fois par Meyerhof en
1919. La mesure de l’activit¢ LDH a été largement utilisée en biologie clinique comme
diagnostic des lésions cellulaires et tissulaires (Tietz, 1987 ; Asztaloset al., 1999 ; Gupta etal.,
1991).

Concernant nos résultats, 1’application de I’AZAD sur les adultes de R. dominica a
provoqué une augmentation de ’activité de la LDH, au cours de la période testée. Cette
augmentation peut étre expliquée par le stress chimique induit par I’insecticide.

Les résultats sont en accord avec ceux obtenus par Long et al. (2003), qui signalent une
augmentation suivie d’une diminution de I’activit¢ LDH hépatique chez la moule,
Mytilusedulis exposée a différentes concentrations d’hydrocarbures. Selon Ribeiro et al.
(1999), l’activit¢é de la LDH est altérée par les insecticides organophosphorés et
organochlorés. L’augmentation de D’activité de ce parameétre apreés traitement a été
enregistrée chez Blattelagermanica traité avec I’acide borique (Sifi, 2002) et chez
Macquarianovemaculeata apres exposition au pétrole brut (Cohen et al., 2001).

Les travaux de Kilani-Morakchi (2007) ont montré une augmentation de la LDH a 24
heures, suivi d’une inhibition apres 48 heures de traitement des adultes de B. germanicapar
I’acide borique. Cette réduction pourrait s’expliquer par une baisse du métabolisme
glucidique conduisant probablement a un affaiblissement de I’organisme et li¢ a la diminution
ou & I’arrét de I’alimentation vu la désorganisation de la structure de I’intestin (Habeset al.,
2006). L’azadirachtine antagoniste des ecdystéroides inhibe ’activité spécifique de la lactate
déshydrogénase chez Cnaphalocrocismedinalis(Senthil Nathan et al., 2006), et chez
Spodopteralittoralis(Fahmy and dahi, 2009).

Cependant, un inhibiteur de la synthése de la chitine le diflubenzuron ou encore un
pyréthrinoide, 1’ambush  entrainent  1’augmentation de cette activit¢  chez
Triboliumcastaneum(Saleem&Schakoori, 1987). Par contre les travaux de Surendra (2000)
marquent une inhibition de la LDH chez B. moritraité par deux organophosphorés, le
fenitrothion et 1’éthion. Des résultats similaires ont été rapportés par Azmiet al. (2002) apres
le traitement des larves de Culex fatigansavec un organochloré (DDT), un organophosphoré
(le malathion) et un pyrétrinoide (la cyfluthrine), et par Maizaet al. (2003) apres le traitement

de Blattelagermanica traitée a I’indoxacarbe et au Spinosat.
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Conclusion et Perspectives

5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez une espéce de Coléoptére ravageur des
denrées stockée Rhyzoperthadominica, 1’effet d’azadirachtine (anti JH et anti écdystéroide)sur
la toxicité (par ingestion et par fumigation), larépulsion, la composition biochimique
(protéines, glucides et lipides) et [1Dactivitéspécifique de quelques biomarqueurs
enzymatiques(Glutathion-S-Transférases, Malonaldéhyde et Lactate Déshydrogénase).

L’application de 1’azadirachtine (1%) par ingestion et par fumigation sur les adultes de
Rhyzoperthadominica nous a permis d’établir les concentrations sous létales et létales. Le
traitement manifeste une toxicité avec une relation dose-réponse ; de plus, les concentrations
Iétales et sous létales diminuent en fonction du temps aprés traitement. De plus, il posséde une
activité répulsive vis-a-vis de cette espece.

L’azadirachtine testé avec les deux concentrations sous létales (CL10 et CL25) sur les
adultes de R. dominica, semble affecter relativement la composition biochimique (Glucides,
lipides et protéines) des individus traités comparativement aux témoins au cours de la période
testée.

De plus, I’évaluation de I’effet de ’AZAD (1%) sur les biomarqueurs du stress oxydatif,
révele une induction du systeéme de détoxification par le biais d’une augmentation de I’activité
spécifique des GSTs, du Malondialdéhyde et de la Lactate Déshydrogénase.

En perspectives, il serait intéressant de compléter cette recherche, en évaluant le pouvoir
anti appétant de ce produit, en déterminant la qualité de nourriture ingérée et en dosant les
différents enzymes digestives. De plus, I’effet de cette molécule sur le potentiel reproducteur

de R. dominicas’avére indispensable.
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Résumé

Résumé

Notre travail a pour but d’évaluer I’effet d’un biopesticide, 1’ Azadirachtine (1%) (Anti JH
et anti ecdystéroide) sur un coléoptére ravageur et qui cause des dégats majeurs au niveau des

céréales en Algérie.
Pour cela, plusieurs aspects ont été déterminés :

Aspect toxicologique : a permis de déterminer le pouvoir insecticide de 1’Azadirachtine
par ingestion et par fumigation contre les adultes de R. dominica a différentes périodes. Le

produit révele un effet toxique avec une relation dose-réponse.

Pouvoir répulsif : le test de répulsion réalisé par la méthode de MC Donald et al. (1970),
a permis de mettre en évidence le pouvoir répulsif de ’AZAD a I’égard de R. dominica.

Aspect biochimique : a permis de déterminer les variations des réserves metaboliques
(glucides, lipides et protéines) en fonction du traitement par ingestion avec les
deuxconcentrations sous létales (CL10 et CL25). Le produit affecte relativement ces

parametres biochimiques au cours de la période testée (24, 48 et 72h).

Biomarqueurs : I’ Azadirachtine provoque une induction du systéme de détoxification de
R. dominica en augmentant 1’activité spécifique de certains biomarqueurs du stress oxydatif,

GSTs, MDA et LDH. Au cours de la période testée.

Mots clés :Rhyzoperthadominica, AZAD 1%, toxicité, répulsion, biochimie et

biomarquers.



Résumé

Abstract

Our workaims to evaluate the effect of a biopesticide, Azadirachtin (1%) (anti JH and anti
ecdysteroid) on a beetlepest and which causes major damage to cereals in Algeria.

To this end, several aspects have been determined:

Toxicological aspect: determined the insecticidal power of Azadirachtin by ingestion and
by fumigation againstadults of R. dominicaatdifferentperiods. The product shows a
toxiceffectwitha dose-responserelationship.

Repulsive power: the repulsion test carried out by the method of MC Donald et al. (1970),
revealed the repulsive power of AZAD with respect to R. dominica.

Biochemical aspect:allowed to determine the variations of the metabolicreserves
(carbohydrates, lipids and proteins) according to the treatment by ingestion with the two
concentrations  underlethal (CL10 and CL25). The productrelatively affects
thesebiochemicalparametersduring the periodtested (24, 48 and 72h).

Biomarkers:Azadirachtin causes an induction of the R. dominicadetoxification system by
increasing the specificactivity of certain biomarkers of oxidative stress, GSTs, MDA and
LDH. Over the periodtested.

Key words :Rhyzoperthadominica, AZAD 1%, toxicity, biochimical and biomarquers

aspect
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