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Résume

Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera, Pyralidae) appelée communément pyrale de la farine est un ravageur
majeur des denrées stockées. Cette espéce est aussi une source allergénique qui provoque I’asthme et des
rhinites. La présente étude est une approche physiologique qui vise a déterminer la chronologie de la
sécrétion de la cuticule et ses corrélations avec le profil de I’hormone de mue au cours du développement des
chrysalides femelles. Les épaisseurs de 1’ancienne et de la nouvelle cuticule ont été déterminées sur des
coupes semi-fines du tégument préparées selon la technique conventionnelle de microscopie électronique a
transmission. Le dosage de I’hormone de mue (ecdystéroides) a été réalisé individuellement dans les extraits
de corps entier de chrysalides femelles avec une méthode enzymo-immunologique utilisant un anticorps
polyclonal de lapin, un traceur la peroxydase et un révélateur la tetraméthyl benzidine. L’évolution des taux
hormonaux au cours de la métamorphose montre un seul pic localisé a cinq jours. L’épaisseur de la cuticule
nymphale présente un maximum au troisieme jour de la vie nymphale. La nouvelle cuticule adulte est
secrétée immédiatement apres 1’apolyse; elle mesure 7,27 £ 0,05 um a la veille de I’exuviation adulte (9
jours).
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Abstract

Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera, Pyralidae) commonly called Mediterranean flour moth causes
damage mainly to stocks of flour and semolina. This study is a physiological approach and aimed the
determination of the cuticle cycle in order to establish temporal correlations with the molting hormone level
during the development of female pupae. Molting hormone was extracted from whole body and measured by
an enzyme immunoassay using a rabbit polyclonal antibody, peroxydase as a tracer, and tetramethyl
benzydine as reagent. The thickness of both old and new cuticles was determined on semi-thin sections of
integument prepared following the conventional technique of transmission electron microscopy. The
hormonal amounts present a single peak that occurs at day 5 following pupal ecdysis. The thickness of the
pupal cuticle increased during the pupal development reaching a maximum at day 3. The new adult cuticle is
secreted immediately after the apolysis (day 3) and reached a thickness of 7.27 £ 0.05 um at the adult ecdysis
(day 9). The peak of ecdysteroid content coincides with the apolysis and could be related with initiation of
the new cuticle.
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1. INTRODUCTION

Les processus de développement et de
reproduction chez les insectes sont
controlés par deux principales hormones :
I’hormone de mue (ecdystéroides) qui est
un stéroide polyhydroxylé responsable du
déclenchement de la mue, et 1’hormone
juvénile, un sesquiterpéne, qui détermine
la nature de la mue [1-6]. La cuticule et
son contréle endocrinologique constituent
des cibles potentielles spécifiques
recherchées pour le développement de
nouvelles molécules pesticides dans la
lutte contre les ravageurs des cultures [7].
Ephestia kuehniella (Lepidoptera,
Pyralidae) est un insecte ravageur majeur
des denrées stockées. C’est un modele
biologique utilisé dans notre laboratoire et
qui a fait I’objet de plusieurs travaux
portant sur I’impact d’un inhibiteur de la
synthese de la chitine, le flucycloxuron,
sur le développement et la sécrétion
cuticulaire [8], et sur le potentiel
reproducteur et 1’épaisseur du chorion [9].
Les mimétiques de 1’hormone de mue
constitue une nouvelle classe
d’insecticides sélectifs provoquant des
mues létales précoces [10]. Ces molécules
ont un grand potentiel d’utilisation dans la
lutte contre les ravageurs des denrées
stockées particulierement contre les
Lépidopteres [11]. Récemment, nous
avons montré chez E. kuehniella que le
tebufenozide est le plus efficace parmi les
trois agonistes des ecdystéroides testés
[12] et qu’il affecte le potentiel
reproducteur [13]. Nos connaissances sur
I’endocrinologie de cette espéce sont
toutefois insuffisantes. C’est pourquoi, la
présente étude vise a déterminer les taux
des ecdystéroides dans les extraits de
corps entier des chrysalides femelles et
d’¢établir d’éventuclles corrélations entre
les taux hormonaux et la sécrétion
cuticulaire au cours de la métamorphose
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chez E. kuehniella. Les résultats acquis
serviront de base a des expérimentations
sur les nouveaux régulateurs de croissance
des insectes agissant sur les principales
hormones de développement [6, 7, 11].

2. MATERIEL ET METHODES
2.1 Matériel biologique

Ephestia kuehniella est un Lépidoptére
ravageur des denrées stockées qui
provoque des dégats principalement aux
stocks de farine et de blé. C’est un modg¢le
biologique commode de laboratoire.
L’¢levage se fait dans des bocaux
contenant de la farine et fermés avec du
tulle. Les conditions optimales de
développement sont une température de
27 °C et une humidité relative de 80 %.

2.2 Dosage immuno-enzymatique des
ecdystéroides

Les ecdystéroides ont été extraits du
corps entier et dosés par une méthode
immuno-enzymatique (EIA) [14], utilisée
précédemment [15]. Briévement, le
dosage est réalisé avec un anticorps
polyclonal de lapin, un conjugué de la 20-
hydroxyecdysone (20E) couplé a la
péroxydase comme traceur et la
tétramétylbenzidine comme révélateur.
L’anticorps utilis¢ a 6 fois plus d’affinité
pour I’ecdysone que la 20E [16]. La 20E
étant généralement I’hormone principale,
les résultats sont exprimés en pg
équivalent 20E/mg de tissu corporel.
L’anticorps et le traceur enzymatique ont
éte aimablement fournis par Dr. J.P.
Delbecque (Université de Bordeaux |,
France).

2.3 Mensuration des eépaisseurs des
cuticules
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Les 4 premiers sternites abdominaux
sont prélevés des chrysalides agées de 1,
3, 5, 7 et 9 jours. lls sont fixés dans un

mélange glutaraldéhyde-
paraformaldéhyde dans du tampon
cacodylate [17] modifié [18] puis

déshydraté et inclus dans un mélange
Epon-Araldite [19]. Les coupes semi-fines
ont été effectuées a I’ultramicrotome LKB
V et colorées par le bleu de toluidine.

2.4 Analyse statistique

Les données sont représentées par la
moyenne plus ou moins [’écart-type
(mzs). Les analyses statistiques ont été
réalisées a ’aide du logiciel MINITAB
(Version 13.31, PA State College, USA).
Les valeurs moyennes ont été comparées
deux a deux avec le test t de Student.

3. RESULTATS

3.1 Variation des taux d’ecdystéroides
durant la métamorphose

Dans nos conditions expérimentales de
température et d’humidité constantes, la

durée du développement nymphal est
d’environ 9 jours. Les ecdystéroides ont
été déterminés par EIA dans le corps
entier des chrysalides femelles a différents
ages au cours du développement nymphal.
Ils sont exprimés en pg d’équivalent 20-
hydroxyecdysone par mg de poids frais
corporel. La variation du poids des
chrysalides femelles est donnée dans le
tableau 1. Le poids des chrysalides
femelles diminue légérement et de
maniére significative au cours de la
métamorphose. Les taux hormonaux
enregistrés a 0 et 1 jour ne sont pas
significativement différents (P> 0,05) ; ils
augmentent significativement (P < 0,05)
des le troisieme jour de la vie nymphale
pour atteindre un pic (250 pg équiv.
20E/mg) localisé a cing jours (Fig. 1).
Une diminution significative (P < 0,05)
est ensuite observée dés le septieme jour
pour atteindre un taux seulement de 50
pg/mg a la veille de I’exuviation adulte (9
jours). Les valeurs observées a 3, 5, 6, 7 et
9 jours sont significativement (P< 0,05)
différentes entre elles. Enfin, les
exuviations nymphale et adulte se font a
des taux relativement bas.

Tableau 1. Evolution du poids (mg) des chrysalides femelles d’E. kuehniella au cours du temps
(jours) durant la métamorphose (m + s, n=6). Les valeurs affectées d’une méme lettre ne sont pas

significativement différentes (P> 0,05).

Temps
(jours) 0 1 3 5 7 9
Poids (mg) 15,1+0,4a 14,2+0,3b 13,4+0,1c 13,3£0,1c 12,3+0,2d 11,640,1e
. 300 A C
:
33 a a
g; 150 A a
8 i 100 A d
g = 50 '—‘—‘
0 T T T T ,
0 1 3 5 7 9

Temps (jours)

Figure 1 : Evolution du taux des ecdystéroides (pg équiv.20E/mg tissu) au cours du temps
(jours) durant la métamorphose des chrysalides femelles d’E. kuehniella (m £ S, n= 6).
Les valeurs affectées d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P> 0,05).

3.2 Sécrétion cuticulaire durant la métamorphose
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La cinetique et la sequence des
principaux évenements épidermo-
cuticulaire durant la métamorphose ont été
envisagées afin d’établir des corrélations
avec les taux hormonaux. Les épaisseurs
de la cuticule totale nymphale (ancienne
cuticule) et de la nouvelle (cuticule pré-
exuviale adulte) ont été estimées sur des
coupes  semi-fines  du  tégument
périphérique a différents ages au cours de
la métamorphose. Les résultats sont
représentés dans les tableaux 2 et 3.
L'épaisseur de la cuticule nymphale
augmente significativement (p< 0,05)

avec I'age pour atteindre un maximum de
13,83 = 0,1 pum au troisieme jour et
décroit significativement (p< 0,05) par la
suite en raison de la digestion des couches
profondes de I’ancienne cuticule (Tab. 2).
La nouvelle cuticule ou cuticule pré-
exuviale adulte est secrétée
immédiatement aprés I’apolyse (troisiéme
jour); les  épaisseurs  augmentent
progressivement et de maniere
significative (P< 0,05) pour atteindre un
maximum de 7,27 + 0,05 um a la veille de
I’exuviation adulte (9 jours) (Tab. 3).

Tableau 2. Evolution de [’épaisseur (um) de la cuticule totale nymphale au cours du temps
(jours) durant la métamorphose des chrysalides femelles d’E. kuehniella (m £ s, n = 6).
Les valeurs affectées d 'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p> 0,05).

Temps
(jours) 0 1 3 5 7 9
Epaisseur 7,80 + 8,03 +
(um) 0,052 11,00+ 0,1b | 13,83+0,1c | 12,27 +0,07d | 10,90+ 0,2b 0,056

Tableau 3. Evolution de I’épaisseur (um) de la nouvelle cuticule (adulte) au cours du
temps (jours) durant la métamorphose des chrysalides femelles d’E. kuehniella (m £, n =
6). Les valeurs affectées d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>

0,05).
Temps (jours) 3 5 7 9
Epaisseur (um) 0,00+ 0,00 a 5,05+ 0,07 b 6,10+ 0,05¢c 7,27+0,02d
4. DISCUSSION

Les ecdystéroides ont été impliqués par
différents auteurs et chez plusieurs
espéces d’insectes dans le contrdle d’un
grand nombre de mécanismes
physiologiques dont le principal est le
phénoméne de mue et de métamorphose
[2, 3, 7]. Chez les insectes, les
ecdystéroides sont formés a partir des
stérols  alimentaires  qui seront
transformeés apres ingestion en cholestérol.
Ce dernier subit diverses oxydations et
hydroxylations pour fournir ’ecdysone
qui sera a son tour convertie dans les
tissus périphériques en 20E par ’enzyme

ecdysone-20-monooxygénase [20]. Les
taux des ecdystéroides et de I’hormone
juvenile fluctuent tout au long du
développement des insectes. Les pics
hormonaux observés sont associés a des
événements importants comme
notamment les mues, la métamorphose ou
la reproduction [20-22]. Selon les espéces
un ou deux pic sont détectées durant la
métamorphose : Pieris brassicae [23],
Leptinotarsa decemlineata [24], Heliothis
zea [25] et Tenebrio molitor [26]
présentent un pic, tandis que Galleria
mellonella [27] et Cydia pomonella [28]
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ont en deux pics.

Du fait de sa structure, sa composition
chimique et son  renouvellement
périodique contrélé par des hormones, la
cuticule est une caractéristique essentielle
des insectes. Il est généralement admis
que le processus de mue est initié par une
augmentation des taux de 20E et se
termine par leur chute et la sécrétion de
I’hormone d’éclosion [6]. Le dosage des
ecdystéroides au cours du developpement
nymphal chez les chrysalides d’E.
kuehniella rév¢le la présence d’un seul pic
qui coincide avec D’apolyse et serait
responsable de I’initiation de la sécrétion
de la nouvelle cuticule, c’est a dire la
cuticule pré-exuviale adulte. L’exuviation
adulte  s’effectue sous des taux
d’ecdystéroides relativement bas
confirmant les travaux antérieurs [6]. Le
deuxieme pic d’écdystéroides, détecté au
cours de la métamorphose chez certaines
especes [27, 28], est en rapport avec le
développement ovarien [22, 28, 29]. Chez
les chrysalides femelles de C. pomonella
le deuxiéme pic est étroitement corrélé
avec 1’évolution de la taille de I’ovocyte
basal et de I’épaisseur de I’épithélium
folliculaire chez C. pomonella [28]. Enfin,
les valeurs observées chez E. kuehniella
sont comparables aux taux hormonaux
signalés chez d’autres especes de
Lépidopteres [30].

En conclusion, les variations des taux
d’ecdystéroides au cours de Ia
métamorphose des chrysalides femelles
d’E. kuehniella sont avec les évenements
épidermo-cuticulaires.  L’augmentation
des taux serait responsable de 1I’induction
d’'un nouveau cycle cuticulaire. La
sécrétion de la nouvelle cuticule intervient
immédiatement apres I’apolyse
confirmant ainsi les travaux antérieurs
faits sur d’autres especes.
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