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RESUME

Des études toxicocinétiques et synergiques  sur
l’azadirachtine dihydrogénée (H,-AZA) ont é&té effectuées chez
la pyrale du mails, Ostrinia nubilalis Hiibner, & l’aide d’un
traceur radiocactif tritié. L’azadirachtine, un triterpénoide
extrait de l’arbre Azadirachta indica, est reconnue pour ses
propriétés antiappétantes et régulatrices de la croissance
chez plusieurs espéces 4’insectes.

Les résultats de cette étude ont montré que: (1) L’H,~-
AZA diminue la croissance et altére le développement de la
pyrale du mais; (2) le traceur est é€liminé par les féces entre
12 et 24 heures aprés le traitement par voie orale ou par voie
cuticulaire; (3) l’estomac, la carcasse et les corps gras
présentent la plus grande accumulation de traceur pour le
traitement par voie orale; l’estomac et la carcasse présentent
la plus grande accumulation de traceur pour le traitement par
voie cuticulaire; (4) la pénétration du traceur dans la
cuticule de 1l’insecte est rapide: elle prend place dans les
premiéres 12 heures aprés l’application; et (5) le dillapiol
et le butoxyde de pipéronyl, des inhibiteurs des enzymes
monooxygénase a plusieurs substrats, augmentent la toxicité de
1’H,-AZA chez O. nubilalis.

Les résultats de cette é&tude permettent de mieux
comprendre d’une part, comment 0. nubilalis réagit a
1/introduction de cette substance dans son organisme, et

d’autre part, comment la molécule d’azadirachtine agit chez
1/ insecte.

xi



ABSTRACT

Toxicokinetic and synergistic studies were conducted with
dihydro-azadirachtin (H,-AZA) and a tritiated tracer on the
European corn borer (ECB), Ostrinia nubilalis Hiber.
Azadirachtin, a triterpenoid extracted from the Neem Tree
Azadirachta indica A. Juss, has been recognized for years for
its antifeedant and growth regulation properties on different
insect species.

The results have shown that: (1) H,-AZA reduces the
growth and affects the development of the ECB; (2) the
elimination of the tracer within the feces takes between 12 to
24 hours following an oral or topical treatment; (3) the gut,
the carcass and the fat bodies are subject to the highest
accumulation of tracer for an oral treatment; the gut and the
carcass present the highest accumulation of tracer for a
topical treatment; (4) the penetration of tracer in the
cuticle takes place rapidly, within the first 12 hours after
topical treatment; and (5) dillapiol and piperonyl butoxyde,
two polysubstrate monooxygenase (PSMO) inhibitors, increase
the toxicity of H,-AZA for the ECB.

This study contributes to the understanding of how O.
nubilalis reacts to the introduction of a substance like
azadirachtin within its body and of how this molecule acts on
the insect.

xii



1. PRESENTATION GENERALE

1.1. INTRODUCTION

1.1.1. Culture et agriculture

1.

Généralités

La protection des cultures contre 1les dommages
causés par les insectes phytophages est un des plus
grands défis & relever. A cette fin, les insecticides
synthétiques ont rendu d4’immenses services pendant
plusieurs années. Leur utilisation systématique est par
contre remise en cause depuls gquelques décennies déja,
parce que ces produits sont le plus souvent persistants
et non-spécifiques et qu‘’ils engendrent ainsi plusieurs
conséquences néfastes sur les écosystémes et sur le bien-
étre des organismes gqui y vivent. Une prise en charge
plus globale des systémes agricoles peut mener au
développement de stratégies différentes et moins
dommageables pour lutter contre les insectes ravageurs de
cultures. L’utilisation d’insecticides d’origine
végétale est un des moyens envisagés parce due ces
substances sont souvent moins persistantes et ont un
spectre d’action plus 1limité que les insecticides
conventionnels. Elles font fréquemment intervenir, chez
les organismes visés, des mécanismes de défense
particuliers, gque ce soit au niveau comportemental,
physioclogique ou biochimique. A ce titre,
l’azadirachtine, une substance secondaire extraite
d’Azadirachta indica A. Juss, est un des insecticides
botaniques les plus prometteurs. Cette recherche vise a
mieux comprendre 1l’action de 1l‘azadirachtine chez un

insecte phytophage ainsi qu‘a éclaircir les mécanismes



utilisés par l’insecte pour faire face & la présence de

telles substances dans son organisme.

Histoire du contréle chimique et détérioration des
systémes agricoles.

Pour fournir & la demande alimentaire toujours
croissante, tout en restant économiquement viables, les

pratiques culturales ont dda étre modifiées
considérablement. Avant 1939, soit avant la 2° guerre
mondiale e t l1 /7 avéenement d u

dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), les insecticides
dtaient utilisés a plus petite échelle et leurs impacts
peu connus (McEwen et Stephenson, 1979). La protection
encourue par le DDT jusqu’au début des années 70 a
entrainé la prolifération de substances toutes plus
efficaces 1és unes que les autres. Avec les années, les
monocultures a grande échelle et l/utilisation massive de
pesticides organiques synthétiques sont devenus les
principaux piliers des systémes agricoles et en méme
temps, les raisons majeures de leur détérioration et de
leur déséquilibre (Sharma, 1982; Ahmed, 1986).

Cette fagon de faire a en effet créé des écosystémes
idéaux & 1/introduction de pestes gui trouvent nourriture
et abris en abondance et d bon compte sans qu’elles aient
besoin de le rechercher (Strong et al., 1984).

Malgré que ces substances aménent une protection
trés efficace contre les insectes ravageurs, gqu‘elles
permettent une qualité esthétique des  produits
difficilement imaginable autrement et gqu‘elles soient
relativement simples & wutiliser, leurs désavantages
outrepassent en général largement leurs bienfaits.



A peu d’exception prés, les insecticides organiques
synthétiques, ont généralement un point en commun: ils
agissent sur le systéme nerveux des insectes. Bien que
trés efficace, ce mode d’action a le grand désavantage
d’affecter tous les autres membres du régne animal qui
possédent le méme systéme de transmission nerveuse
(McEwen et Stephenson, 1979). La destruction des
insectes prédateurs et des parasites naturels ainsi gque
d’autres insectes non nuisibles laisse une niche
écologique libre a l‘/implantation de nouvelles pestes.
Les endroits non traités adjacents aux grandes cultures
voient apparaitre une dispersion plus é&tendue des
insectes nuisibles. Les phénoménes de développenment de
la résistance chez les insectes se multiplient & un point
tel que plus de 500 espé&ces d’insectes et de mites sont
maintenant résistantes & tout insecticide connu
(Georghiou, 1990).

Ces substances sont souvent persistantes et se
retrouvent dans les sols, les eaux avoisinantes et
s’accumulent dans tous les organismes de 1la chaine
alimentaire et des écosystémes touchés. Les plantes
traitées sont parfois elle-mémes intoxiguées (Warthen,
1979; Attri, 1982; Sharma, 1982; Ahmed, 1986).

Les pertes économiques causées par les insectes en
agriculture sont encore énormes, et ce, malgré
l’application de ces insecticides fortement efficaces et
trés colteux (Rembold, 1989;. A plus long terme, les
conséquences sur nos écosystémes et sur la santé animale
et humaine sont difficilement estimables.



Recherche de nouveaux moyens dans une stratégie de lutte
intégreae.

Les effets et les propriétés négatifs des
insecticides conventionnels ont amené les chercheurs,
depuis les derniéres années, a réévaluer les programmes
de contréle des insectes ravageurs de cultures et a
rechercher des moyens moins dispendieux et plus
sézuritaires pour l‘environnement.

Le développement de 1l’agriculture biologique, la
rotation des cultures, 1les bi- et pluricultures, le
développement de cultivars plus résistants a l’attaque
des insectes phytophages, font partie des nouveaux moyens
de lutte intégrée et ont permis depuis plusieurs années
déja, d’obtenir une amélioration considérable de la santé
de nos écosystémes agricoles. Le contrdéle des
populations d‘insectes ravageurs & des niveaux
économiquement acceptables plutdét gque 1‘élimination
totale de celles-ci, fait aussl partie des nouvelles
conceptions envisagées (Sharma, 1982).

Depuis une vingtaine d‘années déjid, de nouvelles
substances, ayant des modes d’action différents et
parfois plus subtils que les insecticides synthétiques
conventionnels, ont commencé a &tre utilisées. Produits
mimant les hormones juvéniles, phéromones, régulateurs de
l/oviposition, toutes ces . substances agissent en
dérangeant des processus vitaux plus particuliers aux
insectes (McEwen et Stephenson, 1979). Certaines de ces
substances sont des composés secondaires de plantes et
sont souvent molns persistantes. Elles ont un spectre
d’action moins étendu, principalement & cause de leur
mode dfaction différent, laissant le plus souvent
indifférents, prédateurs naturels ou espé&ces non visées.
Le vaste domaine des relations plantes-insectes s’est

4



énormément développé ces derniéres années et Iles
connaissances acqguises ont permis de mettre en lumigre
certaines interactions coévolutives entre les substances
secondaires des plantes et les insectes (Harborne, 1988).
L’utilisation de ces substances dans le contrdle des
insectes phytophages n’est pas nouvelle mais é&tait
beaucoup plus importante avant 1’avénement du DDT et la
gamme d’insecticides gui ont suivi. La pyrethrine, 1la
nicotine et la roténone en sont des exemples bien connus
et sont encore utilisés aujourd’hui i plus petite échelle
{(McEwen et Stephenson, 1979; Sharma, 1982; Cardellina,
1988; Elakovich, 1988; Cutler, 1988).

1.1.2. Le margousier

Azadirachta indica A. Juss (Méliacées) a suscité
l'intérét d‘un grand nombre de chercheurs & travers le monde
depuis plusieurs années (Attri, 1982; Schmutterer, 1990;
Schmutterer, 1988; "Champagne et al., 1989; Rembold, 1989;
Warthen, 1989). L‘abondante littérature sur les propriétés
antiappétantes et régulatrices de croissance de différentes
parties de cet arbre sur un grand nombre d‘insectes nuisibles,
témoigne de l'espoir gqu’il suscite en tant gque moyen de
contréle efficace dans le cadre d‘un programme de lutte
intégrée des populations d‘insectes ravageurs de cultures.

C’est un arbre originaire d’Asie du Sud (Indes et
Birmanie) gqu’on retrouve aussi au Pakistan, au Sri Lanka, en
Indonésie, en Thallande, en Afrigque de 1l’est, en Asie du sud-
est, en Australie, aux Iles Fidji et en Mauritanie. Il a été
introduit en Floride, en Amérique du sud, en Amérigue centrale
et dans les Antilles ainsi que dans d’autres régions des
tropiques ol le climat est chaud et humide (Hoddy, 1986;
Jacobson, 1986). Il peut atteindre 12 & 18 métres de hauteur
avec un diamétre maximal du tronc de 1.8 métres. I1 croit
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dans les sols pauvres et secs ol les précipitations annuelles
sont de 400 & 800 mm et ol il y a une saison séche prolongée.
Il ne tolére pas le froid excessif ou le gel (Warthen, 1979).
C’est un arbre décidu qui croit rapidement et dont les fruits
sont produits en panicules tombantes habituellement une fois
par année, parfois deux. Ces fruits sont ovales et mesurent
1.4 4 2.4 cm de long et ont, lorsqu’épluchés, une pulpe jaune
et sucrée gqui enferme une graine brune protégée par une
enveloppe blanche et dure. Les fleurs sont aromatiques,
petites et blanches (Schmutterer, 1990).

Dans la tradition indienne, le margousier est surnommé
"le dispensaire du village" parce gu’il est utilisé a
plusieurs fins. Les feuilles sont utilisées pour protéger les
tissus de laine et 1les semences entreposées contre les
insectes ainsi que pour le traitement de la Jjaunisse. Oon
extrait de son écorce une huile avec laquelle on fait des
savons et du dentifrice et on se sert des résidus de cette
extraction pour fertiliser certaines cultures et nourrir le
bétail et les volailles. Depuis des siécles, les Indiens
boivent des infusions de fleurs et de feuilles de margousier
sans aucun probléme. Dé&ja en 1937, des scientifiques Indiens
avaient découvert que la vaporisation des cultures avec un
extrait des feuilles du margousier, prévenait la dévastation
par les locustes. Depuis 1960, les milieux scientifigues a
travers le monde ont développé un intérét croissant pour les
propriétés de cet arbre, intérét démontré par les symposiums
internationaux consacrés uniquement & la recherche concernant
le margousier (XKoul et al., 1990).

Plusieurs substances ont été extraites et identifiées &
partir d’extrait des feuilles, de l’&corce ou des graines du
margousier. La plupart sont des triterpénoides tétracycliques
ou leurs dérivés et ont une activité biclogique chez

différents organismes (figure 1) (Koul et al., 19%0; Van der
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Nat et al., 1991). L’azadirachtine est jusgu’ad maintenant
reconnue comme étant la plus active de toutes ces substances
(Isman et al., 1990a; Schmutterer, 1990; Saxena, 1989).



FIGURE 1

Quelques triterpénoides et leurs dérivés d/Azadirachta indica.
d’aprés Koul et al., 19950.
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1.1.3. L’azadirachtine

L'azadirachtine est un tétranortriterpénoide qui a &té
isolé pour la premiére fois des graines du margousier par
Butterworth et Morgan en 1968 et est considérée comme é&tant
responsable de 1la régulation de 1la croissance et des
propriétés antiappétantes (Blaney et al., 1990; Schoonhoven,
1980; 1982; Simmonds et Blaney, 1983}. Sa structure
moléculaire a été tout d‘abord élucidée par Zanno et al. en
1975, et sa structure plus ou moins définitive, assignée par
Bilton et al. en 1985 (voir aussi Bilton et al., 1987) (figure
2). Plusieurs isoméres de 1l’azadirachtine ont été identifiés
et quantifiés par chromatographie a haute pression (Rembold et
al., 1984) et possédent des propriétés qui leurs sont propres.
Certaines altérations chimiques de 1la molécule ont é&té
réussies; L’hydrogénation du double lien 22,23- engendre une
molécule trés stable avec une activité biologique similaire &
celle de la molécule originale (figure 3) (Rembold et al.,
1983; Morgan, 1982; Rembold et al., 1984; Yamasaki et Klocke,
1987; Barnby et al., 1989%a). Certains chercheurs ont tenté de
synthétiser 1l‘’azadirachtine ou des analogues ayant les mémes
propriétés biologiques (Ley et al., 1987), mais la structure
hautement complexe de la molécule rend cette entreprise trés
difficile. Les groupements hydroxyles et le groupe tigloyl
semblent nécessaires pour une activité maximale de la molécule
lors de 1l’ingestion par 1l’insecte (Rembold et al., 1984;
Yamasaki et Klocke, 1987; Simmonds et al., 1950). Rembold
(1989) a aussi montré que le groupement époxyde est critique
pour l’activité d’inhibition de la croissance.



FIGURE 2

Structure chimique de l’azadirachtine.
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FIGURE 3

Structure chimique de l/azadirachtine dihydrogénée.
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Les effets les mieux définis de l‘azadirachtine sur les
insectes ont é&té rapportés comme é&tant: le délai et/ou
1‘inhibition de la mue au cours des stades successifs de
développement, la modification du processus de mue et le
délai, 1la modification ou 1‘inhibition du dévelcppement
ovarien (Warthen, 1979; Attri, 1982; Kubo et Klocke, 1982;
Schmutterer, 1988; Rembold, 1989). Méme si on a montré que
certains produits du margousier ont des effets sur des
acariens, des nématodes et des virus, 1l’azadirachtine est
considérée jusqu’d maintenant sans danger pour les animaux
homé&sthermes (Warthen, 1979; Warthen, 1989; Schmutterer,
1990).

Plusieurs recherches ont é&té effectuées pour tenter
d'expliquer le mode d‘action de l‘azadirachtine. L‘hypothése
la plus plausible pour le moment est que l‘azadirachtine
interfére avec la régulation neuroendocrinienne des niveaux
d‘hormones juvéniles et de mue. L’azadirachtine inhibe in
vitre le reldchement de l’ecdysone du complexe glandulaire
cérébral annulaire (brain~ring gland complex). La biosynthése
d’ecdysone dans la glande ne semble cependant pas affectée
(Kcolman et al., 1988). D’autres prétendent plutdét gqu’un
effet de 1’azadirachtine directement sur 1/estomac résulterait
en cette inhibition du reldchement de l’ecdysone parce gue
l’estomac empoisonné serait incapable de se développer
suffisamment pour que la mue s’effectue avec succés (Mordue et
al., 1985; Nijhout, 1981). Un estomac normal et fonctionnel
est en effet essentiel pour tous les aspects de 1’alimentation
et de la nutrition et aussi pour enclencher le systéme
endocrinien afin gque la mue s’effectue normalement. on a
aussi montré que l/azadirachtine a un effet immédiat sur 1le
taux de division cellulaire (blocage) en inhibant la synthése
d’ARN moléculaire (Fritzshe et Cleffmann, 1987). Schmutterer
(1988) rapporte une inhibition de la synthése de chitine. 1I1
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n‘est, par contre, pas encore clair lesquels de ces effets
sont directs ou indirects (Rembold, 1989).

1.1.4. Potentiel d’utilisation de l‘azadirachtine et des
produits du margousier.

Malgré la structure complexe de l‘azadirachtine, rendant
difficile, mais non impossible, la synthése de composés
analogues 3 des fins commerciales (Ley et al., 1989; Warthen,
1989), les qualités de cette molécule et des différents
produits du margousier, valent la peine d‘étre considérées.

Parce que son mode d’action est différent et qu’elle agit
comme un antiappétant, l‘azadirachtine posséde un spectre
d’action beaucoup plus limité et ne détruit pas
systématiquement tous les organismes présents (prédateurs et
parasites naturels) (Schmutterer, 1990). De plus, parce que
les extraits du margousier contiennent plusieurs substances
ayant une activité biologique, la vitesse d’évolution de la
résistance ainsi que les chances de voir se développer des
problémes de résistance croisée avec les neurotoxines peuvent
étre réduites considérablement (Véllinger, 1986).

L’azadirachtine se dégrade aussi rapidement sous
exposition aux rayons ultra-violets (Stokes et Redfern, 1982),
ce qui diminue de beaucoup les possibilités d’/intoxication des
écosystémes touchés et des organismes gui y vivent.
L’azadirachtine est tout aussi simple & utiliser gue les
insecticides conventionnels et il est possible qufelle ait une
activité systémique dans la plante traitée, ce gui pourrait
prévenir les applications répétées (Gill et Lewis 1971; Osman
et Port, 1990). En effet, des plants de mals traités par le
sol ont wvu leur niveau de dommage diminué substantiellement
(Xie et al., 1991).
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L’azadirachtine a surtout un réle dans une stratégie de
lutte intégrée car elle ne remplacera jamais & elle seule un
insecticide organique synthétique (Schmutterer, 1990).

L‘utilisation d‘’azadirachtine et des produits du
margousier comporte par contre quelques désavantages.

En effet, & moins que 1l’azadirachtine ait une activité
systémique dans les plantes traitées, la protection des
cultures demeure imparfaite parce qu’il est difficile
d’atteindre toutes les parties de la plante par vaporisation
seulement. Ainsi, l7application d’azadirachtine ne
résulterait pas en la mortalité systématique des insectes
ravageurs visés mais plutdt, en une diminution des dommages
causés. A ce titre, les attentes, et des cultivateurs & ce
gqu’un produit détruise tout insecte, et des consommateurs a ce
gue la gqualité esthétique des produits soit parfaite, sont
plus ou moins satisfaites. De plus, la biodégradabilité de
l’azadirachtine, gqualité d‘une part, peut devenir un
désavantage, d’autre part, si les applications doivent se
faire plus nombreuses. Finalement, les colts associés a la
recherche sont tout aussi importants que pour les insecticides
conventionnels (Mulkern et Mongolkiti, 1975; Radwanski, 1977;
Warthen, 197¢9; Ahmed, 1986; Mansour et al., 1987; Schmutterer,
1988; Champagne et al., 1989; Rembold, 1989; Warthen, 1989).

1.1.5. Réponse des insectes aux insecticides et aux
toxines.

S’il est important de comprendre le mode d’action d’un
composé tel l’azadirachtine chez un insecte phytophage, il
l’est tout autant de découvrir comment 1’insecte réagit 3
l’introduction de telles substances dans son organisme.

Il existe différentes stratégies employées par les

insectes phytophages pour franchir les barriéres chimiques que
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constituent les composés secondaires de plantes ou une toxine
étrangére guelconque.

Le produit peut &tre stocké sous forme non-altérée, 13 ol
il ne dérangera pas les processus métaboliques de base, ou
bien il peut étre excrété sous forme non-altérée, directement
dans les féces ou l’urine. Les é&tudes toxicocinétiques
cherchent A décrire le mouvement d’un produit chimique &
partir du point d’entrée dans le corps jusqu’a ce que le
composé parent et/ou ses métabolites alent é&té excrétés
(Scderlund, 1979).

Lorsqu’il y a altération biochimique (détoxication), le
produit est soit excrété, soit stocké sous forme .altérée.
C’est une stratégie importante employée par les insectes
phytophages pour é&viter 1/intoxication par les différentes
substances étrangéres présentes aussi bien chez leur plantes
hétes que dans leur environnement (Millburn, 1978; Brattsten,
1979; Rosenthal et Janzen, 1979; Harborne, 1988).

Le systéme monooxygénase a& plusieurs substrats (PSMO) est
le mécanisme enzymatique le plus imporfant, reconnu dans la
détoxication des insecticides par les insectes (figure 4). Il
est largement distribué chez les organismes et est connu pour
son rbéle dans la dégradation primaire des drogues, des
pesticides et d‘autres composés synthétiques. Ces enzymes
sont attachés au réticulum endoplasmique des cellules en
association avec une chaine de transport d‘électron, qui
libére un réducteur du NADPH & 1l‘oxydase terminale, le
cytochrome P-450 (Brodie et al., 1958; Mannering, 1971;
Ullrich, 1976; Nakatsugawa et Morelli, 1976; Peterson et
Guengerich, 1988). Les PSMO sont localisés chez les insectes
surtout dans l’estomac, les corps gras et les tubules de
Malpighie (Parke, 1968; Brattsten et al., 1980). La premiére
fonction de ce systéme est 1la conversion de composés

lipophiles en métabolites plus polaires lors de 1l’étape I du
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métabolisme (Brattsten, 1979; Agosin, 1985; Hodgson, 1985;
Ahmad et al, 1986).
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FIGURE 4

Représentation schématique du systéme enzymatique
mono-oxygénase a plusieurs substrats (PSMO),
d’aprés Hodgson (1985) et Iyengar (1988).
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On sépare en effet le métabolisme des substances
étrangéres en deux étapes distinctes impliquant des systémes
enzymatiques relativement non-spécifiques. Dans l1/étape I, un
groupe polaire est ajouté i la molécule étrangére par catalyse
3 1’aide des monooxygénases microsomales. La molécule devient
ainsi préte & étre excrétée par l’organisme ou alors se
retrouve dans l’étape II. Lors de cette deuxiéme étape, la
molécule altérée est conjuguée a un substrat endogéne pour
former un produit soluble dans l7eau et est alors excrétée
directement (Brattsen, 1979).

Pour vérifier si un produit toxique gqueiconque est
métabolisé par les PSMO, on utilise en général des produits
gui inhibent ou activent leur activité enzymatique, par
exemple le butoxyde de pipéronyl et le phénobarbital. Ces
substances représentent des outils pratiques pour déterminer
les caractéristigques pharmacologiques et toxicologigues d‘un
produit (Brattsten et al., 1977; B-Bernard et Philogéne,
1992).

1.1.6. L’insecte expérimental

La pyrale du mais, Ostrinia nubilalis  Hilbner
(Lepidoptera: Pyralidae), (figure 5) est l/un des insectes
ravageurs du mais (Zea mays L.) les plus importants en
Amérigque du nord comme en Europe (Hudon et Leroux, 1986; Hudon
et al., 1989). Elle a été introduite d’Europe centrale et du
sud vers les années 20 dans des embarquements de balails de
mais et sa répartition géographique s’est étendue rapidement
puisqu’on la retrouve aujourd’hui dans 40 états Américains et
8 provinces Canadiennes, des Maritimes jusqu‘en Alberta. La
variété de l’est, présente deux générations par année avec
diapause facultative et est polyphage tandis que plus &
l’ouest, la variété n’a qu’une seule génération par année et
est limitée principalement au mais (Hudon et Leroux, 1986).
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FIGURE 5

La pyrale du mais, Ostrinia nubilalis Hiibner, -
chenille, chrysaliide, mile et femelle (cm)
(d’aprés Campos, 1988; photographie P. Brunon) .






Zea mays L. est de loin la plante héte la plus importante
pour cet insecte en Amérique du nord. Capendant, la pyrale du
mals est remarquablement polyphage et peut attagquer presque
n’importe quelle herbacée robuste sauvage ou cultivée ayant
une tige suffisamment grande pour que la chenille y entre
(Hudon et Leroux, 1986; Hudon et al, 1989).

Sur le mais, la chenille passe l’hiver en é&tat de
diapause dans les tiges ou les pédoncules du mais. Au
printemps, il y formation d’/un cocon renfermant la chrysalide
et ensuite transformation en papillon. Peu aprés l‘émergence
des adultes, l’accouplement a lieu et la femelle dépose ses
oeufs sous les feuilles de la plante. Pour la variété
bivoltine, le cycle se répéte encore une fois. I1 v a 5
stades larvaires gui se nourrissent de différentes parties des
plantes comme les feuilles, les panicules, les épis et les
tiges. Pour le mals, les chenilles de ce lépidoptére minent
la tige ou le pédoncule de 1‘épi, entrainant des pertes de
peids en grains pouvant atteindre 50% (Hudon et Leroux, 1986;
Hudon et al., 1989).

Pour tenter da contréler la pyrale du mais, plusieurs
moyens ont déja été utilisés. On a entre autre essayé
d’introduire certains ennemis naturels d’0O. nubilalis
(parasitoide, prédateurs, bactéries, etc) mais aucune
tentative n’a fourni jusqu’ad maintenant un niveau de contréle
suffisant en absence d’insecticide. On connait depuis
longtemps l’efficacité de certaines pratiques culturales comme
le hachage, l’enfouissement et le brilage des chaumes de mais
dans les champs ol hiverne la pyrale. La culture intercalée
de mais avec du tréfle rouge réduit considérablement les
dommages causés par O. nubilalis (Lambert et al., 1987). Tout
le domaine de recherche de génie génétique a aussi et est
encore largement exploré et on y fonde beaucoup d’/espoir. En

60 ans, on est parvenu au développement de génotypes de mais
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présentant des degrés satisfaisants de résistance pour la
premiére génération de la pyrale et pour la variété univoltine
mais ce, surtout pour le mais de grain. Les niveaux de DIMBOA
(un acide hydroxamique) dans le mais sont fortement corrélés
avec la résistance de la premiére génération d’0O. nubilalis
(Campos et al., 1989). Par contre, la plupart des génotypes
restent encore susceptibles & la seconde génération 4&‘0.
nubilalis. Il n’y a donc pas encore de moyens aussi efficaces
de contrdler 1la pyrale du mais gue 1l’utilisation des
insecticides de synthése, particuliérement pour le mals sucré
qu’il soit pour 1le marché frais ou pour la transformation

(Hudon et al., 1989}).
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1.2. FONDEMENTS DE L/ETUDE

Des études ont démontré les propriétés antiappétantes et
insecticides de l‘azadirachtine et de produits du margousier
sur O. nubilalis (Arnason et al., 1985; Gagnon, 1991; Meisner
et al., 1985). L‘azadirachtine a sévérement réduit 1la
croissance des chenilles & 1 et 10 ppm dans un régime
méridique et a éventuellement causé 100% et 90% de mortalité
4 10 et &4 1 ppm respectivement. Les indices nutritionnels
(AD, ECI, et ECD) ont indiqué gque 1l‘interférence de
l'azadirachtine avec le métabolisme de la pyrale du mais
interviendrait aprés la digestion. De plus, ces mémes indices
n‘ont pas révélé de tolérance chez 1les chenilles.
L‘azadirachtine n‘a pas blogué la mue de la pyrale du mals
comme elle le fait chez d‘autres insectes. Il a aussi é&té
démontré gque le parasitolde Diadegma terebrans de la pyrale du
mais, méme s’il est affecté par l‘azadirachtine, n‘est pas
complétement éliminé, lui permettant de poursuivre son action
a la génération suivante. Des études sur le terrain au cours
de trois étés consécutifs permettent d’envisager de bons
résultats dans le contrdéle de la pyrale du mais avac
différentes formulations d‘extraits de margousier (Gagnon,
1991).

Malgré l‘abondance des travaux sur llazadirachtine, on
est encore peu renseigné sur son mode d‘action, son
cheminement et son métabolisme dans l‘insecte ainsi que sur
les sites de concentrations aprés l’absorption (Rembold et
al., 1983; Barnby et al., 198%b; Garcia et al., 1989).
Elargir nos connaissances sur la toxicocinédtique et le
métabolisme de l‘azadirachtine est donc nécessaire et peut

&tre trés utile pour 1le développement d‘une nouvelle
génération d‘insecticides.
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En  plus de ces propriétés insecticides, les
caractéristiques du margousier font gque celui-ci pourrait
représenter une solution intéressante aux problémes aigus des
pays en voie de désertification. Comme c’est une ressource
naturelle renouvelable produisant une biomasse utilisable
abondante, sa propagation et son exploitation é&conomique
pourraient étre bénéfiques particuliérement aux pays en voie
de développement (Philog&ne et al., 1987; Isman et al.,
1990b) .

1.2.1. Hypothéses

1. L’intérét de 1fazadirachtine comme. moyen de
contrdle dfinsectes nuisibles tient en ce que la
molécule et/ou ses métabolites ne se limite(nt) pas
4 des tissus particuliers chez 0. nubilalis.

2. Les insectes phytophages tels O. nubilalis peuvent
s’adapter & un produit toxigue tel l‘azadirachtine
par l’excrétion, le stockage et/ou le métabolisme.

3. Certaines substances peuvént augmenter les effets
toxiques de 1lfazadirachtine chez un insecte

phytophage tel 0. nubilalis.

1.2.2. Objectifs spécifiques
1. Déterminer la distribution de l’azadirachtine chez
©. nubilalis (toxicocinétique).
2. Déterminer la vitesse d’excrétion de

l’azadirachtine et/ou les endroits de stockage de
la molécule chez 0. nubilalis.

3. Etudier le métabolisme in vivo de l’azadirachtine
chez O. nubilalis.

4. Trouver le meilleur rapport de synergisme
dillapiol:azadirachtine chez 0. nubilalis.
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2. DISTRIBUTION, EXCRETION ET STOCKAGE
2.1. INTRODUCTION

2.1.1. Généralités

En dépit de toute 1’information disponible sur
1’azadirachtine et de fagon générale sur les produits d’A.
indica depuis les derniéres années, les connaissances sur la
distribution interne et le devenir de l’azadirachtine dans
1’insecte sont encore fragmentaires tout autant que le sont
les connaissances sur les processus physiologiques
fondamentaux impliqués dans lfabsorption, la distribution, la
biotransformation et l’excrétion de composés secondaires des
plantes chez les insectes. La recherche dans ce domaine n’est
devenue possible que récemment avec l/apparition de techniques
de chromatographie extrémement sensibles et, pour ce gui est
de i'azadirachtine, avec la disponibilité de la molécule
radioactive.

Chez Locusta migratoria L., 1/°H,-AZA a été rapidement
excrétée dans les premiéres douze heures aprés une injection
dans l’hémolymphe & travers 1’abdomen, mais une quantité
importante a été retenue dans différents tissus sous sa forme
chimique originale (Rembold et al., 1986; Rembold et
al.,1988).

Chez Heliothis virescens Fabr., 50% de la radioactivité
totale recouvrable a été trouvée dans les féces entre 24 et 72
heures aprés une injection orale et en moins d’une heure pour
une injection directe dans 1l’hémocoé&le. Cependant, 25% de la
radioactivité totale recouvrable a été détectée dans le corps
de 1l’insecte 72 heures aprés l‘injection, suggérant gque
l’azadirachtine ou bien des métabolites de l’azadirachtine,
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pourraient se lier & certains tissus dans le corps de
l’insecte (Barnby et al., 198%b).

Lors d’une étude antérieure réalisée dans notre
laboratoire, les résultats de la croissance et du
développement ont montré que la pyrale du mais O. nubilalis,
est fortement susceptible & 1‘/introduction dfazadirachtine
pure dans sa diéte (Arnason et al., 1985). Les calculs
d’indices nutritionnels ont suggéré un effet de
l’azadirachtine possiblement aprés la digestion.

La présente section cherche a comprendre l’absorption, la
distribution et l’excrétion du dérivé margqué d’azadirachtine
chez ©. nubilalis lorsque celui-ci est ingéré dans la
nourriture ainsi que lorsqu’il est appliqué directement sur la
cuticule. Cela permettra d’augmenter notre compréhension des
mécanismes impliqués dans la susceptibilité de la pyrale du
malis & l/azadirachtine ainsi que de l’action de tel composés
de plantes chez un insecte herbivore.
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2.2. MATERIEL ET METHODES

2.2.1. Produits chimiques

Les graines séchées d’Azadirachta indica ont &té fournies
par le Dr. Krishnamurty de New Delhi, en Inde.
L’azadirachtine (AZA) a é&té extraite des graines par notre
équipe (J. Kaminski et J. Atkinson, département de Chimie)
selon la procédure utilisée par Nakanishi (1975). Le composé
pur a alors été hydrogéné selon la procédure de réduction de
Butterworth et al., (1972) pour obtenir 1l’azadirachtine 22-23
dihydrogénée (H,-AZA). L’azadirachtine dihydrogénée~tritiée
(*H,-AZA) a été préparée par Dr. Werstiuk en réduisant 1/AZA
avec du tritium généré & partir du réacteur de 1l’/Université
McMaster (Ontario). Environ 40 mg d7°H,-AZA (2.0 Curie) ont
été expédiés. Le matériel a été dilué avec du méthanol,
séparé dans plusieurs fioles de 7 ml et gardé & l/’obscurité a
-80°C pour minimiser toute dégradation.

J. Kaminski a confirmé l/identité de 1/AZA et de 1’H,-AZA
par spectroscopie (FAB et RMN). Le spectre de masse du
produit a amené un ion parent de m/z = 721 en utilisant 1la
technique de bombardement rapide dfatomes (FAB).

La pureté de 1‘H,-AZA a ensuite été vérifiée & 1l’aide
d’un appareil de chromatographie & haute pression liquide
(HPLC) (Perkin-Elmer) en injectant 25 pl d’une solution & 100
pg/ml dans une colonite & phase inverse de 25 cm ultrasphére-
ODS (5um) éluée isocratiquement avec le systéme de solvant
méthanol:eau (60:40/ v:iv). La pureté et 1l’/identité de 1/°H,-
AZA ont été déterminées par HPLC en injectant 25 ul d’une
solution contenant environ 480 000 dpm du produit tritié et
2.5 ug d'H,-AZA dans le méme systéme de solvant que ci-dessus.
Des fractions ont é&té collectées toutes les 30 secondes
pendant 10 minutes pour un total de 3 injections. Les fioles
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de 7 ml contenant les fractions ont été remplies avec du
liquide & scintillatieon (EX-Scintran, BDH Chemicals Ltd.) et
analysées avec un compteur & scintillation liquide
(LSC) (Packard 2000 CA Tri-Carb) & 1l’aide d’une courbe de
guench appropriée. Un graphique de la gquantité de
radicactivité pour chagque fraction collectée pendant la
période de temps a été effectué en superposition avec le
chromatogramme de 1/H,-AZA pour permettre la comparaison des
temps de rétention respectifs.

Avant chaque expérience avec 1/°H,~-AZA, la nature chimigue

du produit a été vérifiée par chromatographie sur couche mince

(TLC). Le matériel tritié était appliqué avec 1/H,-AZA sur un
chromatogramme de 100 um d’épaisseur (Kodak #13181, gel de
silice avec indicateur fluorescent). Le systéme de solvant

utilisé était Hexane:Acétate d’éthyle:Mé&thanol (3:1:0,1/v:Vv)
et amenait un R, de 0,64. Aprés visualisation de 1’H,-AZA, des
bandes de 5 mm &taient coupées et placées dans des fioles a
scintillation de 7 ml avec du liquide & scintillation et
subséquemment analysées par LSC. La quantité maximale de
radioactivité é&tait retrouvée & la distance de migration
correspondant au R; de 1/H,-AZA.

2.2.2. Insectes et maintenance de la culture

Les oeufs d’0. nubilalis ont été& originellement fournis
par M. Fudon de la station de recherche d’Agriculture Canada
& St-Jean, Québec. La culture a é&té maintenue dans nos
laboratoires selon le protocole décrit par Guthrie et al.
(1971) dans un environnement contrdélé a 25°C pour 16 heures
d’éclairage {100 W/m?) et & 19°C pour 8 heures de noirceur avec
une humidité relative constante de 85%. Les chenilles de
début du 3™ stade larvaire étaient sélectionnées de 1la

culture selon la largeur de l‘’enveloppe céphaligque (environ

27



-

0.8 mm) et la longueur de leur corps (de 3.2 & 4.6 mm
approximativement} (Hudon et Leroux, 1986). Les chenilles de
début de 5®° stade larvaire étaient sélectionnées de 1la
culture en isolant dans des récipients des insectes au 4%
stade avancé (capsule céphalique d’environ 1.5 mm de large et
10 mm de longueur du corps), facilement détectable par une
fente médiane dans 1l’enveloppe céphalique. Environ 12 heures

plus tard, 1les chenilles ayant mué &taient au début
du 5™ stade.

2.2.3. Etudes de croissance et de développement.

De 1’H,~-AZA, dissoute dans de l’éthanol pur a 95%, a été
incorporée & de la nourriture fraichement préparée avant que
celle-ci ne se solidifie, soit 34 une température d’environ
40°C. ‘La nourriture (annexe 1) a été préparée selon le
protocole décrit par Guthrie et al. (1971) & 1l’exception
gu’elle ne contenait pas de granules de mais afin de conserver
une texture uniforme et de permettre une meilleure
homogénéisation de 1/H,-AZA. La concentration finale
d’éthanol dans la diéte était moins de 1% pour toutes les
concentrations utilisées incluant le groupe témoin. La
quantité appropriée d‘une solution a 0.1 mg/ml d’H,~AZA était
placée dans un récipient de verre et mélangée rapidement et
vigoureusement avec la nourriture préparée. Le mé&lange était
ensuite versé dans des moules de 1 cm’® jusqu’a refroidissement
complet. La nourriture était conservée au réfrigérateur pour
une période maximale de 7 jours.

Pour chaque concentration d’H,-AZA (0, 0.1, 1.0, 2.0),
des ceufs au stade de la téte noire ont &té déposés sur des
cubes de nourriture placés dans un contenant de verre.
Lorsque les chenilles étaient dgées de huit jours, elles ont

été pesées et placées individuellement selon le traitement
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approprié sur un cube de diéte d’environ 2 g dans des ficles
de verre bouchées avec une boule de coton. Vingt chenilles
pour chaque concentration ont été utilisées. Les fioles ont
&té gardées dans les conditions environnementales décrites a
la section 2.2.2.. Le poids et la mortalité ont été notés a
intervalle régulier durant la croissance et ce, jusqu’au stade
adulte.

2.2.4. Effets de 1/H,-AZA appliqué au 3° stade larvaire.
Afin de déterminer la meilleure concentration d’H,~AZA &
utiliser pour les expériences de distribution, des
observations ont é&té effectuées sur des chenilles d4‘0O.
nubilalis du 3" au 5 stade larvaire plus particuliérement,
ainsi que sur les stades subséquents. Selon les études
antérieures (Arnason et al., 1985), il était reéaliste de
croire que la concentration idéale se situerait autour de 1
ppm. Vingt chenilles de 3** stade ont é&té pesées et par la
suite, traitées sur de 1la nourriture telle que décrite
précédemment (section 2.2.3) contenant soit 1 ppm d‘H,-AZA ou
moins de 1% d’éthanol & 95% (témoin). Le poids a été mesuré
tous les quatre jours et le temps nécessaire pour passer d’un
stade larvaire & un autre stade (larvaire, chrysalide ou
adulte) a été noté. Les insectes ont é&té gardés dans les
mémes conditions environnementales que celles décrites i la
section 2.2.2. Certaines observations sur la croissance et le

développement ont aussi &té notées (Annexe 2).

2.2.5. Etudes de distribution par voie orale

Des chenilles ont &té utilisées a leur premier jour du
5me  stade larvaire pour étudier la distribution aprés-
traitement du matériel radiocactif. Les chenilles n’‘ont pas

été nourries pendant 12 heures avant le début de l’expérience
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pour éviter, en autant que possible, les effets antiappétants
de l’azadirachtine. La diéte traitée contenait 1 ppm d’°H,-AZA
(environ 650 000 dpm/g diéte) (2.1 Ci/mmole). La concentration
d’azadirachtine dans la diéte a été déterminée & partir
d’études préliminaires (voir 2.2.4.). La concentration
choisie a produit des effets significatifs (diminution de 30%
du poids) sur la croissance pour la pyrale du mais
comparativement au témoin tout en évitant une mortalité
élevée. Les chenilles traitées ont éte tenues
individuellement dans des fioles de verre fermées avec une
boule de coton et ont &té placées avec une quantité appropriée
de nourriture traitée jusqu’a l’analyse.

Au temps spécifique aprés-traitement (0.5, 1, 2, 3, 6,
12, 24, 48, et 72 heures), les chenilles ont 2té tuées par
congélation avec de l’azote liquide. Vingt-quatre chenilles
ont été analysées par traitement et deux chenilles ont été
placées ensemble pour assurer une détection suffisante du
composé marqué (12 réplications de 2 chenilles chacune).

Chaque chenille a été épinglée sur un filtre de verre
(Whatman GF/C) au-dessus d‘un nmorceau de papier ciré dans un
cabaret a dissection. Une incision le long de la ligne mi=-
dorsale de la chenille a permis de récolter l’hémolymphe sur
le papier filtre. Un montant approprié de tampon phosphate
(Annexe 3) a été& utilisé pour nettoyer autant que possible
l’hémolymphe du corps de 1l’insecte et ce liquide a aussi été
récolté sur le papier filtre. Le papier filtre et le papier
ciré ont été retirés et le papier filtre placé dans une fiole
& scintillation liquide de 7 ml en verre. Par la suite, les
tubules de Malpighie, les corps gras, l‘estomac moyen (vidé de
son contenu) et la carcasse restante ont été séparés et placés
dans des fioles & scintillation. Afin de solubiliser les

différents tissus, du Protosol (NEN) a été ajouté & ceux-ci et
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les fioles ont é&té chauffées & 55°C jusgu’d ce gque la
solubilisation soit compléte. Le liquide & scintillation a
6té ajouté aux fioles et les échantillons ont é&té analysés
pour la distribution du composé marqué & l‘’aide d’/un compteur
4 scintillation liquide (TRI-CARB, Modéle 2000CA). Des
corrections pour le quench ont &té effectuées pour tous les

tissus.

2.2.6. Etudes de distribution par voie cuticulaire

Des chenilles au début du dernier stade larvaire ont
aussi été utilisées pour étudier la distribution de 1/°H,-AZA
4 1l’intérieur du corps d’0. nubilalis. Les chenilles ont été
légérement anesthésiées avec du dioxyde de carbone (CO,) et
traitées sur le dorsum avec 2 ul d’une solution de diméthyl-
sulfoxyde (DMSO) contenant 0.1 ug d’°H,~AZA (environ 260 000
dpm) (0.84 Ci/mmole). Les insectes ont &té maintenus
individuellement sur de la nourriture non-traitée dans des
fioles 3 scintillation liquide de 20 ml fermées avec une boule
de coton et ce, jusqu’au temps d’échantillonnage. Aprés les
péricdes d’exposition requises (0.5, 1, 2, 3, 6, 12, 24, 48 et
72 heures), chague chenille a &té rincée avec 3 ml d’acétone
aprés que les féces aient é&té retirés. La solution de ringage
constituait 1la gquantité de radicactivité externe. Cing
chenilles ont été utilisées pour chaque période de temps. Les
chenilles ont é&té subséquemment analysées tel gque décrit a la
section 2.2.5.. Les méthodes utilisées pour les é&tudes de
distribution par voie orale (section 2.2.5.) et par voie
cuticulaire (section 2.2.6.) ont é&té adaptées des mé&thodes
décrites par Iyengar (1988) et Campos (1989).
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2.2.7. Transformaticns des données

Les données obtenues en dpm ont é&té transformées en
équivalent d’H,-AZA selon la relation entre la quantité 4d‘H,-
AZA pure et la quantité de radicactivité dans les solutions
utilisées pour exprimer de fagon plus réaliste la gquantité
retrouvée dans 1’insecte. ZLorsqu’il é&tait plus logique de le
faire, les résultats ont é&té présentés en pourcentage de
radiouctivité sur 1le total retrouvé et les gquantités
d’équivalent H,-AZA correspondantes ont alors été placées en
annexe (annexe 5).
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2.3. RESULTATS

2.3.1. Pureté de 1'H,~AZA et de 1/°H,~AZA.

Afin de vérifier la pureté de lfazadirachtine utilisée,
des analyses de chromatographie ont été effectuées. La figure
6 montre deux pics dans le chromatogramme: le premier, a 2.36
minutes, indique 1’absorption du solvant et le second, a 4.85
minutes, indique 1’absorption de 1’/H,-AZA. Aprés l‘’injection
d’’H,-AZA, les collections de fractions provenant de la colonne
et l’analyse de radiocactivité de chacune des fractions, ont
été représentées par l’histogramme sur la méme figure; le
pourcentage maximal de DPM a é&té détecté entre 4.5 et 5.5
minutes, soit un intervalle & 1l’/intérieur duqguel est inclus le
temps de rétention de 1/H,-AZA.

2.3.2. Effet de 1’H,-AZA sur la croissance et le
développement 4’0. nubilalis.

Afin d’établir les effets de 1’H,~AZA sur le cycle vital
complet d’0. nubilalis, les insectes ont été traités & partir
des oceufs jusqu’au stade adulte et leurs poids ont é&té notés
a intervalle régulier. Sur la figure 7, on peut voir la
diminution du poids au cours des stades larvaires lorsque la
concentration d/H,-AZA augmente. A 16 jours, les chenilles du
groupe témoin pésent 2 fois plus que les chenilles traitées
avec 0.1 ppm d’H,~AZA et prés de 4 fois plus que celles
traitées avec 1.0 ppm d’H,-AZA. Les chenilles traitées avec
2 ppm d’H,-AZA ont eu une croissance négligeable et sont
mortes sans avoir dépassé le 3™ stade larvaire.
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FIGURE 6

Tracé de 1'H,-AZA au HPLC et fractions de 1/°H,-AZA.
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FIGURE 7

Croissance des chenilles d/Ostrinia nubilalis Hibner
traitées par voie orale avec de 1'H,~AZA.  *:
Significativement différent selon 1/ANOVA (F=12.88 et
13.55 respectivement pour 15 et 20 jours, @=0.05). Les
barres représentent les erreurs-types.
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L’analyse statistique a &té effectuée sur 1les données
transformées en logarithme en base 10 pour respecter les
conditions d’application de lfanalyse de variance, mais, sont
présentées en données non transformées, pour simplifier
1’interprétation des résultats. L‘analyse de variance s’est
avérée significative sur la différence de poids des chenilles
a4 16 et & 20 jours (F=12.88 et 13.55 respectivement, a=0.05) .
D’autres effets, semblables & ceux observés & la section
suivante (veir 1l’annexe 2) ont &té notéds mais sont
difficilement mesurables: malformations des chrysalides,

difficulté & former le cocon ainsi que mortalité é&levée des
chenilles traitées.

2.3.3, Effet de 1’'H,-AZA appliqué au 3° stade larvaire.

Afin de déterminer 1les effets de la concentration
d’azadirachtine choisie pour 1l’/étude de distribution, les
chenilles d’0. nubilalis ont &té traitées avec de 1/H,~AZA du
3% ay 5% stade larvaire. Le poids des chenilles traitées
avec 1 ppm d’Hy-AZA a diminué d’environ 30% comparativement
aux poids des chenilles “émoins (figure 8), et ce, du 19%
jour larvaire Jjusqu’a la fin du 5™ stade. L’analyse
statistique a &té effectude sur les données transformées en
logarithme en base 10 pour respecter 1les conditions
d’application de l’analyse de variance, mais, sont présentées
en données non transformées, pour simplifier 1‘/interprétation
des résultats. L'analyse de variance s’est avérée
significative pour le poids des chenilles & 19 et a 23 jours
(F=10.57 et 9.13 respectivement, «=0.05),
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FIGURE 8

Effet de 1'H,-AZA sur le poids des chenilles d’Ostrinia
nubilalis Hibner du 3% au 5% gtade. %3
significativement différent selon 1/ANOVA (F=10.57 et

9.13 respectivement, @=0,05). Les barres représentent
les erreurs-types.
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Le temps nécessaire pour parvenir du 3" stade larvaire
jusqu’aux stades ultérieurs de croissance est présenté dans le
tableau 1. Des différences significatives apparaissent pour
le 5% gtade larvaire et pour le stade pré-chrysalide: dans
les deux cas, la période de temps nécessaire est plus longue
(Kruskall-Wallis=10.08 et 8.83 respectivement pour le stade 5
et pré-chrysallide, «=0.05).

Dfautres effets (voir l’annexe 2) ont é&té observés:
malformation et non-émergence des chrysalides, difficulté a
former la chrysalide et mortalité &levée lors du passage du
sitme s+ade larvaire & la formation de la chrysalide. Aucun

imago n’a été formé dans le groupe traité.

2.3.4. Etudes de distribution de 1/°H,-AZA administrée
oralement 3 O. nubilalis.

La distribution du traceur radiocactif chez O. nubilalis
a été déterminée 1, 3, 6, 12, 24, 48 et 72 heures aprés
l/administration par voie orale afin de mieux comprendre le
mouvement de la molécule dans 1’insecte et afin de saveoir si
elle s’accumule & certains endroits. Les résultats sont
exprimés en équivalent d’H,~AZA et chague point représente la
moyenne de 12 réplications de 2 chenilles chacune.

Le traceur a é&té trouvé en quantité variable dans tous
les tissus analysés (estomac, corps gras, tubules de Malpighie
et carcasse) ainsi gue dans l'hémolymphe et les féces (figure

9, 10 et 11}. L‘H,-AZA, présente dans la nourriture des
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TABLEAU 1

Périocdes de temps nécéssaires pour parvenir aux
différents stades de croissance d/Cstrinia nubilalis
Hiibner lorsgue traité par voie orale avec de 1/H,~AZA.
*3 significativement différent selon Kruskall-
Wallis=10.02 et 8.83 respectivement pour le 5% stade et
le stade precédent la pupaison avec @=0.05.



Temps du 3** stade larvaire au stade indiqué
(moyenne de jours, (erreur-type},

(n3)

Stade Témoin Traitement
3.85 4,05
4 (0.59) (0.51)
[20] [20]
7.63 §.95 *
5 (1.74) (8.95)
{19] [19]
13.50 16.20 *
pré-chrysalide {(2.74) (2.70)
[14] (lo]
17.07
chrysalide (3.83) .
[14]
22.73
adulte (0.50)
[11]
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FIGURE 9

Quantité d’égquivalent H,-AZA retrouvée dans 1l’estomac,
1’hémolymphe, les corps gras, les tubules de Malpighie et
la carcasse d’Ostrinia nubilalis Hilbner traité par voie
orale avec 1/°H,-AZA (1 ppm ou approximativement 650 000

dpm/g nourriture). Les barres représentent les erreurs-
types.
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FIGURE 10

Quantité d’équivalent H,-AZA retrouvée dans l’estomac
(EST), 1l’hémolymphe (HEM), les corps gras (COR}, les
tubules de Malpighie (TUB) et 1la carcasse (CAR)
d’Ostrinia nubilalis Hiibner traité par voie orale durant
72 heures avec 17°H,~AZA (1 ppm ou approximativement 650

000 dpm/g nourriture. Les barres représentent les
erreurs-types.
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chenilles de 5 stade, se retrouve dans le contenu gastrique
aprés ingestion par 1’insecte. A partir de ce point, il n’‘est
plus possible de savoir s’il s’agit de 1’H,~AZA sous sa forme
originale ou bien d’un métabolite. Des études de
chromatographie permettraient de le dire. La gquantité de
traceur retrouvée dans les tissus gastriques augmente de 0.26
+ 0.03 ng & 1.23 * 0.10 ng de 1 & 24 heure. De 24 & 72
heures, cette guantité fait plus que tripler pour atteindre
3.76 * 0.26 ng. La quantité de traceur retrouvée dans
l1’hémolymphe augmente progressivement entre 1 et 48 heures,
passant de 0.12 + 0.02 ng & 0.94 * 0.14 ng, et suggére une
absorption continue du produit vers la circulation systémique
de l’insecte. Aprés 48 heures, cette gquantité reste stable
autour de 0.90 ng. L’absorption la plus rapide du produit
dans l’hémolymphe s’effectue entre 12 et 48 heures apreés le
traitement d’0. nubilalis.

Le traceur est également retrouvé dans les corps gras od
il semble s’accumuler progressivement. D’abord lente entre 1
et 24 heures, l’accumulation s’effectue plus rapidement entre
24 et 72 heures passant de 0.52 + 0.06 ng a 2.32 £ 0.28 ng en
48 heures. La carcasse présente é&galement ce type de
distribution. Il y a tout d’abord accumulation progressive
entre 1 et 48 heures, la quantité de traceur passant de 0.24
* 0.03 ng & 2.27 * 0.28 ng, et cette quantité double de 48 &
72 heures avec 4.42 t 0.69 ng dféquivalent H,-AZA.
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FIGURE 11

Proportion dféquivalent H,~AZA retrouvée dans les féces
des chenilles 4'Ostrinia nubilalis Hiibner traitées par
voie orale avec 1‘°H,-AZA (1 ppm ou approximativement 650
000 dpm/g diéte). Les barres représentent les erreurs-
types.
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La présence du produit marqué a aussi été observée dans
les tubules de Malpighie mais en quantité treés faible,
augmentant progressivement de 0.01 * 0.001 ng aprés 1 heure a
0.09 * 0.01 ng aprés 48 heures d’alimentation. De 48 & 72
heures, la quantité de traceur diminue jusqu’a 0.06 * 0.001
ng.

La figure 10 présente un histogramme qui permet de mieux
visualiser la guantité d’équivalent H,-AZA retrouvée dans les
différents tissus et dans 1l’hémolymphe & la fin de
1’expérience, soit aprés 72 heures d’alimentation ccntinue sur
la nourriture traitée. La carcasse a la quantité de traceur
la plus élevée avec 4.42 + 0.7 ng d’équivalent H,~AZA.
L’estomac et les corps gras suivent ensuite avec 3.76 % 0.26
ng et 2.32 = 0.28 ng respectivement. L‘hémolymphe présente
guant & elle une quantité appréciable du traceur avec 0.92 *
0.14 ng d’équivalent H,~AZA. La présence du traceur dans les
tubules de Malpighie est négligeable aprés 72 heures
comparativement aux autres tissus aﬁéc 0.06 * 0.01 ng
d’équivalent H,-AZA seulement.

La guantité de traceur retrouvée dans les féces d4d‘0.
nubilalis est exprimée en fonction du total retrouvé dans tous
les tissus (figure 11). Miisque la disponibilité en
nourriture traitée est continue, cette figure représente mieux
la proportion du produit excrété en fonction du temps. Dé&ja
aprés 1 heure d’alimentation, 27.4 * 1.4 % de la guantité
totale de traceur retrouvé est présent dans les féces. A
partir de 6 heures, la proportion reste & peu prés stable
jusqu’a 72 heures autour de 45%.
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2.3.5. Etudes de distribution de 1/°H,-AZA administrée sur
la cuticule a 0. nubilalis.

La distribution du traceur radioactif chez O. nubilalis
a aussi été observée 0.5, 1, 2, 3, 6, 12, 24, 48 et 72 heures
aprés lfapplication d’une dose unigque sur la cuticule. La
figure 12 représente la quantité d’/H,-AZA retrouvée sur la
cuticule (rincage de méthanol) aprés différentes périodes
post-traitement. Elle indique la pénétration du produit dans
la cuticule de l‘insecte et on peut observer due celle-ci
survient rapidement, soit environ entre 0 et 12 heures aprés
l7application.

La figure 13 représente la quantité de traceur en
fonction du temps d’administration pour chacun des tissus
analysés et pour 1l’hémolymphe. La guantité retrouvée dans
1’hémolymphe augmente brusgquement de 0.125 * 0.04 ng a 0.404
* 0.3 ng d’équivalent H,-AZA durant les premiéres 6 heures
aprés le traitement, indiquant qu’il y a absorption du produit
de la cuticule vers la circulation systémique. Aprés 6
heures, la chute est tout aussi brusque puisque la quantité
retrouvée n’est plus que de 0.036 * 0.01 ng d’éguivalent H,-
AZA aprés 12 heures. Ensuite, 1la gquantité de traceur
retrouvée dans 1/hémolymphe reste & un trés bas niveau, autour
de 0.01 & 0.03 ng d’éguivalent H,~-AZA.

On peut observer une augmentation progressive du traceur
dans les parois de l’estomac. Passant de 0.119 * 0.05 & 0.633
* 0.1 ng d’équivalent H,~AZA, la pente de la figure est
constante au cours du temps pour toute 1la durée de

l’expérience, a la seule exception d’une légére augmentation
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FIGURE 12

Quantité d’équivalent H,-AZA retrouvée dans les rincages
de la cuticule des chenilles d’Ostrinia nubilalis Hiibner
traitées sur la cuticule avec 1/%H,-AZA (approximativement
260 000 dpm). Les barres représentent les erreurs-types.
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FIGURE 13

Quantité d’équivalent H,~AZA retrouvée dans 1’hémolymphe,
l’estomac, les corps gras, les tubules de Malpighie et la
carcasse des chenilles d’Ostrinia nubilalis Hibner
traitées sur la cuticule avec 17%H,-AZA (approximativement
260 000 dpm). Les barres représentent les erreurs-types.
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autour de 6 heures, correspondant probablement au pic de
l‘hémolymphe. Il y a donc passage du traceur de 1l‘’hémolymphe
vers les parois de 1l’estomac.

La distribution du traceur dans les corps dgras est
similaire & celle précédemment décrite pour 1l’estomac.
L’augmentation est par contre ici un peu moins constante. De
0.5 & 24 heures, la quantité retrouvée est négligeable, entre
0.0228 + 0.003 et 0.0461 * 0.003 ng d’équivalent H,-AZA, alors
qu’elle double & 48 heures et double encore a 72 heures avec
un total final de 0.1461 * 0.02 ng.

La quantité de traceur retrouvée dans les tubules de
Malpighie varient de 0.0316 % 0.002 a 0.0502 * 0.02 ng entre
0.5 et 48 heures pour passer d 0.1646 * 0.02 ng entre 48 et 72
heures.

Dans la carcasse, la guantité d’équivalent d'H,-AZA
retrouvée est trés variable et semble difficilement fiakle.

La figure 14 indique mieux, tout comme la figure 10 de la
section précédente, ce qui se passe aprés un temps fixe, soit
aprés 72 heures d’application sur 1la cuticule, dans les
différents tissus et dans 1’hémolymphe de 1’insecte. On peut
observer que c’est l’estomac qui contient le plus de traceur
avec 0.633 £ 0.1 ng. La carcasse, les tubules de Malpighie et
les corps gras contiennent environ la méme quantité soit entre
0.1461 * 0.02 ng et 0.2886 * 0.4 ng. Aprés 72 heures, la
quantiteée présente dans 1l’hémolymphe est négligeable
comparativement aux autres tissus.
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FIGURE 14

Quantité d’équivalent H,~AZA retrouvée dans 1’hémolymphe
(HEM) , 1’estomac (EST), les corps gras (COR), les tubules
de Malpighie (TUB) et la carcasse (CAR) des chenilles
d’Ostrinia nubilalis Hilbner aprds 72 heures d‘un
traitement sur la cuticule avec 1/°H,~AZA

(approximativement 260 000 dpm) . Les barres représentent
les erreurs-types.
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La figure 15 indique la proportion du traceur retrouvée
dans les féces par rapport au total retrouvé dans les tissus
de 1’insecte. C’est donc une mesure de l’excrétion du preoduit
en fonction du temps. Il y a 37.88 * 1.5% du total qui est
€liminé aprés 0.5 heures seulement. Aprés 24 heures, on peut
observer une élimination plus substantielle, de 85.82 + 3%.
Par la suite, le pourcentage reste & peu prés constant jusqu’a
72 heures.

L’expérience compléte de distribution de 1/°H,-AZA aprés
application sur la cuticule a été répétée une deuxiéme fois et
des résultats trés similaires ont été obtenus. La seule
différence notable a é&té observée au niveau de la période
aprés lagquelle le traceur est retrouvé dans l/hémolymphe. En
effet, la quantité maximale d’équivalent d’H,~AZA a plutdt été

observée entre 12 et 24 heures comparativement & 6 heures ici.
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FIGURE 15

Proporticn d’égquivalent H,-AZA retrouvée dans les féces
des chenilles d’Ostrinia nubilalis Hilbner traitées sur la
cuticule avec 1/°H,-AZA (approximativement 260 000 dpm).
Les .barres représentent les erreurs-types.
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2.4. DISCUSBION

2.4.1. Croissance et développement

Pour évaluer la toxicité d/un produit chez un insecte,
1’un des moyens utilisés est d’inclure celui-ci dans son
alimentation et de mesurer les effets sur différents
paramétres de croissance et de développement (Berenbaun,
1986) . L/H,~AZA, introduite dans un régime méridique, a
réduit considérablement la croissance d’0O. nubilalis pendant
la totalité des différents stades larvaires de 1l’insecte
(figure 7). Arnason et al. (1985) avaient déja observé des
effets trés similaires avec 1’azadirachtine pure. Une
diminution de l’efficacité de conversion de la nourriture
plutét que des changements de la digestibilité, avaient alors
suggéré que la réduction de la cr-oissance était due & des
effets toxigques. Alors qu’un effet antiappétant important est
observé lorsqu’on présente l’azadirachtine sur des rondelles
de feuilles de mals, l‘indice de consommation ne change pas
lorsque 1l/azadirachtine est administrée dans un régine
méridique (Arnason et al., 1985). Des é&tudes é&lectro-
physiologiques ont montré qu= ce régime, 4 base d’agar-agar,
masquerait 1’effet antiappétant de l’azadirachtine (Canney et
Gardner, 1988). L’H,-AZA posséde les mémes propriétés
toxiques que 1l'azadirachtine pure (Barnby et al., 1989a;
Rembold, 1984; Yamasaki et Klocke, 1987; Rembold, 1989). La
réduction de poids des insectes traités a 0.1 ppm n’avait, par
contre, pas été observée précédemment par Arnason et al.
(1985). Cependant, 1’H,-AZA, en étant plus stable que la
molécule pure, 1l est possible qu’elle garde son activiteé
bioclogique plus longtemps (Barnby et al., 1989%a).

La croissance des chenilles de 5 stade d’H. virescens

Fabr. (Noctuidae), un insecte polyphage, a été diminuée a des
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concentrations dfazadirachtine allant de 0.03125 ppm & 10.0
ppm administrées dans un régime méridigue (Barnby et Klocke,
1987). Des dos:s de 0.5 pug/g & 10 ug/g, injectées i des
chenilles de 5™ stade de Manduca sexta L. (Sphingidae), un
insecte oligophage, ont réduit leur poids significativement
(Schliiter et al., 1985). Ces résultats se comparent avec ceux
obtenus lors de la présente étude.

Les observations qualitatives de symptémes toxicologiques
sont elles aussi importantes. Elles peuvent donner des
informations précieuses sur le site d’empoisonnement, le
mécanisme dfaction et les réponses défensives de l’animal & un
produit toxigue. Il faut par contre &tre prudent dans les
interprétations parce que la cause de la mort ne représente
pas nécessairement le mode d’action d4’un insecticide ou d‘un
produit toxique (Matsumura, 1975).

Dans cette perspective, les effets de 1/H,-AZA sur le
développement des stades larvaires et des stades subséquents
d’0. nubilalis pourraient étre expliqués par une interférence
de la molécule avec la régulation neuroendocrinienne des
titres d’hormones juvéniles tel que démontré pour 1'AZA
(Rembold, 1989; Rembold et al., 1989; Rembold, 1987; Rembold
et al., 1986; Rembold et al., 1983; Koolman et al., 1988;
Bidmon et al., 1987). L’azadirachtine inhibe en effet in
vitro le reldchement d‘ecdysone du complexe glandulaire
cérébral annulaire {Brain ring gland complex). L‘’effet est did
a4 l’inhibition de la sécrétion et non pas & un effet sur la
biosynthése de 1l’hormone dans la glande (Koolman et al.,
1988). Il n’'est, par contre, pas encore é&lucidé a savoir si
cet effet sur 1l’inhibition de la sécrétion est direct ou
indirect (Rembold, 1989).

La mortalit? des chenilles, 1les malformations des
chrysalides et des adultes, ainsi que le retard & passer au
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5ime stade et au stade chrysalide observés ici (annexe 2j
tableau 1)}, pourraient étre le résultat de dérangements des
processus hormonaux qui réglent ces phénoménes de croissance
et de développement.

Gagnon (1991) a observé une élongation de la période
larvaire chez O©O. nubilalis traité avec des extraits de
margousier, une difficulté & former les chrysalides ainsi
qu’une diminution du poids des chrysalides. Schliiter et al.
(1985) ont observé ces phénom2nes chez M. sexta, dont le
développement larvaire était incomplet, le plus souvent avec
des malformations des chrysalides. Barnby et Klocke (1287)
ont observé aussi des malformations chez les adultes de H.
virescens ainsi qu’une inhibition de la pupaison lorsque des
doses plus fortes d’azadirachtine (5 et 10 ug) eétaient
injectées dans la cavité orale. Bidmon et al. (1986)
suggérent que l’azadirachtine agit sur le développement des
disqgues imaginaux qui sont & 1l‘origine des organes mal formés.
En effet, grace i des injections combinées d’azadirachtine et
de colchicine, Schliiter (1387) observe gue la mitose dans le
disque épidermique imaginal des ailes des larves de 4™ stade
de Epilachna varivestis Mulsant (Coccinellidae) est affectée
4 partir de la métaphase et pour les phases suivantes. Un
mécanisme similaire pour ait expliquer 1les malformations
observées chez O. nubilalis.

2.4.2. Etude préliminaire. Effet de 1/H,~AZA administrée
au 3™ gtade larvaire.

L’expérience a été effectuée afin de s'assurer que la
concentration choisie pour les études de distribution causait
un effet mesurable chez les insectes traités sans résulter en
une trop forte mortalité. Chez les insectes, les premiers
stades sont généralement plus sensibles & un produit toxique
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gque ne le sont les stades plus avancés. L’administration
d’H,-AZA A des chenilles d‘0. nubilalis de 3™ gtade, nous
donne de meilleures indications sur les effets du produit pour
les stades plus avancés. Une diminution de 30% du poids
comparativement au témoin a é&té considérée comme suffisamment
importante (figure 8).

L’ augmentation de la période de temps nécessaire pour
atteindre le 5®"° stade larvaire et, par le fait méme, le stude
pré-chrysalide (tableau 1), est possiblement due a 1la
diminution du poids des chenilles. En effet, la croissance
est un des facteurs qui détermine le moment de la mue chez la
plupart des insectes (Wigglesworth, 1984).

Bidmon et al. (1986) ont noté un délai pour atteindre le
3m stade larvaire lorsque des larves de C. vicina (Diptera)
étaient injectées avec de 1l’azadirachtine. Ici encore, 1la
diminution du poids ainsi que l’interférence avec le.systéme
hormonal des larves sont des explications proposées. Ces
auteurs suggérent également que la diminution du poids des
pupes pourrait é&tre due & la perte d’eau. La cuticule des
chrysalides ne protégerait pas contre l/évapeoration d’eau chez
les insectes traités. Peut-étre gue 1les malformations
observées chez les chrysalides d’0. nubilalis et la mortalité
élevée des chenilles de 5° stade larvaire sont causées par une
trop grande évaporation de l’eau du corps de 1l’insecte.

Comparativement, 1’/introduction dans un régime méridique
de MBOA et de DIMBOA (6-methyoxybenzcazolinone et 2,4-
Dihydroxy-7-methoxy-1, 4~benzoaxazin-3-one respectivement), des
produits secondaires dérivés de Zea mays, a augmenté le temps
nécessaire & la pupaison et & 1l’émergence des adultes chez O.
nubilalis (Campos et al., 1988; Campos et al., 1989). Le

poids des chenilles de dernier stade n’était par contre pas
affecte.
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2.4.3. Distribution de 1/°H,~AZA chez ©O. nubilalis apreés
application par voie orale

Les sections précédentes ont permis de montrer les effets
toxiques de 1'H,-AZA chez O. nubilalis. Le margquage
radicactif de la molécule a pour but de localiser un site
sensible dans 1l’insecte et de suggérer une voie d’accés a ce
site. De plus, la toxicité d’un produit est déterminée par
des barriéres de pénétration (le produit ne peut pas entrer)
ou par des barriéres de détoxication (le produit est détoxiqué
si vite qu’il n’atteint pas le site dfaction sous sa forme
toxique} (Renwick, 1939).

Le traceur, aprés avoir été ingéré dans la nourriture
traitée peut emprunter principalement deux voies. Il peut
traverser les membranes péritrophigques et gastrigues et se
retrouver dans 1l’hémolymphe pour la distribution dans les
tissus (absorption) puis étre excrété, ou encore, passer de
l’estomac & 1l’intestin et é&tre rejeté directement dans les
feces.

L’absorpticn décrit 1le processus impligué dans le
transfert d’un produit toxique, du site d’administration, & la
circulation systémique. Afin d’entrer dans l’organisme et
d’atteindre un organe cible, tout matériel doit pénétrer une
ou plusieurs membrane(s) vivante(s) (Jerneldv ef al., 1978).
L’absorption & travers la paroi gastrique est largement
déterminée par le pH de la lumiére de l’estomac et la
solubilité dans les lipides de la molécule toxigque (Hayes,
1989). La solubilité dans les lipides est en effet reconnue
comme étant le facteur principal qui gouverne le transport et
la distribution des drogues dans les systémes biologiques
(Kubinyi, 1979).

Plusieurs études sur les relations entre la structure et

l7’activité de l’azadirachtine, ont montré gue le groupement
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chimique tigloyl (figure 2 et 3), un groupe lipophile, est
essentiel a l’activité biologique de l’azadirachtine. Il a
été suggéré que ce groupement aide dans les phénoménes de
transport (Yamasaki et Klocke, 1987; Simmonds et al., 1990)
permettant ainsi & la molécule ou & son ou ses métabolite(s)
de passer & travers l’estomac et de se retrouver dans la
circulation générale de 1l’insecte.

D’autres facteurs tels la microflore intestinale, les
enzymes hydrolytiques, la qualité et la quantité de nourriture
ingérée simultanément ainsi que d’autres activités
métaboliques, peuvent également affecter la guantité de toxine
qui atteint la circulation générale aprés administration orale
(Turunen, 1985; Hayes, 1989).

Une quantité appréciable du traceur s’est fixée aux
parois stomacales de l’insecte (figure 9 et 10). Celles-ci
sont un site important d’enzymes de détoxication, les PSMO
(enzymes monooxygénase & plusieurs substrats) (Brattsten,
1979), qui effectuent la transformation de composés lipophiles
en métabolites plus volaires et donc plus faciles a excréter.
La molécule dfazadirachtine posséde plusieurs liaisons
chimiques pouvant étre brisées par ces enzymes: une liaison
5 O-méthyle (O~deméthylases), 4 liaisons ester (estérases) et
un groupe époxyde (oxydase) reconnu comme étant trés réactif
Yamasaki et Klocke, 1987; Simmonds et al., 1990). La grande
guantité de traceur retrouvée dans l’estomac indique
probablement que 1’H,-AZA est un substrat pour les enzymes de
ce tissu.

I1 est aussi possible que la molécule se lie aux
protéines structurales de la paroi gastrique. En effet,
Yamasakli et Klocke (1987), ont observé gu’‘en plus du site
lipophile tigloyl, les groupements hydroxyles (hydrophiles)
sont nécessaires a& l’activité bioclogique de 1l’azadirachtine.
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Dans les tubules de Malpighie, Rembold (1987) rapporte gque
l’azadirachtine se lie sélectivement aux membranes des tubules
dans la région basale des cellules et sur la membrane
nucléaire. Ces sites pourraient étre le lieu de récepteurs
spécifiques & 1l’azadirachtine, responsables de la mise en
route du systéme endocrinien et amenant les perturbations
morphologiques et comportementales observées. De tels
récepteurs pourraient également étre localisés au niveau des
membranes stomacales.

Mordue et al. (1985) pensent que l’effet antiappétant
ainsi que l’inhibition de la mue observés chez L. migratoria
sont causés par les effets de l’azadirachtine directement sur
l’estomac. Cela pourrait aussi expliquer la grande quantité
retrouvée dans ce tissu chez 0. nubilalis. Des expériences in
vivo et in vitro ont montré une réduction substantielle du
taux de passage de la nourriture & travers l’estomac ainsi
gu’une diminution de 1la frégquence des contractions de
l’estomac (Mordue et al., 19853). L’intégrité de la paroi
stomacale est nécessaire non seulement & la nutrition, mais
aussi & une mue réussie: 1/insecte doit avaler de l’air et
distendre son estomac pour briser et se débarrasser de
l’ancienne cuticule (Nijhout, 1981). L’azadirachtine inhibe
in vitro la proctoline, un neurotransmetteur gqui cause une
contraction lente et progressive des muscles longitudinaux de
l’estomac (Mordue et Plane, 1988). L‘estomac empoisonné par
l’azadirachtine est ainsi incapable de se distendre
suffisamment pour que la mue s’effectue avec succés.

Aprés son passade a travers les parois de l’estomac, le
traceur se retrouve dans l‘hémolymphe (figures 9 et 10). De
14, il est distribué & travers le corps de l’insect=. Les
composés fortement 1i&s aux protéines plasmatiques se
retrouvent en grande concentration uans le plasma alors dque

les composés avec une grande affinité pour les tissus (comme
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les protéines ou les graisses) y sont présents a trés faible
concentration (Hayes, 1989). Dans le cas de la molécule
d’H,H-AZA ou d’un métabolite, le groupement tigloyl pourrait
favoriser la liaison aux tissus riches en lipides.

Les corps dgras, en particulier, sont un site de
séquestration et/ou de détoxication de produits toxigues
(Duffey, 1380; Brattsten, 1979; Brattsten, 1986). L/H,~-AZA
(ou un métabolite) est peut étre détoxigquée par les enzymes
de détoxication des corps gras puisqu’une gquantité importante
de traceur y est retrouvée (figures 9 et 10). Ces tissus sont
en effet riches en mitochondries et en PSMO. Il serait plutdét
surprenant que l’azadirachtine y soit mise en réserve mais
cela demeure une possibilité.

La carcasse contient la cuticule, le systéme
respiratoire, ainsi que des ganglions et des nerfs. Il est
difficile de tirer des conclusions intéressantes i partir de
la quantité de traceur retrouvée dans la carcasse (figures 9
et 10) parce qu’une grande partie de ce traceur peut é&tre due
a4 la contamination lors des dissections.

Les tubules &e Malpighie contiennent peu de traceur
(figures 9 et 10), ce qui suggére gque chez ¢©. nubilalis
l’excrétion de 1'H,-AZA ou d’un métabolite ne passe pas par
ces organes, contrairement & ce gue Rembold et al. (1988) ont
observé pour L. migratoria.

On retrouve dans les féces une grande quantité du traceur

(figure 11). Il est donc fort possible qu‘une partie de
l’azadirachtine, présente dans le contenu gastrique, soit
rejetée directement dans les féces. Cela pourrait étre

expliqué par la rapidité du transit intestinal (6 heures).
Cependant, les féces, lors de cette expérience, ont pu étre
contaminés avec la diéte traitée lors du prélévement des
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spécimens. Les résultats apportés par l’application 4a’°H,-AZA

sur la cuticule a permis d’éviter cet écueil.

2.4.4. Distribution de 17°H,-AZA chez O. nubilalis aprés
application cuticulaire

L’application sur la cuticule permet de suivre le devenir
d’une seule dose d’azadirachtine aprés que celle-ci ait
pénétré & travers la cuticule et permet la comparaison des
deux voies d’application.

La pénétration du traceur & travers la cuticule d’0.
nubilalis se fait dans les premiéres heures aprés le
traitement (0 & 3 heures) et est presgue complétée aprés 12
heures (figure 12). Le taux de pénétration d’un insecticide
A travers l/intégument des insectes dépend de la solubilité
dans les lipides (Olson et O’/Brien, 1963). Les composé&s plus
hydrophiles pénétrent la cuticule des insectes plus rapidement
que les composés lipophiles. Par contre, il est impératif
gu‘un composé soit suffisamment lipophile pour se dissoudre
dans 1la couche 1lipidique externe de 1la cuticule mais
suffisamment hydrophile pour se déplacer & l’intérieur des
couches internes plus polaires de la cuticule et de la, &
1‘hémolymphe (Welling et Paterson, 1985). Le déclin rapide de
la dose d/°H,~AZA dans les comptes des ringages de méthanol,
irdicateur de la rapidité de pénétration du traceur, peut &tre
la conséquence de la polarité de la molécule. D’autre part,
le solvant utilisé lors de l’application peut aussi affecter
la pénétration (Lewis, 1980). En régle générale, la
pénétration est caractérisée par 3 phases: une phase initiale
trés rapide dans lagquelle environ 40% de la dose appliquée sur
la cuticule n’est plus recouvrable par ringage externe, suivie
d’une deuxiéme phase dans laquelle le taux de pénétration

diminue graduellement. Finalement, il y a une troisiéme phase
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dans laguelle le taux de pénétration est proportionnel a la
quantité restée sur la cuticule /{Welling et Paterson, 1985).
L’*H,-AZA traverse la cuticule &‘0. nubilalis de fagon
comparable a d’autres molécules. Par exemple, lorsque 83,3
ng/mg d’insecte de MBOA est appliqué localement sur 1/insecte,
seulement 13,8% de 1l/isotope ’H était présent sur la surface
de la cuticule 6 heures aprés l’application, ce qui montre gue
ce composé est rapidement absorbé. L’élimination du composé
dans les fé&ces au 5™ stade larvaire était aussi rapide,
atteignant 82% en 24 heures (Campos et al., 1988).

En 72 heures, approximativement 90% de la radiocactivité
totale etait éliminée dans les féces (figure 15). La plupart
de l’excrétion apparait entra 48 et 72 heures. Les résultats
sont similaires & ceux d’études précédentes pour d‘autres
insectes. Barnby et al. (1989b) ont observé plus de 50% de la
radicactivité dans les féces, une heure seulement aprés une
injection dans 1’/hémocoele d’’H,~AZA. Aprés 72 heures, plus de
25% de la radiocactivité était encore présente dans le corp~
d’H. virescens, sugygérant gque la molécule pourrait étre liée
4 des protéines. Selon ces auteurs, cela pourrait expliquer
gu’une seule dose d’azadirachtine puisse affecter Ila
croissance et le développemént chez plusieurs espéces
d’insectes. La présence d’H,-AZA non métabolisée dans les
féces des chenilles injectées directement dans 1‘/hémocoele
(Barnby et al., 1989b) suggére é&galement gue la molécule
pourrait, soit étre excrétée par les tubules de Malpighie sans
étre altérée, ou soit traverser la paroi de l’estomac & partir
de l’hémolymphe pour se retrouver dans les fé&ces. Rembold et
al. (1986) ont observé 68 3 82% de la radiocactivité dans les
féces de L. migratoria aprés 12 heures de traitement & 1/°H,-
AZA. Une quantité importante a par contre été retrouvée dans

les tubules de Malpighie chez cet insecte, suggérant que la

61



molécule est excrétée par ces organes gqui la convertirait
peut-étre en un métabolite plus polaire. Garcia et al. (1989)
ont aussi trouvé une quantité importante du traceur dans les
tubules de Malpighie, méme 10 jours aprés lfapplication.
Seulement 50% de la radiocactivité a été excrétée durant cette
méme période, suggérant qu’/une quantité importante reste fixée
dans le corps de l’/insecte.

Les figures 13 et 14 montrent la di .tribution du traceur
pour les tissus et 1’hémolymphe dro. nubilalis.
L’augmentation caractéristique observée dans 1l’hémolymphe
refléte la cinétique de la pénétration cuticulaire. Le
composé s’accumule rapidement dans l’hémolymphe durant les
deux premiéres phases, atteint un plateau a la troisiéme
phase, et puis, disparait graduellement de 1’insecte. De
méme, Garcia et al. (1989) observent une augmentation rapide
entre 12 & 24 heures aprés l’alimentation de Rhodnium prolixus
sur de 1’°H,-AZA, suivie d’un déclin graduel.

C’est l’estomac qui semble re*enir le plus de traceur.
Rembecld et al. (1986) y ont aussi observé une grande guantité.
Cette observation, jointe au fait que 1l‘on retrouve une grande
quantité de traceur dans les féces sans en retrouver dans les
tubules de Malpighie, suggérent la fixation de 1'H,-AZA ocu
d’un métabolite aux parois stomacales a partir de
1l’hémolymphe. Les corps gras, la carcasse et les tubules de
Malpighie présentent des niveaux trés faibles de tritium.
L’application locale confirme donc le rdle minime chez O.
nubilalis des tubules de Malpighie dans 1l’é&limination de
l7azadirachtine. Rembold et al. (1988) observent d’ailleurs
qu’il n’y a pas de métabolisation par les tubules de Malpighie
chez L. miyratoria.

En conclusion, les résultats combinés de l/administration
dans l’alimentation et sur la cuticule d’°H,-AZA, indiquent
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que la carcasse, l’estomac et les corps gras sont les sites
principaux ol se retrouve le traceur chez 0. nubilalis. La
présence d’enzymes PSMC dans ces tissus (estomac et corps
gras) en est possiblement la cause mais des expériences
supplémentaires in vitro nous permettraient de trancher plus
définitivement cette gquestion. Le traceur a &té retrouvé dans
les féces rapidement lors des deux méthodes d‘administration.
Les tubules de Malpighie ne semblent pas etre impligués dans
l’élimination de la molécule du corps de l’insecte. Lors de
l’application sur 1la cuticule, 1la pénétration et 1la
distribution du traceur dans l‘hémolymphe se fait plus
rapidement. Des études de chromatographie nous permettraient
de savoir lequel, du composé parent ou d‘un de ses
métabolites, est retrouvé dans les différents tissus et les
féces ahalysés.
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3. METABOLISME ET SYNERGISME
3.1. INTRODUCTION

3.1.1. Généralités

Les problé&mes de la résistance aux insecticides sont
influencés, entre autre, par ia vitesse & laguelle une
molécule toxique est détoxigquée par 1l’insecte. Le réle des
enzymes monooxygénases a4 plusieurs substrats (PSMO) est bien
reconnu dans la détoxication de plusieurs substances
toxigues. Deux aspects de ce systéme font gu’/il est
particuliérement intéressant en tant que mécanisme de
détoxication, soit son manque de spécificité en terme de
substrat, ainsi que la facilité avec laguelle son taux de
réaction peut é&tre accéléré en réponse @ un stress chimigque
{Hodgson, 1985).

Pour démontrer que les PSMO sont impligués dans le
métabolisme d’une substance toxique, on utilise en général
des produits inhibiteurs ou activateurs du systéme
enzymatigque. On mesure ensuite l’effet, soit directement
par la mesure de l’activité enzymatigue, soit indirectement,
par la mesure des changements de différents paramétres
vitaux qul expriment la toxicité chez les organismes mis en
présence des deux agents ensemble. En effet, un inhibiteur
par exemple, en réduisant l7activité ou la quantité
d’enzymes présentes, retarde le taux auquel d’autres
substances allélochimiques peuvent étre é€liminées par
l’organisme et ainsi augmente la toxicité ou prolonge le
temps d’action de ces substances. Les inhibiteurs des PSMO
les plus actifs et les plus souvent utilisés, contiennent un
groupe méthylendioxyphényl (MDP) dans leur structure
(Casida, 1970; Franklin, 1976; Wilkinson, 1976, Anders,
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1968). L’inhibiteur le mieux connu et le plus utilisé des
PSMO est le butoxyde de pipéronyl (figure 16).

En plus d’étre un outil des plus utiles pour comprendre
comment un insecte arrive a se débarrasser d’un produit
toxigue tel l’azadirachtine, ces inhibiteurs ofirent un
moyen concret pour augmenter l7efficacité de tels produits.

Il a été démontré que le dillapiol inhibe l’activiteé
des PSMO in vitro chez 0. nubilalis (Bernard et al., 1989).
Le dillapiol est une substance d‘origine végétale retrouvée
dans certaines plantes de la famille des Pipéracées (piments
et aneth par exemple) (Awasthi et Mukerjee, 1977; Bernard,
1988; Bernard et al., 1989). C‘est un néo-liignan (figure
16), un type de composés naturels dont on a tiré les
synergistes d/insecticides les plus efficaces tel le
butoxyde de pipéronyl.

Lange (1984) a montré gue le butoxyde de pipéronyl
augmente l‘efficacité d’extraits de margousier chez les
chenilles de Plutella xylostella L. (Lepidoptera) et de
Leptinotarsa decemlineata Say (Coleocptera). Le butoxyde de
vipéronyl est aujourd’hui suspecté d’étre carcinogéne (El-
Sebae, 1980) et la recherche de synergistes moins dangereux
est en ce sens appropriée.

Dans ce contexte, la présente étude cherche a
déterminer si le métabolisme normal de l’azadirachtine che:z
O. nubilalis est affecté lorsgque l’on bloque les PSMO avec
du dillapiol. Dans l’affirmative, on aurait de bonnes
raisons de croire que l’azadirachtine est métabolisée par
les PSMO. Les résultats permettront d’/évaluer les
possibilités synergistiques entre ces deux produits

d’origine végétale et de mieux comprenire comment
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FIGURE 16

Structure chimique du butoxyde de pipéronyl et du

dillapiol d’aprés B-Bernard et Philogéne, 1992 et B-
Bernard, 1939.
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un insecte phytophage comme O. nubilalis réagit a

l/introduction de telles substances dans son organisme.
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3.2. MATERIEL ET METHODE

3.2.1. Effet du dillapiol conjugué & l’azadirachtine sur
la croissance et le développement d’0. nubilalis.

L’H,-AZA et le dillapiol (DIL) ont &té dissous dans de
1’éthanol & 95% et incorporés a de la nourriture fralichement
préparée avant que celle-ci ne se solidifie, soit autour de
400 C. La nourriture a été préparée selon le protocole
décrit par Guthrie et al. (1971). La concentration d’H,-AZA
choisie n’a pas causé d’effet antiappétant é&vident chez
l’insecte, tout en ayant un certain effet sur son
développement (voir section 2.3.3). Un ppm d’H,-AZA contre
5 ppm de DIL ont été& utilisés dans le traitement et les
témoins respectifs.

Quatre masses d‘oeufs (environ 20 & 30 oceufs par masse)
d’0. nubilalis ont été déposés sur de la nourriture traitée
dans guatre contenants différents selon le traitement. Au
huitiéme jour larvaire, vingt chenilles ont é&té choisies
alédatoirement dans chacun des traitements, pesées et placées
individuellement dans une fiole avec un cube de nourriture
du traitement approprié. Les fioles ont &té recouvertes
d’une boule de coton et disposées dans un cabaret dans le
méme incubateur (veoir section 2.2.2). Le poids de chaque
chenille a &té& mesuré A intervalle régulier jusqu’a la fin
du cinquidme stade et le cabaret contenant les fioles était
disposé différemment dans 1l‘/incubateur aprés chaque pesée
pour éviter un effet de 1/incubateur.

L’analyse des données a consisté& en une comparaison des
poids moyens entre les quatre traitements pour la derniére
pesée du stade larvaire, soit une analyse de variance.
L’analyse de variance a deux critéres de classification nous
permet de considérer les effets de deux facteurs discontinus
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simultanément (H,~-AZA et DIL) sur une variable d4’/intérét, la
variable dépendante (poids). L‘analyse est de type I
puisque les deux facteurs sont fixes. L‘/ANOVA & deux
critéres de classification a testé l’interaction entre les
deux critéres, a savoir si l’effet des deux facteurs pris
ensemble est plus grand gue la somme des effets des deux
facteurs pris séparément (effet de synergisme). La méthode
présume que chacun des deux facteurs contribue au poids pour
une certaine quantité sans s’influencer 17un et 1l’autre. On
teste donc comment les résultats s’accordent ou non avec
cette présomption (Sokal et Rohlf, 1981; Zar, 1984).

Le fichier de données initial a été transformé pour
permettre de distinguer les deux facteurs de classification
parmi les quatre traitements effectués. La valeur 1 a é&té
assignée pour un facteur si celui-ci était présent dans le
traitement et la valeur 0 s/il était absent. Le fichier a
donc &té organisé ainsi, avec vingt réplications pour chaque
traitement:

traitement DIL H,-AZA poids moyen
(DIL) 1 1 0 0.101
(H,~AZA) 2 0 1 0.054
(DIL*H,-AZA) 3 1 1 0.G56
(EtOH) 4 o 0 0.099

Finalement, la valeur 0 a été attribuée arbitrairement
aux poids des chenilles qui sont mortes lors de 1’é&tude.
C’&tait la seule fagon de rendre visible l’effet du
traitement dans les données. Les conditions implicites &
l’analyse de variance ont été respectées en stabilisant 1la
variance par la loi de puissance de Taylor (1961) (voir
annexe 4). La transformation des valeurs s’est effectuée

selon la relation Y’= Y*¥  Le test compare la variabilité
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des observations & 1l’intérieur d’un groupe avec la
variabilité des moyennes entre les groupes. Trois
hypothéses peuvent étre testées simultanément: le poids ne
varie pas avec ou sans AZA, avec ou sans DIL, ou peu importe
le traitement. Pour savoir lagquelle ou lesquelles des
combinaisons entre les deux facteurs est (sont)
significativement différente(s) des autres, un test de
comparaison multiple a été effectué (Student-Newman-Keuls et
Tukey) .

3.2.2. Effet du butoxyde de pipéronyl et du phénobarbitol
donnés conjointement avec 1’/H,~AZA sur la
croissance des chenilles de 3° stade d’0.
nubilalis.

Des chenilles du début du 3° stade ont &té nourries

avec de la nourriture contenant 1 ppm d/H,-AZA et soit 50

ppm de butoxyde de pipéronyl ou 50 ppm de phénobarkitol.

Les produits ont été dissous dans l’éthanol 95%. La

guantité d’éthanol dans la diéte ne dépassait pas 1%. Vingt

insectes par traitement ont &té choisis aléatoirement de la
culture permanente et pesés & intervalle régulier jusqu’a la
période précédent la pupaison. Les insectes ont été gardés
sous incubation dans les mémes conditions que celles
décrites & la section 2.2.2.. Les résultats ont été soumis

4 une analyse de variance et & des tests de comparaisons

multiples (Student-Newman-Keuls et Tukey).

3.2.3. Détermination du meilleur rapport H,-AZA:DIL

Afin de déterminer le rapport H,-AZA:DIL ayant un effet
maximal sur la croissance d’0. nubilalis, différentes
concentrations des deux produits ont été dissoutes dans

l’éthanol &8 95% et incorporées & de la nourriture
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fraichement préparée. La concentration d’éthanol dans 1la
nourriture ne dépassait pas 1%. Vingt chenilles de 3° stade
ont été choisies aléatoirement et nourries pendant 6 jours.
Leurs poids ont été mesurés au début et & la fin de cette
période. Les insectes étaient gardés dans des fioles
individuelles dans les conditions d’/incubation décrites & la

=

section 2.2.2.. Les résultats ont &té soumis 3 une analyse

de variance et a des tests de comparaisons multiples
(Student-Newman-Keuls et Tukey).
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3.3. RESULTATS

3.3.1. Effet du DIL et de 1’H,-AZA sur la croissance et
le développement d’0. nubilalis.

La figure 17 présente la croissance d’0O. nubilalis au
cours de son développement larvaire lorsque l’insecte a été
nourri avec du DIL et de 1/H,~AZA. Les mesures n’ont été
prises que jusqu’au 14° jour larvaire seulement parce que
au-deld, la mortalité des chenilles était trop grande.
L‘’analyse de variance a été effectuée sur ce 14° jour. La
valeur de la statistique F obtenue pour le modéle général
d’analyse de variance est de 18.87 avec une probabilité
associée de 2.0001. Cecli nous indique clairement que les
poids ne sont pas tous les mémes selon le traitement. Le
test de comparaisons multiples permet de mieux comprendre
d’olt vient la variabilité& (tableau 2). En effet, les tests
de SNK et Tukey indiquent que les traitements DIL et éthanol
ne sont pas différents; le DIL ne présente donc pas de
toxicité en soi 3 la concentration utilisée. L’H,-AZA a un
effet & la concentration utilisée puisque ce traitement est
différent du témoin avec 1‘’éthanol seulement. Le traitement
H,-AZA*DIL est aussi significativement différent du
traitement H,-AZA et du traitement é&thanol, indigquant un
effet plus grand de ce traitement que pour celui de 1'H,-AZA
seulement. La figure 18 permet de mieux visualiser les
effets des facteurs DIL et H,-AZA et surtout de leur
interaction sur le poids des chenilles. Les intervalles de

confiance & 95% sur les moyennes y sont représentés.
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FIGURE 17

Croissance des chenilles d‘/Ostrinia nubilalis Hibner
traitées par voie orale avec de 1’H,-AZA (1 ppm) et du
DIL (5 ppm). Les barres représentent les erreurs-types.
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TABLEAU 2

Résultats des tests de comparaisons multiples selon
Student-Newman

-Keuls et Tukey pour 1l/interaction entre
les facteurs H,

-AZA (1 ppm) et DIL (5 ppm) sur le poids
des chenilles d’Ostrinia nubilalis Hiibner.



Traitement

Poids moyen (mg)

Classement selon
SNK et Tukey

EtOH
DIL
AZA

DIL*AZA

170.8

168.5

111.3

28,3

W o

Q
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On peut observer gqu’en absence d’H,-AZA dans la
nourriture (AZA 0), le poids des chenilles change trés peu,
qu’il y ait ou non du DIL (DIL 1 et DIL 0). Par contre,
lorsque 17H,-AZA est présente (AZA 1), l’effet sur le poids
est beaucoup plus grand lorsqu’il y a aussi du DIL (DIL 1)
que lorsqu’il n‘’y en a pas (DIL 0). Il y a donc une
interaction entre le DIL et 1’/H,-AZA. Le DIL augmente la
toxicité de 1’H,~AZA en diminuant le poids des chenilles de
cinquiéme stade larvaire d‘0. nubilalis.

'3.3.2. Effet du butoxyde de pipéronyl, du phénobarbitol
et de 1’H,-AZA sur la croissance d4’0. nubilalis.

Le butoxyde de pipéronyl et le phénobarbitol sont
respectiverant reconnus comme étant un inhibiteur et un
activateur des PSMO et sont généralement utilisés pour
montrer lfimplication de ce systéme enzymatique dans la
détoxication d’un produit toxique (Casida, 1970; Sun et
Johnson, 1960).

La figure 19 présente la différence de poids entre le
1 et le dernier jour du traitement pour les chenilles d’O0.
nubilalis traitées avec ces deux produits. Le butoxyde de
pipéronyl, ajouté a 1’H,-AZA, a diminué la croissance des
insectes plus que ne l'a fait 1'H,-AZA seulement. Le
butoxyde de pipéronyl n’‘a pas montré de toxicité en soi. Le
phénobarbitol, ajouté & 1’/H,~AZA, n’a pas affecté la
croissance des insectes comparativement & 1/H,-AZA
seulement.
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FIGURE 18

Représentation graphique de 1/interaction entre 1les
facteurs H,-AZA et DIL sur les chenilles d‘Ostrinia
nubilalis Hilbner pour 1/ANOVA & deux critéres de
classification. 0: sibsence du produit dans le traitement
et 1: présence du pruduit dans le traitement. Les barres
représentent les intervalles de confiance a 95%.
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3.3.3. Meilleur rapport DIL:H,~AZA

Différents rapports DIL:H,~-AZA ont &té testés afin de
déterminer le rapport pouvant affecter le plus la croissance
d’0. nubilalis (figure 20). Les erreurs-types sont trés
grandes et il a été impossible d’observer une différence
significative entre les 3 rapports testés. Les rapports H;-
AZA:DIL de 1:5 et de 1:10 semblent toutefois montrer une
tendance d‘une plus petite prise de poids par les insectes,
indigquant gu’ils seraient possiblement plus efficaces.
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FIGURE 19

Effet sur le poids des chenilles &’Ostrinia nubilalis
Hiibner du jour 6 au jour 12 de différents traitements
alimentaires. Les barres représentent les erreurs-types.
*: significativement différent selon ANOVA (F=20.16 et
7.86 respectivement avec o=0.05). EtOH=&thanol, Pip.
But.=butoxyde de pipéronyl (5C ppm),
Phénob.=phénobarbiteol (50 ppm) et H,-AZA=azadirachtine
dihydrogénée (1 ppm).
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FIGURE 20

Effet sur le poids des chenilles d’Ostrinia nubilalis
Hibner traitées sur de la nourriture contenant différents
rapports H,~-AZA:DIL (exprimés en dpm). Les Dbarres
représentent les erreurs-types. #*: significativement
différent selon ANOVA (F=4.38, F=3.41 et F=3.89 pour les

traitements F, G et H selon leur témoin respectif avec
a=0.05) .
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3.4. DISCUSSION

3.4.1. Effet sur la croissance et le daveloppement d’‘O.
nubilalis du DIL et de 1/H,-AZA.

L’effet du DIL sur la croissance des chenilles 4’0.
nubilalis lorsque celui-ci est donné aux insectes
conjointement & 1’H,-AZA, indique clairement que le néo-
lignan augmente la toxicité de l’azadirachtine (figure 17 et
figure 18). Le dillapiol inhibe l’activité des PSMO chez O.
nubilalis (Bernard et al., 1989), entralinant une diminution
de la capacité de détoxication de ces enzymes pour d’autres
molécules toxigues (Berenbaum, 1984). Le métabolisme de
1’H,~AZA passe donc probablement par ces enzymes. Le
dillapiol empéchant ou retardant la détoxication de 1/H,-
AZA, cette derniére est maintenue sous sa forme toxigque chez
l’insecte plus longtemps. D‘autres molécules naturelles
ayant un groupe méthylendioxyphényl possédent des propriétés
synergistiques avec des molécules naturelles ayant une
activité insecticide. Par exemple la myristicine, un
constituant des feuilles de plusieurs plantes de la famille
des Ombelliféres est un synergiste trés efficace du
furanocoumarine xanthotoxine. Lorsque 0.1% de myristicine
est introduit dans un régime méridique chez Heliothis zea,
la toxicité pour l’insecte est cing fois plus grande qu’avec
la xanthotoxine seulement (Berenbaum et Neal, 1985).

3.4.2. Effet du butoxyde de pipéronyl, du phénobarbitol
et de 1'H,-A2A sur la croissance 4’0. nubilalis.

" Pour déterminer 1’implication des PSMO in vivo dans la
détoxication d’un insecticide, la mesure des valeurs de DL,
de 1’insecticide avec et sans butoxyde de pipéronyl est
généralement utilisée. (Brattsten et al., 1977). Ici, une
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approche différente a été employée. Le DIL est un
inhibiteur, mais son innocuité n’est pas certaine chez O.
nubilalis. Le butoxyde de pipéronyl par contre, n’est pas
toxique & la dose utilisée. Le phénobarbitol quand a lui
est & l’opposé, un activateur des PSMO. Chacun des
composés, le butoxyde de pipéronyl, le phéncbarbitol et
1/H,-AZA, seuls ou combinés, ont été ajoutés & de la
nourriture et les changements dans la croissance d‘0.
nubilalis ont &té mesurés. Le butoxyde de pipéronyl seul
n‘a pas d’effet sur la croissance des chenilles, tandis que
lorsque les deux produilts ont é&té conjointement donnés aux
insectes, la croissance a été diminuée significativement
(figure 19). La toxicité de 1/H,~AZA pour O. nubilalis est
largement augmentée par la présence de butoxyde de pipéronyl
dans la nourriture. Un effet semblable a été signalé par
Lange (1984) chez les chenilles de Plutella xylostella L.
aprés 8 jours de traitement avec du butoxyde de pipéronyl et
différents extraits de margousier. Gagnon (1991), dans un
test antiappétant avec 0. nubilalis, n’a pas observé
d’augmentation de l’efficacité de l’azadirachtine lorsque
celle-ci était offerte en combinaison avec du butoxyde de
pipéronyl sur des feuilles de mals, mais la durée du test,
24 heures seulement, ne permettait probablement pas de noter
des effets significatifs. Cas résultats pourraient aussi
indiquer que le butoxyde de pipéronyl n‘agit pas sur
1’appétance mais plutdét sur le métabolisme, c’est-a-dire
gu’il y aurait dégradation de l’azadirachtine en un
métabolite (Berenbaum et Neal, 1985). Bien gue non
significatif, le phénobarbitol a légérement tendance &
diminuer la toxicité de 1/H,~AZA, indiquant peut-&tre gque le

métabolisme de la molécule passerait par les PSMO.
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3.4.3. Meilleur rapport DIL:H,~AZA.

L’analyse statistique utilisée dans 1l/étude avec le DIL
(voir la section 3.3.1) indigque clairement un effet de
synergiste du néo-lignan sur 1/H,-AZA. Sans aucun doute,
l’effet du DIL et de 1’H,-AZA est plus grand que la somme
des effets dls au DIL et & 1’H,-AZA pris séparément.

Le DIL démontre peu de toxicité et la toxicité de 17H,-
AZA est augmentée en sa présence.

L'efficacité d’un synergiste d’insecticide est
communément exprimée par le rapport de la DLy de
l’insecticide seul sur la DL, de l’insecticide plus le
synergiste (Bradley et Selim, 1985; Raffa et Priester, 1985;
Yamamoto et Casida, 1966). Puisqu’il est difficile
d’évaluer si la mortalité causée par 1’H,-AZA vient d’un
effet antiappétant ou d’un effet toxique, et puisque
l’azadirachtine a peu d’effet par contact, la DIL; est
difficilement mesurable. L‘approche utilisé&e ici consiste
donc uniguement a évaluer différents rapports du syunergiste
et de 1'H,~AZA pour déterminer celui qui affecte le plus la
croissance d’0O. nubilalis. Les résultats obtenus montrent
une inhibition de croissance variant peu avec 1’augmentation
de la dose de synergiste (figure 20). Une partie seulement
de la détoxication de 1’H,~AZA serait effectuée par les PSMO
possiblement ou du moins par les isozymes des PSMO inhibés
par le butoxyde de pipéronyl ou le DIL. Dfautres voies
métaboliques pourraient &galement étre utilisées pour la
détoxication de cette molécule.
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4. DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

L’un des grands avantages de l’azadirachtine comme
moyen de contrdle des insectes phytophages nuisibles est
qu‘elle présente deux effets combinés chez 0. nubilalis. En
effet, en plus d’agir au niveau comportemental comme un
antiappétant, l’azadirachtine posséde des propriétés
toxiques et son ingestion par 1l’/insecte résulte en une
régulation de la croissance et du développement (Arnason et
al., 1985, Gagnon, 1992). Ces effets combinés offrent, en
situation pratique, une meilleure garantie de succés gqu’un
produit ne possédant qu’une seule de ces caractéristiques
(Jermy, 1990). La possibilité du développement de
l’habituation & l’antiappétant d’une part et de la
résistance aux effets toxiques d’autre part est ainsi
grandement diminuée. Les espéces polyphages cémme 0.
nubilalis sont par contre plus susceptibles & de tels
développements, et des études toxicologiques a plus long
tefme sont certes encore nécessaires pour en connaitre plus
a ce sujet (Raffa et Frazier, 1988).

Dans la recherche de moyens de contrdle des insectes
ravageurs gqui sont plus sécuritaires pour l‘environnement,
un antiappétant et un régulateur de croissance tel que
l’azadirachtine a certes beaucoup & offrir. Trop souvent,
les substances naturelles plus sécuritaires pour
l’environnement ne sont pas suffisamment persistantes pour
permettre une protection efficace des plantes traitées
suffisamment longtemps. L’hydrogénation de la molécule
d’azadirachtine, la grande variété de composés présents dans
les différents extraits de margousier et qui possédent une
activité biologique chez les insectes phytophages, la
possibilité d’une activité systémique de 1l’azadirachtine

dans la plante ainsi que l’ajout de produits synergiques
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pour accroitre les effets de la molécule, sont tous
différents moyens, facilement utilisables, pour permettre
d’augmenter la persistance de l’azadirachtine en situation
pratique.

Les études toxicocinétiques permettent en gquelque sorte
elles aussi d’observer la persistance d‘une molécule
toxique, mais plutdét, & 1l’intérieur d’un organisme. Il
serait &galement intéressant d’étudier la toxicocinétique
chez 0. nubilalis lorsque du dillapiol est ajouté au
traitement d’azadirachtine. Le plus souvent, les résultats
de telles études sont spécifiques 3 l/espéce. Déterminer la
vitesse d’élimination et la distribution de l’azadirachtine
chez un insecte phytophage insensible aux effets toxigques de
l’azadirachtine, permettrait de mieux comprendre d’oll vient
la variabilité des réponses interspécifiques aux effets de
l’azadirachtine. Déterminer la nature des métabolites
retrouvés dans les féces ou dans différents tissus pourrait
également amener une meilleure compréhension des voies
métaboliques utilisés par 1’insecte traité a
l’azadirachtine.

Au niveau enzymatique, il serait intéressant de
confirmer in vitro l‘’activité enzymatique des PSMO.
L’induction des PSMO par un produit en particulier a une
importance considérable sur le développement de la
résistance puisque celle-ci apparait le plus souvent lorsque
les insectes peuvent métaboliser une substance étrangére
suffisamment rapidement pour é&chapper i ses effets toxiques.
D’autres systémes enzymatiques importants en regard de 1la
molécule d’azadirachtine pourraient également étre &tudiés
et fournir des indications utiles sur le métabolisme de 1la
molécule dans l/insecte. Un examen de la structure

moléculaire de l’azadirachtine suggére que les enzymes
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susceptibles d’/intervenir a cet effet sont 1l’O-déméthylase,
la glutathion-S-transférase et certaines estérases.

Plusieurs recherches ont été effectuées sur
l’azadirachtine et les produits du margousier depuis plus de
60 ans. Certains produits de l’arbre sont déja manufacturés
et utilisés commercialement aux Etats-Unis, principalement
pour la culture en serre. Méme sl la recherche sur les
propriétés de l’azadirachtine et des produits du margousier
doit continuer autant au niveau pratigue que fondamental,
leur utilisation dans des programmes intégrés de contrdle
d’insectes ravageurs de cultures est dés maintenant
possible. Une coopération internationale active est la
meilleure garantie de succés dans le développement de
nouveaux moyens de contrdler les insectes ravageurs tel que
1/azadirachtine et la recherche exhaustive dont fait l’objet
le margousier a travers le monde depuis toutes ces années,
en est la preuve tangible.
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ANNEZXE 1

Nourriture pour la culture d’0. nubilalis
(selon Guthrie, 1971)

Composition et méthode de préparation

(400 g)

F

1 Mélanger et amener & é&bullition 216.5 ml d’eau
distillée et 7.45 g d’agar.

2 Transférer dans un mélangeur électrique

3 Ajouter 86.0 ml d’eau distillée (pour refroidir)

4 Ajouter 10.75 g de granules de mails

5 Bien mélanger et laisser refroidir & + 58°C.

B

6 Mesurer 49.25 g de mélange sec®

7 Ajouter 2.0 ml d’une solution de parabéne de
méthyle®

8 Ajouter 2.3 ml d’une solution d’acide propionique
et d’acide phosphorigque®
Ajouter 0.19 ml de formaldehyde

10 Ajouter 0.20 g de Fumidil B

11 Ajouter 43.5 ml d’eau distillée et bien mélanger

Aussitét que la température du mélange d’agar A descend
4 £ 58°C, ajouter le mélange B et bien mélanger. Verser 1la

nourriture dans des moules et laisser refroidir. Réfrigérer
dans des bocaux de verre.

(1) Composition du mélange sec

- 520 g de germe de blé

= 400 g de dextrose

- 440 g de caséine

- 32 g de cholestérol

- 144 g de mélange salé& (Wesson)

- 92 g de vitamines (Vanderzant Adkisson)
- 120 g d’acide ascorbique

- 27 g d’auréomycine

- 80 g d’acide sorbique

Mélanger tous les ingrédients et réfrigérer. Tous les
ingrédients ci~dessus sont disponibles chez Bio-Serve

Inc. Le germe de blé est disponible dans tout magasin de
produits naturels.
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ANNEXE 1 (suite)

(2) Composition de la solution de parabéne de méthyle

- 56 g de parabéne de méthyle
- 200 ml d’éthanol 95%

Garder A& la température de la piéce

(3) Composition de la solution d/acide propionique

A- Mélanger 418 ml d’acide propionique avec 32 ml
d’eau distillée
B~ Mélanger 42 ml d’acide phosphorique avec 458

ml d’eau distillée

Mélanger A et B et garder au réfrigérateur
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ANNEXE 23

Compesition du tampon phosphate pour dissection d@/0. nubilalis

A- 4.52 g de NaH,PQ,'H,0 dans 200 ml d’eau distillée

B~ 2.52 g de NaOH dans 100 ml d‘eau distillée

Prendre 83 ml de A et 17 ml de B et bien mélanger



ANNEXE 4

Loi de puissance de Taylor (1761):

yr = yl-b? (pour b # 2)

Y’ = log ¥ (pour b = 2)
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