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I. INTRODUCTION GENERALE

Le grand nombre de génes qui codent des protéases chez les animaux reflete
I'importance de la protéolyse dans la physiologie et le développement des animaux (Puente
et al., 2003). La diversité fonctionnelle des protéases peut étre attribuée a la variété des
mécanismes et des structures catalytiques des protéines, dont certaines sont d'une conception
modulaire, offrant différents niveaux de complexité structurale et fonctionnelle (Puente et al.,
2003). La base de données des protéases MEROPS (Rawlings et al., 2002 , 2012) énumere
551, 553, 563, 366, et 367 protéases pour I’étre humain, la souris, Drosophila melanogaster,
Anopheles gambiae et Caenorhabditis elegans, respectivement. La majorité de ces enzymes
n'ont pas été étudiées ni au niveau physiologique ni au niveau biochimique, mais il a été
possible de classer la plupart d'entre elles dans des familles en se basant sur des similitudes
statistiguement significatives concernant la structure primaire de protéine (Rawlings et al.,

2002). L’enzyme de conversion de I’angiotensine est I’une de ces enzymes.

L’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) est une métallopeptidase de zinc
ancrée a la surface des cellules, fonctionnant principalement comme un dipeptidyl carboxy
peptide (Marcous et al., 2004). Chez les mammiféres, ’ECA est impliquée dans la régulation
homéostatique de la pression artérielle, I'équilibre électrolytique et il est fortement lié a un
certain nombre de maladies cardio-vasculaires et rénales (Bernstein et al, 2005; Shen et al.,
2008b). Par ailleurs, il est bien connu que cette enzyme joue un r6le clé dans le systéeme
rénine-angiotensine par la conversion de l'angiotensine | (Al) en angiotensine 11 (All), un
puissant vasoconstricteur, et dans l'inactivation métabolique de la bradykinine (BK) un
peptide vasodilatateur (Corvol et al., 2004).

Chez les vertébrés les ECA existent sous deux isoformes I’ECA somatique (SECA) avec
un poids moléculaire de 140 a 180 kDa et deux domaines homologues (N et C- terminal), et
I’ECA testiculaire (:ACE ) quia un poids moléculaire de 90 & 110 kDa (Corvol et al., 1995).



Introduction générale

Chez la majorité des insectes, ’ECA existe sous deux a trois isoformes (Leimir et al.,
2007) et ces dipeptidases dipeptidyle ont des propriétés enzymatiques tres semblables au
ECA des mammiferes (Lamango & Isaac, 1994 ; Wigffels et al., 1996; Schoofs et al., 1998 ).

Plus réecemment, des extraits cellulaires d'insectes ont été isolés et leur activité
inhibitrice de I’hypertension a été mise en évidence in vivo sans digestion supplémentaire
(Staljanssens et al., 2011). Chez Drosophila melanogaster, la structure cristalline d'un
homologue de 'ECA en complexe avec un produit naturel phosphonotripeptide K-26 (Akif et
al., 2010) ou avec les nouveaux médicaments inhibiteurs de I’hypertension artérielle (Akif et
al., 2011) ont été présentés. De plus, il a été rapporté que la perte de la peptidase de I’'ECA
perturbe la durée du sommeil nocturne chez D. melanogaster (Carhan et al., 2011).
L'inhibition de l'activité ACE peut interférer avec le systéme endocrinien et perturber la
croissance, le développement et la reproduction (Isaac et al., 2007). Le réle physiologique de

ces enzymes n’est pas entierement déterminé.

De nouveaux composeés ont été introduits dans le but d’approfondir le mécanisme
d’action au niveau cellulaire. Ces composes sont des médicament connus tels que le captopril
(D-3 mercapto-2-methyl-propionyl-L-proline), un puissant et spécifique inhibiteur de
I’enzyme de conversion de I’angiotensine, utilisé dans le traitement de I’hypertension
artérielle chez les mammiféres ; ce dernier montre le méme pouvoir inhibiteur de ’'ECA
(William et al., 1996). Plusieurs inhibiteurs de I' ECA ont été testés chez les insectes. Leimir
et al. (2008) ont rapporté que le captopril et I'énalapril appliqués par injection a des larves de
Spodoptera littoralis stoppent leur alimentation et diminuent leur poids. Chez Manduca sexta,
I’injection du captopril provoque un ralentissement du rythme de croissance des larves (Isaac
et al., 2007). Le captopril augmente a la fois la quantité de trypsine et le taux de vitellogénine
chez Neobellieria bullata (Vandingenen et al., 2001), alors que chez Spodoptera littoralis, il
régule negativement la ponte par deux chemins indépendants, l'un par la régulation de la
biosynthése des ecdystéroides, et l'autre par son effet sur I’activité de la trypsine (Vercruysse
et al.,, 2004). Chez Tenebrio molitor, il a été démontré que ce composé affecte la
morphométrie de l'ovaire et aucun effet significatif n'a été observé sur I'épaisseur et la
structure fine du chorion (Soltani-Mazouni et al., 2007) ; cependant, il augment le contenu des
ecdystéroides dans le corps entier des chrysalides d’Ephestia kuehniella (Amrani- Kirane &
Soltani-Mazouni, 2012).
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Chez les insectes la présence d’un exosquelette, formé de chitine et de protéines,
implique un mode de croissance post-embryonnaire discontinu, ponctué par des mues. Les
Lépidopteres sont des insectes evolués a metamorphose compléte ou Holométaboles,
présentent successivement trois phénotypes différents: larve, nymphe et adulte (Smiths,
1985 ; Lafont et al., 2005). La mue est un processus complexe qui implique des changements
hormonaux et comportementaux ainsi que des changements aux niveaux de I’épiderme et de
la cuticule (Gullan & Cranston, 2000). Le cycle cuticulaire débute par l'apolyse de I'ancienne
cuticule, qui sera digérée partiellement par les enzymes protéolytiques et chitinolytiques du
liquide de mue. Aprés la synthese de I'épicuticule et des assises pré-exuviales, la synthése se
poursuit par le dépdt des assises post- exuviales (Hadeley, 1986). La métamorphose des
Lépidopteres implique un stade nymphal, pendant lequel les structures adultes sont élaborées
a partir des structures larvaires. A la fin de la période nymphale se produit I’émergence des
adultes capables de se reproduire (Evans, 1984 ; Gullan & Cranston, 2005). Les changements
morphologiques, physiologiques et comportementaux de I’organisme durant la métamorphose
des insectes résultent de la régulation de I’expression des génes par I’hormone de mue (20E),
en I’absence ou en présence de I’hormone juvénile JH ( Riddiford, 1996 ; Gilbert et al., 2002 ;
Lafont et al., 2005).

Les ecdystéroides sont des stéroides polyhydroxylés, leur biosynthése est assurée par
les glandes prothoraciques au cours des stades post-embryonnaires sous I’effet d’une
neurohormone prothoracicotrope (PTTH) ou ecdysiotrope (Rees, 1985, Géade, 1997, Géde &
Hoffman, 2005, Niwa et al., 2010 ; Rewitz et al., 2013); cette neurohomone est secrétée par
les cellules neurosécrétrices cérébrales en réponse a des facteurs neuraux, hormonaux ou
environnementaux (Neubueser et al., 2005), qui sont ensuite stockés dans le complexe corps
cardiaques-corps allates (CC-CA), (Marchal et al., 2010).

L’ecdysone, libérée dans I’hémolymphe, est rapidement convertie en une hormone active
la 20 hydroxyecdysone (20E), dans les organes périphériques tels que le corps gras, le tube
digestif ou les tubes de malpighie (Gilbert et al., 1997, 2002 ; Rybezynski, 2005 ; Huang et
al., 2008 ;Yoshiyama-Yamagawa et al., 2011), par I’enzyme ecdysone- 20-monoxygénase
(Smith, 1985 ; Gilbert et al., 2002 ; Rewitz et al., 2006 a et b ; Gilbert & Rewitz ., 2009). La
20E joue un r6le essentiel dans la vittellogéneése, I’expression des genes de la vitellogénése
dans le corps gras (Gilbert et al., 2002 ; Yamanaka et al., 2013), la réinitiation méiotique et
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I’activation de la choriogéneése (Li et al., 2000). Elle contrdle également I’embryogénése et le
développement post-embryonnaire (Mirth et al., 2012).

L'hormone juvénile (HJ) est un sesquiterpéne synthétisé par les corps allates (glandes
subsphériques situées dans la téte en arriere du cerveau) (Riddifford 1994 ; Yin, 1994 ; Ho et
al,. 1995; Kou & Tu 1998, Kou & Chen 2000), dont la sécrétion est contrOlée par des
neuropeptides, activateurs, allatotropines ou inhibiteurs, allatostatines (Bellés & Maestro,
2005) et des neurotransmetteurs tel que la dopamine (Granger et al., 2000) et I'octopamine
(Schulz et al., 2002). L’HJ est libérée dans I’hémolymphe puis transportée vers les tissues
graces a des protéines vectrices spécifiques appelées (juvenile hormone binding proteins) qui
les protegent contre les JH-estérases (Goodman & Chang 1985; Kort & Granger, 1996). L’HJ
est une hormone qui contrdle la métamorphose chez les insectes par le maintien des caractéres
juvéniles et la programmation des mues larvaires (Cassier et al., 1997). Par ailleurs, elle a
aussi un role tres important chez I’insecte adulte, ou elle régule la reproduction, en particulier,
la vitellogénése (Riddifort, 2011). Chez la plupart des especes d’insectes, cette hormone
induit la synthése de la vitellogénines dans le corps gras de I’insecte et leurs incorporation
dans les ovocytes en perméabilisant le follicule ovarien a leur passage (Cassier et al., 1997).
Ces vitellogénines sont sécrétées dans I’hémolymphe puis absorbées par I’ovaire, et stockées
dans les ceufs pour constituer le vitellus chez les femelles (Gilbert et al., 2000). L’hormone
juvénile joue également un réle dans I’activité des glandes annexes et des glandes a
phéromones (Cassier et al., 1997 ; Riddiford et al., 2010).

Bien que le systeme nerveux de I’insecte soit & I’origine de I’orchestration des activités
reproductives, le systeme endocrinien n’en joue pas moins un rdle clé. En effet, de
nombreuses etudes réalisées sur divers ordres d’insectes ont démontré I’implication de
I’lhormone juvénile, de I’ecdysone (les deux hormones régissant la croissance et la
métamorphose chez les insectes), ainsi que certaines neurohormones dans le contrdle de la
physiologie reproductive (Barth & Lester, 1973; Koeppe et al., 1985; Hagedorn, 1985; Raina
& Klun, 1984).

Le potentiel reproducteur des insectes reste un des facteurs les plus importants de leur
indéniable pullulation. L’étude de la reproduction est donc nécessaire pour toute approche
raisonnée visant une diminution sensible des dégats causés par les déprédateurs (Soltani-
Mazouni & Soltani, 1995). Selon Berry (1985), le contréle de la capacité reproductrice des
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insectes est un élément fondamental auquel le physiologiste peut apporter une contribution
significative. Ainsi, de nombreuses études tant histochimiques qu’ultrastructurales (Gerber,
1967; Laverdure, 1972; Soltani, 1987 ; Soltani-Mazouni & Soltani, 1994, 1995 ; Soltani et
al., 1996 ; Soltani et al., 1998 ; Khebbeb et al., 2008 ; Soltani-Mazouni et al., 2012 ;
Bensalem & Soltani-Mazouni. 2013).

Toutes ces connaissance acquises en physiologie des arthropodes et des insectes
(Smith 1985 ; Cassier 1997 ) ont permis de développer ces derniéres années des composés
alternatifs, non polluants et plus sélectifs qui perturbent des éléments vitaux dans le
développement des organismes non visés (Altstein et al., 1993; Dhadialla et al., 2005), les
régulateurs de croissance des insectes (IGRs) terme donné a un groupe de composés qui
interfere avec la croissance et le développement des insectes (Staal,1982) . lls perturbent
I'activité normale du systeme endocrinien, affectant ainsi, la reproduction et la métamorphose
des insectes cibles (Dhadialla et al., 1998, 2005). Par ailleurs, l'application massive et
abondante des insecticides conventionnels a fait apparaitre chez les insectes des modifications
physiologiques et biochimiques, induisant l'apparition des souches de plus en plus résistantes
(Devonshire, 1989; Cochran, 1991; Siegfrted & Scott, 1992 ; Anspaugh et al., 1994; Scharf et
al.,1997, 1999; Saito & Hama, 2000, Nauen & Albert, 2003). Cette résistance est due a la
réduction des taux de pénétration cuticulaire (Bull et Patterson, 1993; Pasteur & Reymont,
1996), a l'altération des sites cibles tels que l'acétylcholinestérase (Hemingway & Abesal.,
1993; Habes et al., 2005) et Il'intervention des systémes de détoxification (Sun et al., 2001 ;
Liet al., 2007).

Récemment E. kuehniella a fait I’objet de recherches sur les ecdystéroides et leur
rapport avec la sécrétion de la cuticule au cours de la métamorphose (El Ouar et al., 2010 ;
Yezli-Touiker & Soltani-Mazouni, 2011) et Telfer (2009) a contribué a la connaissance de la
formation des ceufs chez les lépidoptéres. Les données acquises ont servi de base pour mieux
comprendre le mécanisme d’action de ces xénobiotiques comme les IGRs et les médicaments

comme les inhibiteurs de I'ECA sur le développement et la reproduction chez les insectes.

Ces nouveaux composés tels que le captopril ont été testés dans le but d'approfondir le
mécanisme au niveau cellulaire. L’ECA devrait étre considéré comme cible potentielle pour

le développement de nouveaux régulateurs de croissance (Issac, 2007).

La présente recherche a pour but d’étudier I’inhibition de ces enzymes par I’application
topique du captopril, et connaitre I’effet de cette inhibition sur le développement et la
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reproduction d’un modele de laboratoire, ravageur des denrées stockées Ephestia kuehniella.

L’étude a été réalisée in vivo et comporte 2 parties :

La premiere partie concerne le développement ; elle comprend d’une part le profil de
I’hormone de mue déterminé dans les extraits du corps entier des chrysalides femelles durant
la métamorphose, la composition biochimique des cuticules périphériques et la sécrétion
cuticulaire.

La deuxiéme partie traite la reproduction des femelles et examine plus particulierement
le taux des ecdystéroides ovarien, les aspects morphométriques de I’ovaire et I’épaisseur du
chorion des ovocytes basaux, la biochimie de I’ovaire et le potentiel reproducteur.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation du matériel biologique et élevage

2.1.1. Présentation de I’insecte

Ephestia kuehniella (Zeller), appelée communément « Pyrale de la farine » est une
espéce cosmopolite dont les larves s’attaquent essentiellement a la farine, aux grains de
céréales (BIlé, Mais, Riz), la semoule, les flacons d’avoine, les pates alimentaires et aux
fruits secs (raisins, figues, abricots). Elle est aussi une source allergique qui provoque
I’asthme et les rhinites (Bataille et al., 1995 ; Cipolla et al., 1996). Sa position systématique

est la suivante :

Regne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Classe : Insecta

Sous classe : Pterygota

Super ordre : Endopterygota
Ordre : Lepidoptera
Famille : Pyralidae

Genre : Ephestia

Espece : kuehniella (Zeller)

2.1.2. Cycle biologique

Le cycle de développement dure 75 jours a une température de 27°C et une humilité
relative de 70 %. E. kuehniella est un lépidoptére holométabole. De mceurs nocturnes, durant
le jour, I’insecte se tient au repos contre les murs ou caché dans la farine (Balachowsky,
1972). L’insecte adulte a une petite téte globulaire, il mesure de 20 a 25 mm d’envergure, les
ailes antérieures sont grisatres satinées, avec des points noirs, les ailes postérieures sont
blanchétres finement frangées.

Les femelles adultes pondent juste aprés I’accouplement qui aura lieu quelques heures
aprés I’émergence et la fécondité est de 200-300 ceufs blancs et de forme elliptique. La larve
de couleur blanche virant légerement au rosé, mesure de 1 a 1,5 mm, apres six mues, elle peut
atteindre 15 a 20 mm, elle s’entoure d’un cocon blanc soyeux et devient une chrysalide qui
donne des adultes apres 8 a12 jours (Fig. 1).
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8a 12 jours 143 jours

Adulte (X3)
Longévité : 14jours
Taille: 6 a 12 mm

Forme : ovoide
Couleur : blanchétre
Longueur : 0,46mm

_ Largeur : 0,23mm '
Chrysalide (X6)  Couleur : marron Euf (X 45)

Taille : 9a10mm

Taille : 6,52 15 mm
Couleur : rosatre

3al4jours
7 a8 jours

Larve (X5)

Figure 1. Cycle de développement d’E. kuehniella.
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2. 2. Présentation et application du traitement

Le captopril (D-3-mercapto-2-methyl-propionyl-I-proline (s.s) a un poids moléculaire de
217 g et un point de fusion de 104-108 C°. Sa formule empirique est: CoHi1sNO3S et sa
structure est présentée dans la figure 2. Le captopril a été utilisé in vivo par application
topique a la dose de 10 pg/2ul d’acétone déposé sur la face ventrale de I’abdomen des

chrysalides femelles nouvellement exuviées (<8 h).

Captﬂprll “““"CHB 0 Tumag
.

*

o 1}. G0
0

His?**

GIUBE?
His%3

Figure 2. Structure du captopril (Fernandez M et al., 2001)
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2. 3. Etude morphométrique

Les ovaires sont prélevés des séries témoins et traitées avec le captopril a I’émergence
des femelles dans le but de voir les différents parametres morphométriques :
-Le nombre des ovocytes par paire d'ovaires, la longueur (L) et la largeur (I) de l'ovocyte
basal, qui sont mesurées.
-Le poids frais des ovaires sera déterminé a I’aide d’une balance Sartorius Handy, avec une
précision de + 0,1 mg.
-Le volume (V) exprimé en mm?® est obtenu gréace & la formule suivante (Lumbreas et al.,

1991);

V= 4z | 3(L/2) (1/2)°

2. 4. Technique de microscopie électronique a transmission

L’épaisseur des cuticules et du chorion a été déterminée sur des coupes semi-fines
préparées suivant la technique de microscopie électronique a transmission de Karnovsky
(1965) et modifiée par Friend & Farquhar (1967). Les échantillons doivent passer par
plusieurs étapes afin d’éviter toute altération des tissus et assurer la stabilité de leur structure
macromoléculaire. Ces étapes sont : la fixation, le rincage, la post fixation, la déshydratation
et I’inclusion.

2.4.1. La fixation, le rincage et la post fixation

Les quatre premiers sternites abdominaux prélevés des chrysalides agées de 0, 1, 3, 5, 7
et 9 jours des séries témoins et traitées, ainsi que les ovocytes basaux sont fixés dans un
mélange de para formaldéhyde (5 %), glutaraldéhyde (25 %), ces molécules ont pour role de

former des liaisons covalentes avec les groupements aminés des protéines et relient des

10
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molécules adjacentes (Bruce et al., 1987), elles sont additionnées d’eau distillée (7 ml), de
sucrose (1ml) et de tampon cacodylate 0,4 M (5ml).

La fixation se pratique par immersion des pieces dans des tubes eppendorfs bien fermés
et étiquetes. Le volume du fixateur doit étre 20 fois le volume des piéces. Le ringage se fait
dans un mélange cacodylate 0,4 M (10 ml), eau distillée (8 ml) et sucrose (12 ml) avec deux
bains de 20 minutes chacun et un troisieme jusqu’au lendemain. Si la fixation est prolongée,
le rincage sera également. La post-fixation se fait dans un mélange tétroxyde d’osmium (2,5
ml), cacodylate 0,4 M (2,5 ml), sucrose et eau distillée (2 ml), pendant une heure. Le
tétroxyde d’osmium fixe et stabilise les doubles couches lipidiques et les protéines tissulaires
en créant des ponts disulfures.

2.4.2. La déshydratation et I’inclusion

La déshydratation se fait dans des bains d’alcool éthylique a différents degrés croissants.
Les piéces subissent ensuite des bains d’oxyde de propyléne qui permet I’éclaircissement des
pieces. A ce stade les échantillons sont encore mous pour étre coupés, et doivent étre inclus
dans un milieu rigide qui est la résine dont la composition est la suivante : 60 ml de DDSA
(dodecyl sulfate aldéhyde), 25 ml d’épikote et 20 ml d’araldite auxquels on ajoute le DMP30
(2, 4, 6-diméthyl-amino-métyl-phénol) accélérateur de polymérisation. Trois bains sont
réalisés a cet effet : le premier bain pendant une heure avec des quantités égales d’oxyde de
propyléne et de résine additionnés de 4 % d’accélérateur DMP 30, le deuxieme bain se fait
dans un mélange de résine et d’accélérateur a 4 % jusqu’au lendemain matin, on effectue un
troisieme bain réalisé avec la résine et I’accélérateur 4 % pendant une heure.

La mise en bloc des piéces se fait dans des moules appropriés en forme de pyramide.
Les pieces sont orientées et les références des échantillons sont placées a la partie opposée des
pyramides. Les moules sont ensuite mis dans une étuve a 37° C pendant trois heures. Les
pieces déplacées sont réorientées, et les moules sont remis dans I’étuve & 60° pendant trois
jours.

2.4. 3. Confection des coupes et coloration

Au moment de I’emploi, le bloc devra étre taillé, mis dans le porte objet puis débité en
coupe a I’aide d’un ultra microtome LKB 2088 qui utilise des couteaux en verre réalisés par
un kniffe Maker LKB 7800. Les coupes semi-fines doivent avoir une épaisseur de 1 a 2
um ; elles sont déposées sur des lames propres en verre, séchées et colorées au bleu de
toluidine (bleu de toluidine a 1%et borax de sodium 1%dans I’eau distillée) pendant 3 a 5
minutes. Les coupes sont observées au microscope photonique, I’épaisseur du chorion et de

la cuticule sont mesurées a I’aide d’un micrométre oculaire préalablement étalonné.
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2.5. Etude du potentiel reproducteur

Plusieurs parametres du potentiel reproducteur ont été déterminés suite a I’application
du captopril, a savoir :
- La duré de la période de pré-oviposition : déterminée par le nombre de jours séparant
I’émergence et le déebut de la ponte.
- La duré de la période de I’oviposition correspond a la durée (en jours) de la période ponte.
- La fécondité des femelles exprime le nombre total d’ceufs pondus par femelle durant toute la
période d’oviposition.
- La viabilité des ceufs est le nombre oeufs éclos parmi la totalité des ceufs pondus par

femelle.

2.6. Extraction et dosage des constituants biochimiques
Les femelles des séries témoins et traitées sont disséquées sous une loupe binoculaire et
les ovaires prélevés sont débarrasses du corps gras puis conservés dans des tubes eppendorfs
contenant 1 ml d’acide trichloracétique (TCA) a 20%. L’extraction des différents métabolites
(lipides, glucides et protéines) a été réalisée selon le procédé de Shibko et al. (1966) et les
différentes étapes sont résumées dans la figure 3.
2. 6. 1. Dosage des glucides
Les glucides ovariens sont dosés selon la méthode de Duchateau & Florkin (1959). Cette
méthode utilise I’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75ml d’acide sulfurique et 25
ml d’eau distillée), qui donne un complexe vert dont I’intensité de la coloration est
proportionnelle & la concentration des glucides présents dans I’échantillon. L’absorbance est
lue @ 620 nm contre un blanc de gamme. La gamme d’étalonnage est effectuée a partir d’une
solution mere de glucose (Tab. 1).
2. 6.2. Dosage des lipides totaux
Les lipides ont été déterminés selon la méthode Goldsworthy et al. (1972), utilisant la
vanilline comme réactif et une solution mére des lipides (2,5 mg d’huile de tournesol
(Cevital, Algérie), 99 % de triglycérides dans 1 ml de solvant éther /chloroforme V/V)
comme standard (Tab. 2). Les absorbances ont été lues aprés 30 minutes a une longueur

d’onde de 530 nm contre un blanc de gamme.
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2.6.3. Dosage des protéines ovariennes

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (1976), qui utilise
le Bleu Brillant de Coomassie (G250, Sigma-Aldrich, Allemagne), comme réactif (50 mg de
BBC, 25 ml d’éthanol (95%), 50 ml d’acide orthophosphorique (85%) et compléter a 500 ml
avec I’eau distillée) et I’albumine de beeuf (Sigma Life Science, Allemagne) comme standard
(Img/ml) (Tab. 3). Les absorbances ont été lues a une longueur d’onde de 595 nm contre un
blanc de gamme.
Tous les dosages ont été effectués sur des fractions aliquotes de 100 pl et les taux des
différents constituants biochimiques ovariens ont été quantifiés grace aux équations des

droites de régression déterminées a partir des courbes de références.
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Paire d’ovaires + 1 ml de TCA (20%0)

v
Broyage (ultra sons)

v

Centrifugation (5000 tours/mn, 10 mn)

v

Culot |

A\ 4
1 ml ether/chloroforme

(1VIV)

v
Centrifugation (5000 tours/mn, 10mn)

v Surnageant Il Culot 11
(aliquote 100 pl) 1
Aml d’acide sulfurique 1ml NaOh 0,1N
Agitagion Agitation
Chauffage (100°C, 10mn) 1
Dosage aliquote (200pul) + Dosage aliquote
2,5 ml de réactif sulfo-phospho- +
vanillique 4ml de BBC
Glucides @
(Goldworty et al., 1972) (Bradford, 1976)

Figure 3: Méthodes d’extraction (Shibko et al., 1966) et dosage des principaux constituants
biochimiques (glucides, lipides, protéines).
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Tableau 1 : Dosage des glucides ovariens : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Glucose (ng) 0 20 40 60 80 100
Quantité de glucose (ng) 0 10 20 30 40 50
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
Tableau 2: Dosage des lipides ovariens : Réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Solution mere de lipides (ng) 0 20 40 |60 80 100
Quantité de lipides (ng) 0 10 20 30 40 50
Solvant Ether/Chloroforme (ul) 100 80 60 40 20 0
Vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Tableau 3 : Dosage des proteines ovariennes : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Quantité d’albumine (ug) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 |80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
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2.7. Extraction et dosage des acides nucléiques

Le tégument prélevé des chrysalides au cours de la métamorphose est soigneusement
nettoyé ainsi que les ovaires sont conserves dans une solution de phényle méthyle
sulfonylfluoride (PMSF) a 0,1 % (45 mg de PMSF/ 1 ml d’éthanol) puis stockés au
congélateur a -20°C jusqu’au jour du dosage (Fig. 4)

2.7.1. Dosage de I’ARN
Le dosage de la quantité totale des acides ribonucléiques (ARN) a été déterminé selon Burton
(1956) utilisant I’'orcinol comme réactif et I’ARN de levure de boulanger (Sigma, Allemagne)

comme standard. Les absorbances sont lues & une longueur d’onde de 660 nm, (Tab. 4).

Tableau 4 : Dosage de I’ARN : Réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
ARN standard (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Orcinol (ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5

Le dosage de ’ARN a ¢été effectué sur des fractions aliquotes 100 pl des extraits
biologiques auxquelles sont additionnés 1,5 ml d’orcinol. Les tubes, aprés agitation, sont
chauffés au bain marie a 90 C° pendant 10 minutes. Il se forme alors une coloration bleu clair.

2.7.2.Dosage de I’ADN :

Le dosage de la quantité totale des acides désoxyribonucléiques (ADN) a été fait selon
la méthode de Schneider (1957) utilisant le diphénylamine comme réactif et I’ADN de
thymus de veau (Sigma, Allemagne) comme standard. Les absorbances sont lues a une
longueur d’onde de 602 nm. (Tab. 5).
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Tableau 5 : Dosage de I’ADN : Réalisation de la gamme d’étalonnage

Tubes 1 2 3 4 5 6
ADN standard (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Diphénylamine (ml) 1 1 1 1 1 1

Le dosage de I’ADN a été effectué sur des fractions aliquotes (100 pl) des extraits

biologiques auxquelles est additionné 1 ml de réactif de diphénylamine.

2. 8. Technique électrophorétique

2.8.1. Extraction et dosage des protéines :

Les ovaires (pool de 12 paires) sont prélevés des femelles adultes d’E. kuehniella
témoins et traitées in vivo avec le captopril 10 pg/2ul d’acétone , ainsi que le tégument ( pool
de 3 téguments) des chrysalides a différents ages 0, 1, 3, 5, 7 et 9 jours , les échantillons sont
conservés dans une solution de PMSF a 0,1 % dans I’eau distillée.

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

Iyophilisée et servira a I’étude électrophorétique des protéines.
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Broyage tissu (ovaires, téguments)
(1 ml de saccharose (0,25 M) + la soude NaOh (0,006N))

L’homogénat (0,625 ml) + 0,125ml PCA (6,97 M)
Centrifugation
(4000 tours / min, 15 min).

— T

Culot I +1.25 ml PCA (0.5 M) Surnageant |
Centrifugation (4000 tours / min, 15 min) i
Culot (2) +2,25 ml NaOh (0,3 N). Surnageant 11 % Fraction soluble

Incubation (37°C, 60min)
0,250 ml PCA (6,97 M).
Refroidir (0°c, 10 min)
\

Centrifugation (4000 tours / min, 15 min)

2

Culot (3) +1,25 ml PCA (0,5 M) Surnageant (3) =——

M
Centrifugation (4000 tours / min, 15 min) + N ARN

" 1 - (Burton, 1956)
Culot (4) +1ml de PCA (0.15 M) Surnageant (4) — .

Incubation (90°C, 20min)
4, 0,625ml PCA (0,97 M)
Refroidir (0°c, 10 min)

Centrifugation (4000 tours / min, 15 min)

\ v

Culot (5) +1,25 ml de PCA (0,15 M) Surnageant (5) ___

4’ ADN
Centrifugation (4000 tours / min, 15 min) + —> (Schneider, 1957)
Culot (6 sumageant ®) —

Figure 4. Principales étapes d’extraction des acides nucléiques (Shibko et al., 1966).
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2.8.2. Principe de I’électrophorése

L’électrophorese est une technique de séparation fondée sur le fait que les molécules
portant des charges électriques différentes migrent a des vitesses différentes lorsqu’elles sont
placées dans un champ électrique. La vitesse de migration dépend également du poids
moléculaire, de la configuration, ainsi que des propriétés amphotéres de la protéine (Lemoine,
1980; .Mauer, 1991). La séparation électrophorétique des protéines est réalisée selon la
technique de Laemmli, (1970). Il s’agit d’une électrophorese verticale sur gel de
polyacrylamide (PAGE) a 30 %. Ce gel joue le réle d’un tamis moléculaire additionné de
sodium dodécyl sulfate (SDS) a 10%. Le SDS est un détergent anionique qui dénature les
protéines et leur donne une charge négative ce qui donne une densité de charge équivalente
par unité de longueur de polypeptide. Par conséquent, les protéines vont migrer dans le gel et

la distance parcourue sera en corrélation avec leur poids moléculaire (Kaufman, 1995).
2.8.3. Montage de I’appareil

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

Avant de couler le gel, on met de I’agarose a 2% préalablement chauffée au bain marie
sur une plaque de verre afin de boucher le vide entre la plaque d’alumine et la plaque de verre.

Les gels sont préparés extemporanément. On coule d’abord le gel de séparation ou
running gel (12,5 %) entre la plaque d’alumine et la plaque de verre et on laisse polymériser
pendant 30 mn (Tab. 6).

On prépare ensuite le gel de concentration (4,5%) ou stacking gel, que I’on fait couler
jusqu'aux bords des plaques. On place enfin les peignes qui serviront au moulage des dix
chambres de dépdt, puis on laisse polymériser pendant 30 mn (Tab. 6).

Apres polymérisation du gel de concentration, on remplit la cuve de tampon de
migration ou running buffer (Tab. 7). On enleve délicatement le peigne, les puits sont préts
pour le dépbt des échantillons.

19



Matériel et méthodes

Tableau 6: Composition des gels (running gel, staking gel).

Produits Stacking gel Running gel

Acrylamide 30%  (ml) 1,5 5,3
Eau distillée (ml) 5,7 6,8
Upper buffer (ml) 1,2 -

SDS 10% (ml) - 0,2
Sucrose 55% (ml) - 2,5
Lower buffer (ml) ) 5,0
Amonium persulfate  (ml) 0,3 0,2

Tableau 7 : Composition du tampon de migration (running buffer)

Produits Running buffer
Tris bas (9) 6,00
Glycine ) 28,80
SDS (9) 1,00

H20 (ml) 1000

2.8.4. Dépodt des echantillons et migration

Les échantillons lyophilisés sont dissous dans une solution tampon (Tab. 8). La
détermination du volume de I’échantillon a été obtenue a partir du dosage des protéiques
dans les échantillons. Au niveau de chaque chambre de dep6t, on introduit 10 a 15 pl
d’échantillon biologique a I’aide d’une micro seringue.

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

pendant deux heures). Une fois la migration finie, on procéde a la coloration.
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Tableau 8 : Composition du tampon d’échantillons.

Produits Sample buffer
Upper gel buffe (ml) 6,25
Mercaptoethanol (ml) 2,50
SDS 10 % (ml) 7,14
Bleu de bromophénol a 0,05 % (ml) 5,00
Glyceérol (ml) 5,00
EDTA (mg) 18,60

2.8.5. Coloration

A la fin de la migration, les gels sont placés dans la solution de coloration (Tab. 9)
pendant 24 heures sous agitation. Elle permet la révélation des bandes protéiques. Les gels
subissent ensuite 2 a 3 bains successifs d’acide acétique a 10 % afin d’éliminer I’exces de
colorant. Un dernier bain est effectué dans une solution de ringage pour obtenir une meilleure
visualisation des bandes protéiques. La décoloration du fond du gel est effectuée avec deux
bains d’acide acétique a 10% (1heure chacun). La procédure prend fin lorsque I’acide devient
clair. Le gel est alors fixé pendant 15 min dans la solution de ringage (Tab. 10).

Tableau 9 : Composition de la solution de la coloration.

Produits Quantité
Propanol 2 (ml) 250
Acide acétique 10% (ml) 100
Bleu de coomassie R250 (mg) 250
H20 (ml) 1000
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Tableau 10: Composition de la solution de ringage.

Produits Quantité
Méthanol (4,5%) (ml) 45
Acide acétique (10%) (ml) 100
Glycérol (2,5%0) (ml) 25
Ethanol (10%) (ml) 100
H20 (ml) 1000 gsp

2.7. 6. Décoloration

Tableau 11 : Composition de la Solution de décoloration

Produits Quantité
Méthanol (4,5%) (ml)
45
Acide acétique (10%) (ml) 100
Glycérol (2,5%0) (ml) 25
Ethanol (10%) (ml) 100
H20 (ml) 1000

2.9. Dosage immuno-enzymatique

2.9.1. Extraction des ecdystéroides

Les ovaires et les chrysalides des séries témoins et traitées in vivo préalablement pesés,
ont été conservés dans 500ul de méthanol qui permet I’extraction des ecdystéroides. Apres
broyage aux ultrasons et centrifugation a 2700 tours pendant 10 minutes, le surnageant a été

récupéré et évaporé et les extraits secs ont été récupérés dans 500ul de tampon EIA (100 ml
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tampon phosphate 0,1M, pH 7,4 ; 23,4g Na CI ; 0,37 Ethyléne diamine Tétra Acétique acide
(EDTA) ; 1g sérum Albumine bovine (BSA) et ajustés a 11 d’eau distillée).

2.9.2. Principe du dosage des ecdystéroides

Les ecdystéroides ont été dosés selon la technique enzymo-immunologique (EIA)
adaptée par Porcheron et al. (1989) (Fig. 5), puis modifiée par De Reggi et al. (1992). Cette
technique repose sur la compétition entre le traceur enzymatique qui est la peroxydase couplé
a la 2-succinyl 20 hydroxyecdysone et les ecdystéroides des extraits biologiques pour les
sites limités d’un anticorps anti- ecdystéroides appelé anticorps primaire.

Les complexes formés seront ensuite fixés par un second anti corps anti
immunoglobuline de lapin (Jackson Immunoresearch) retenu sur une microplaque a 96 puits
(NUCN Immunoplate F96 , Danemark). Apreés trois heures d’incubation, les éléments non
retenus seront éliminés au cours d’un ringage des plaques. Un réactif de révélation de la
peroxydase, la tétramétylbenzidine (TMB) (Sigma, France) est utilisée. Celle-ci se fait sous
agitation pendant 15-20 minutes et les densités optiques sont mesurées a I’aide d’un lecteur de
plaque (Labsystem, Finlande) & 630 nm. La mesure de la quantité de la peroxydase fixé
permet de déterminer la quantité des ecdystéroides contenue dans les échantillons biologiques
a partir d’une courbe de référence réalisée avec des solutions standards d’ecdysone et de 20
hydroxyecdysone , le signal colorimétrique (exprimé par les absorbances) sera inversement
proportionnel a la quantité des ecdystéroides contenus dans les échantillons et exprimé sous

forme d’un rapport :

B/Bo(%)= (B- T) (Bo-T) x100

B : Absorbance de | échantillon ou du standard.
Bo : Absorbance en absence de I'hormone et de I’anticorps.
T : Absorbances en absence d’hormone et d’anticorps.
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vy | =— LY

4- Reaction immunologigque (3heures 3
termpérature ambiante)

1- Coating (24 heurs a termpérature ambiante)

2- Saturation {12 heures 3 4°C)
A- Lavage

Lecture 4 B30 nm ‘ Y_F YJD‘

B- Réaction enzymatique (30
minutes a termpérature ambianta)

Y : Anticorps anti-immunologiques ; ® . Hormone ; |_:JAnticorps de lapin ou de rat;

——0 : Traceur, conjugué de la peroxydase ecdysone).

Figure 5: Principe du dosage EIA d’aprés Porcheron et al., 1989.
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2.10. Analyse statistique des données

Les données de nos résultats ont été exprimées par la moyenne des différentes répétitions
plus ou moins I’écart-type (m £ SD) et I’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel
Minitab (Weinberg, 1985), version fr 13.31 pour Windows (X, 2000). Les moyennes des
séries témoins et traitées ont été comparées deux a deux en utilisant le test « t » de Student,

avec un seuil de signification (p< 5%).
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Chapitre 1: Impacts sur le développement

1. INTRODUCTION

Le contrble endocrine de la mue chez les insectes a été établi en grande partie par les
travaux de physiologie expérimentale menés par Kopec (1922) sur Lymantria dispar et par
Wigglesworth (1934) sur Rhodnius prolixus, démontrant que le cerveau est le centre
organisateur de la mue et de la métamorphose. Ils ont également contribué a la connaissance
des neurosécrétions ainsi que leur réle dans le contréle des processus morphogénétiques et
métaboliques. L endocrinologie des insectes a été focalisée sur deux principales hormones, les
ecdystéroides et les hormones juvéniles (HJs) ; mais il existe également des neurohormones
de nature peptidique qui sont impliquées dans le contréle des processus physiologiques
fondamentaux tels que les métabolismes glucidique et lipidique, la contraction des muscles, la
reproduction, la croissance et le développement (Géde et al., &1997 ; Wang et al., 2004 ;
Bellés, 2005). Aussi il existe des neuropeptides qui sont directement ou indirectement
impliquées dans le processus de I’exuviation et de I’ éclosion telles que I’hormone de
d’éclosion (HE), I’hormone de déclenchement de la pré-exuviation (PETH), I’hormone de
déclenchement de I’exuviation (ETH), le bursicon est un peptide activant la biosynthése des
phéromones (PBAN) (Géade & Hoffmann, 2005) (Fig. 6).

Au niveau du tégument, la cuticule est un véritable exosquelette qui sert de barriere
sélective entre le milieu intérieur et I’environnement. Cet exosquelette peu extensible formé
de chitine et de protéines, impliqgue un mode de croissance post- embryonnaire discontinue,
ponctué par des mues et caractérisé par le rejet périodique de I’ancienne cuticule et son
remplacement par une nouvelle. Chez les insectes a métamorphose compléete (holométabole),
le développement post-embryonnaire, présente trois phénotypes différents et trois types de
cuticules sont successivement sécrétées par I’épiderme: cuticule larvaire, nymphale et adulte.
Les analyses électrophorétiques et la détermination des acides aminés de ces différentes
cuticules ont démontré leur hétérogénéité (Srivartrava, 1970; Robert & Willis 1980; Chihara
et al., 1982).

Ces modifications cuticulaires impliquent une régulation tres fine de la synthese des
protéines, et donc d’importants changements au niveau de I’expression génique de I’épiderme,
qui sont régulés par des hormones. Chez les insectes, les ecdystéroides contrblent divers
processus physiologiques liés a la croissance (mues, métamorphose) et a la reproduction
(Gade et al.,, 1997). La biosynthése des ecdystéroides est assurée par les glandes

prothoraciques ou glandes de mue. A maturité sexuelle, la production de ces hormones est
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assurée par les cellule folliculaires des ovaires (Soltani-Mazouni et al., 1999) et les cellules
interstitielles des testicules (Hagedorn, 1989).

Récemment E. kuehniella a fait I’objet de recherches sur les ecdystéroides et leur
rapport avec la sécrétion de la cuticule au cours de la métamorphose (El ouar & al., 2010 ;
Yezli-Touiker & Soltani-Mazouni, 2011 ; Kirane- Amrani & Soltani-Mazouni 2012) et Telfer
(2009) a contribué a la connaissance de la formation des ceufs chez les Iépidoptéres.
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Facteurs extrinseques et intrinséques

Alimentation, Température, hygrométrie, photopériode, densité, phéromones, Proprioréception

Récepteurs sensoriels (Flux sensoriel)

I Cellules neurosécrétrices

Corpora  cardiaca

—
GLANDE
HORMONE JUVENILE |
I ECDYSONE
Est(larases I
‘1, JHBP «<—— Corps gras \*

JH Diol JH Acide

JHBP-JH

20-hydroxyecdysone

Hormone
Eclosion

Muscles

Hormone
cuticulogéne

Bursicon - - -
| Exocuticule | Exocuticule | Exocutlculel

Figure 6 : Controle de la métamorphose chez les insectes, NHAT: neurohormone allatotrope,
NHASt: neurohormone allatostatique, JHBP: juvenil hormone binding proteins, (Cassier et
al., 1997).
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2. RESULTAT
2.1. Effet du captopril sur le des ecdystéroides

La quantité des ecdystéroides dans le corps entier des chrysalides femelles témoins et
traitées a différents ages au cours du temps (jours) durant la métamorphose a été déterminée
a partir d’une courbe de référence réalisée avec des solutions standards de 20-
hydroxyecdysone (Tab. 12, Fig. 7).

Tableau 12 : Courbe de référence établie avec un anticorps polyclonal (B de lapin),
expriment B/Bg en fonction des concentrations molaires (M) de la 20-hydroxyecdysone (20E).

Solution standard Concentration (M) B/Bo
1 107 76
2 10 68
3 10™° 48
4 10° 30
5 10° 18
6 10”7 16
£ 7
g , _|
]
T T T T T T
-2 11 -10 LUQ(M} k-3 =7

Figure 7 : Courbe de référence établie avec un anticorps polyclonal (B de lapin), exprimant
B/B, en fonction des concentrations molaires (M) de la 20 hydroxyecdysone (20E).
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Les ecdystéroides ont été déterminés dans le corps entier des chrysalides femelles
témoins et traitées a différents &ges au cours du développement nymphal. Ils sont exprimes en
pg d’équivalent 20-hydroxyecdysone par mg de poids frais corporel. La variation du poids
des chrysalides femelles (Tab. 13, Fig. 8) montre que le poids des chrysalides femelles
diminue Iégérement au cours du temps durant la métamorphose. Le captopril diminue le
poids des chrysalides de maniére hautement significative au troisiéme jour de la vie nymphale
(p=0,00), significative au cinquieme jour (p=0,036) et trés significative au neuvieme jour
(p=0,005). Les taux hormonaux enregistrés a 0 et 1 jour ne sont pas significativement
différents (p >0,05) ; ils augmentent dés le troisieme jour de la vie nymphale pour atteindre
un pic (243,50 pg équivalent 20E/mg chez les témoins et 388,80 pg équivalent 20E/mg chez
les traitées) localisé a cing jours, une diminution significative (p<0,05) est ensuite observée
dés le septieme.

Le captopril entraine une modification du profil hormonal, comparé avec les témoins.
En effet, I’analyse statistique montre que le captopril entraine une augmentation hautement
significative des valeurs hormonales a partir du premier jour de la vie nymphale, jusqu’au

cinquieme (p=0,000) et trés significative a sept jour (p=0,016) (Tab. 14, Fig. 9).
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Tableau 13: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), sur le poids frais (mg) des
chrysalides femelles d’E. kuehniella au cours du temps (jours) durant la métamorphose (m +

s, n=10).

Temps (jours) Témoins Traitées
0 15,10+ 0,1 14,80 £ 0,3
1 14,20 £0,2 14,40 £0,2
3 13,40 £0,1 12,10+0,1
5 13,30+0,1 11,93+0,2
7 12,30+0,2 11,70+0,1
9 11,60 £0,2 10,30+ 0,2
16 -
T - Kk *
14 -
12 - = - - *%
S 10 - =
S
S 5 ® Témoins
D- -
4 - L Captopril
2 -
0 - -
0l 1 3) 5) 7 9
Temps (jours)

Figure 8: Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone), sur le poids frais (mg) des
chrysalides femelles d’E. kuehniella au cours du temps (jours) durant la métamorphose (m +
s, n=10, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001)
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Tableau 14: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), sur les taux ecdystéroides (pg
équivalent 20-E /mg de tissu) au cours du temps (jours) durant la métamorphose des femelles

d’E. kuehniella (m % s, n=6).

Temps (jours) Témoins Traitées
0 105,10£23 a 104,80+ 12 a
1 116,45+ 15 a 211,40 +6,26 b
3 190,12+ 158 a 339,80+219 b
5 24350+ 139 a 388,80 +226 b
7 133,91+ 5,83 a 168,70+ 158 b
9 50,09 +6,20 a 56,3042 a
450 -
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?-)_ 400 - |

> 350 - T

@ 7 300 -

% f) 250 - K%
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2 & 200 1 . ® Témoins
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Figure 9: Effet in vivo du captopril, sur le taux des ecdystéroides (pg équivalent 20E/mg de
tissu) chez les chrysalides femelles d’E. kuehniella au cours du temps (jours) durant la

métamorphose (M s, n=6, *: p<0,05, **: p<0,01, *** : p<0,001).
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2.2. Effet du captopril sur le taux des acides nucléiques

La détermination des quantités d’ADN et d’/ARN ont été réalisées a partir des courbes de
références exprimant I'absorbance en fonction des quantités d'ADN (Tab. 15, Fig. 10) et
d'’ARN. (Tab. 16, Fig. 11).

Tableau 15: Gamme d'étalonnage des quantités d'’ADN et leurs absorbances

correspondantes.
Quantité (ng) 20 40 60 80 100
Absorbance 0,068 | 0,125 | 0,271 | 0,214 | 0,261

Y =0,0082381 + 0,0025986 X
R%=99.3%

o1 —

Absorbance

oo —

Quantité D’ADN (ug)

Figure 10 : Courbe d'étalonnage des absorbances en fonction des quantités d’ADN (ug).
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Tableau 16 : Gamme d'étalonnage des quantités d'’ARN et leurs absorbances correspondantes.

Quantité (ng)

20

40

60

80

100

Absorbance

0,070

0,165

0,274

0,339

0,413

04—

Absorbances

R?=99,4 %

Y=-0,0027619+ 0,0042586X

Figure 11: Courbe d'étalonnage des absorbances en fonction des quantités d'ARN (ng).

2.2.1. Effet du captopril sur le taux d’ADN tégumentaire

Quantité D’ARN (ng)

L’évolution des taux d’ADN, présente 1 seul pic situé au troisieme jour de la vie

nymphale, ces taux diminuent ensuite. D’apres les résultats obtenus le captopril n’a aucun

effet significatif (p>0,05) sur les taux d’ADN dans le tégument (Tab. 17, Fig. 12).
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Tableau 17: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), sur les taux d’ADN (ug /mg du
poids du tégument) chez les chrysalides femelles d’E. kuehniella au cours du temps (jours)

durant la métamorphose (m % s, n=6).

Age (jours) Témoins Traitées
0 7.05+0.32 7.10+0.17 a
1 8.84 + 0.41 8.25+0.10 a
3 9.01+0.20 83804 a
5 6.97 £ 0.10 7.00+0.09 a
7 6.32 £ 0.20 6.84 +0.06 a
9 5.16 £ 0.10 512+0.10 a
20 ~
_ 18 - T
S| T 7
5 12 -
£ b
S _
2 g T I ® Témoins
E 6 - i Captopril
< , |
=
5 2
<
= 0 -
0J 1J 3J 5J 7J 9J
Temps (jours)

Figure 12: Effet in vivo du captopril (10pug/2ul d’acétone), sur les taux d’ADN (ug /mg du

poids du tégument) chez les chrysalides femelles d’E. kuehniella au cours du temps (jours)

durant la métamorphose (m % s, n=6).
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2.2.2. Effet du captopril sur le taux d’ARN tégumentaire

L’évolution des taux d’ARN, présente 1 seul pic situé au premier jour de la vie

nymphale, ces taux diminuent ensuite. D’apres les résultats obtenus le captopril n’a aucun
effet significatif (p>0,05) sur les taux d’ARN dans le tégument (Tab. 18, Fig. 13).

Tableau 18: Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone), sur les taux d’ARN (ug /mg du
poids du tégument) chez les chrysalides femelles d’E. kuehniella au cours du temps (jours)

durant la métamorphose (m + s, n=6).

Age (jours) Témoins Traitées

0 15.16 £0.20 a 14.33+0.10 a
1 18.01+0.16 a 1745+0.21 a
3 14.08 £0.27 a 13.91+0.08 a
5 13.22+0.10 a 13.45+0.15 a
7 8.38+£0.17 a 8.47£0.23 a
9 7.10£0.09 a 7.12+£0.07 a

20 -

2 18 - T

=16 -

< 14 - 1 T T

o0

£ 12 -

é‘f 10 -

é 8 - T T # Témoins

< 6 - i Captopril

= 4 -

= o -

0J 1J 3J 5J 7J 9J
Temps (jours)

Figure 13: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), sur les taux d’ARN (ng/mg du
poids du tégument) chez les chrysalides femelles d’E. kuehniella au cours du temps (jours)

durant la métamorphose (m % s, n=6).
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2.3. Effet du captopril sur le profil électrophorétique des protéines tégumentaires

L’étude électrophorétique sur PAGE-SDS a été menée in vivo sur les protéines
cuticulaires des chrysalides femelles d’E. kuehniella témoins et traitées a différent age 0, 1, 3,
5, 7 et 9 jours.

La courbe de référence exprimant le logarithme décimal du poids moléculaire (PM) des
protéines standards en fonction du rapport frontal (Rf) a été établi avec quatre protéines
standards a poids moléculaire connue (Tab. 19, Fig. 14).

L’étude électrophorétique sur PAGE-SDS (12%), met en évidence 10 fractions
protéiques tégumentaires chez les femelles témoins. Ces fractions sont caractérisées par leur
rapport frontal (RF) et leur poids moléculaires (PM) qui varient de 35,93 Kda a 247,68 Kda.
La comparaison des profils électrophorétique révele une différence entre les témoins et
traitées. En effet il y’a I’apparition de la fraction n® 9 (PM=42,95 kDa) chez les traitées dés
le premier jour de la vie nymphale alors que chez les témoins cette fraction apparait dés le
troisieme jour de la vie nymphale, (Tab. 20, Fig. 15, 16).

Tableau 19: Poids moléculaires (PM) en kDa et la mobilité relative (RF) des protéines
standards.

Poids moléculaire (kDa) 200 100 50 37
Log PM 2,17 2.00 1,69 1,59
Rapport frontal 0,351 0,500 0,703 0,792
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RF =1, 9504—0,7722LogPM
R?=99. 7%

Log PM

Figure 14 : Séparation électrophorétique des protéines cuticulaires: courbe de référence
exprimant le rapport frontal (Rf) en fonction du logarithme décimal du poids moléculaire
(kDa) des protéines standards (a: myosine, 200 kDa; b: phosphorylase, 100kDa, c:

ovalbumine, 50kDa, d : anhydrase carbonique, 37kDa).

Tableau 20. Mobilité relative (RF) et poids moléculaire (PM kDa) des différentes fractions
protéiques détectés par électrophorése dans le tégument des chrysalides femelles d’E.
kuehniella témoins et traitées au cours du temps (jours) durant la métamorphose.

ll‘\:;g[?on RF (Eg/; ) 0Jdrs 1Jrs 3Jrs 5Jrs 7Jrs 9Jrs

T|]c|T|]Cc|T|]C|T|C|T|C|T]|C
1 0,055 [27466| + | + | + | + | + | + |+ | + |+ | + | + | +
2 0,098 (24768 0 | O | O | O | O] O | OO |00+ |+
3 0,148 (207,44 + | + | + | + | + | + | + | + | + | + | + | +
4 0222 (16745 + | + | + | + | + | + |+ | + | + | + | + | +
5 0,259 (148,11 + | + |+ | + | + | + | + | + | + | + | + | +
6 0,358 (113,97 + | + | + | + | + | + | + | + | + | + | + | +
7 0462 [ 9151 | + | + |+ | + |+ | + |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+
8 0550 [6578 | + | + | + | + | + | + |+ | + | + |+ | + | +
9 0681 4297 | 0 | O | O |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
10 0,740 {3593 | 0 | + |+ | + |+ | + |+ |+ |+ |+ | + | +
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Clj Tij Coj TOj St

Figure 15: Séparation électrophorétique sur PAGE-SDS (12%) des protéines cuticulaires
chez les chrysalides femelles d’E. kuehniella témoins et traitées au cours du temps (jours)
durant la métamorphose, comparée a celle des protéines marqueurs (St) (a: myosine b:
phosphorylase; c : ovalbumine ; ¢ : anhydrase carbonique).

st C9j T9j C7j T7j C5j T5j C3j T3j

.

Figure 16: Séparation électrophorétique sur PAGE-SDS (12%) des protéines cuticulaires
chez les chrysalides femelles d’E. kuehniella témoins et traitées au cours du temps (jours)
durant la métamorphose, comparée a celle des protéines marqueurs (St) (a: myosine b:
phosphorylase; c: ovalbumine ; c: anhydrase carbonique).
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2.4. Effet du captopril sur la sécrétion cuticulaire

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 du stade nymphal. Les résultats sont représentés dans
les tableaux.21, 22, et les figures. 17, 18.

L’épaisseur de la cuticule nymphale augmente significativement avec I’age pour
atteindre un maximum au troisieme jour 13.83 + 0.10 um pour la série de témoins et 14.90
0.20 um pour les traités et décroit significativement par la suite en raison de la digestion des
couches profondes de I’ancienne cuticule. L’analyse statistique montre que le captopril
augmente I’épaisseur de la cuticule nymphale de facon hautement significative au premier et
troisieme jour (p=0,001) et significative au cinquieme jour de la vie nymphale (p=0,04).

La nouvelle cuticule ou cuticule pré-exuviale adulte est secrétée immédiatement aprés
I’apolyse (troisieme jour), les épaisseurs augmentent progressivement pour atteindre un
maximum de 7.27 £ 0.05 um pour les témoins et 7.58 £ 0.10 um pour les traités. Le captopril
augmente significativement I’épaisseur de la nouvelle cuticule seulement au cinquiéme jour
(p=0,04).
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Tableau 21: Effet in vivo du captopril (10ug /2ul d’acétone), sur I’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).

Age (jours) Témoins Traitées
0 7.80£0.05 a 750+£0.10 a
1 11.00£0.10 a 12.12+0.01 a
3 13.83+0.10 a 1490+£0.20 b
5 12.27+£0.07 a 13.06£0.15 b
7 10.90+£0.20 a 11.29+0.03 a
9 8.03+£0.05 a 8.46 £0.07 a

_ 18 -

§. 16 - *x

I T *

E 144 T

= T

§> 12 4 T

s 10 - :

=

'*E 8 1 T ® Témoins

E 6 - i Captopril

3 4

o

2 2

3 0 -

[=}

= 0J 1J 3J 5J 7J 9J

Temps (jours)

Figure 17: Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone), sur 1’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, *: p<0,05, **: p<0,01).
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Tableau 22: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), sur 1’épaisseur (um) de la
nouvelle cuticule (adulte) au cours du temps (jours) durant la métamorphose des chrysalides

femelles d’E. kuehniella (m £ s, n=6).

Age (jours) Témoins Traitées
3 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
5 505+0.10 a 598+0.01 b
7 6.10+0.02 a 6.30+0.10 a
9 7.27+0.05 a 758+0.10 a
9 -
2
g 8 T
=
) 7 %
s 6 T '
225
=.2
é 5 ; H Témoins
5 i Captopril
3 2]
2 1 -
="
m 0 T 1
5J 7J 9J
Temps (jours)

Figure 18: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), sur 1’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, *: p<0,05).
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3. DISCUSSION

3.1. Effet sur le taux des ecdystéroides

Les ecdystéroides et I’hormone juvénile présentent des taux hémolymphatiques
fluctuants tout au long du développement des insectes (Hagedorn,1985 ; Riddiford, 1985,
1994 ; Rees, 1995 ; Romana et al.,1995), les pics hormonaux sont associés a des événement
important dans le développement, notamment les mues (apolyse et synthése de la cuticule), la
métamorphose (Géade et al ., 1997 ; Aribi et al.,1997) et la reproduction (Hagedorn, 1984 ;
Cassier, 1996). Selon les espéces un ou deux pics sont détectés durant la métamorphose :
Pieris brassicae (Lafont et al., 1974), Leptinotarsa decemlineata (Hsiao et al., 1975) et T.
molitor (Delbecque et al., 1978) présentent un seul pic, tandis que Galleria mellonella
(Bollenbacher et al., 1978) et cydia pomonella (Soltani, 1986) ont en deux pics. Les
ecdystéroides exercent leurs effets sur les tissus cibles via I’interaction avec les récepteurs
nucléaires ECR qui forme un hétérodimere avec la protéine ultraspirale USP (Yao et al., 1992;
Bonneton et al ., 2003; Henrich, 2005). Durant la phase ascendante du pic, la fixation de la
molécule 20E sur le complexe ECR-USP entraine I’expression d’une cascade de genes appelés
"up regulated genes” il s’agit de BR-C (Broad complexe), E74, E75 (Kokoza et al., 2001 ;
Chen et al., 2004 ; Zhu et al., 2007) qui codent pour la division des cellules épidermiques, la
sécrétion du fluide exuvial, la digestion cuticulaire, la synthese de la cuticule et I’épicuticule,
la synthése de I’hormone d’éclosion au niveau des cellules neurosecrétrices ventro-médiales
ainsi que son stockage dans les nerfs proctodéales. La phase descendante du pic de la 20E et

en consequence de la faible concentration ou I’absence de I’hormone, une autre série de génes
»down regulated génes” s’exprime permettant ainsi, la libération de I’hormone d’éclosion et la

sclérotisation (Retnakakaran et al., 2003).

L’analyse quantitative des ecdystéroides au cours du stade nymphale dans le corps
entier des chrysalides d’Ephesthia kuehniella révele la présence de deux augmentations dans
les taux des ecdystéroides, I’'une au troisiéme jour et I’autre au cinquieme jour de la vie
nymphale (Yezli-Touiker & Soltani-Mazouni, 2011). Le pic a 5 jours est responsable du
développement imaginal puisqu’ il coincide avec la synthése de la cuticule pré-éxuviale
adulte qui débute au quatrieme jour et se poursuit jusqu'a la veille de I’exuviation adulte
(Maamcha, 1997, Yezli-Touiker & Soltani-Mazouni, 2011), ce pic est retrouvé également
chez les males d’E. kuehniella (EI Ouar et al., 2010). Il est également I’équivalent du pic
unique retrouvé chez T.molitor (Aribi et al ., 2001; Soltani et al.,2002) et Zophabas atratus
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(Aribi et al. ,1999). Pour le pic du troisiéme jour, il est retrouvé chez la plupart des insectes
(Zimowska et al., 1991). Ainsi le pic a 3 jours parait d’origine ovarienne, alors que celui du
5°™ jour est d’origine prothoracique. Iépidoptere, comme Bombyx mori (Swevers & Latrou,
1999), C. pomonella (Soltani et al., 1989). Il est lié au processus de la reproduction. En effet,

il coincide avec le début de la vitellogénése.

Le traitement in vivo des chrysalides d’Ephesthia kuehniella avec le captopril modifie
le profil hormonal des ecdystéroides en augmentant les valeurs hormonales dés le premier
jour du stade nymphal. Le captopril, augment les taux des ecdystéroides via la stimulation du
cerveau qui secréter la PTTH qui a son tour stimule la synthese des ecdystéroides (Tunaz &
Ugan, 2004), ou via la stimulation directe des glandes prothoraciques (Rees, 1985 ; Gade,
1997 ; Niwa, 2010 ; Rewitz, 2013). Kirane-Amrani & Soltani-Mazouni (2012) ont rapporté
que I'énalapril, le lisinopril et le captopril administrés par application topique a des
chrysalides d’E.kuehniella nouvellement exuviées réduits de maniére significative les
contenus des ecdystéroides dans les extraits du corps entier au 3*™ jour. Les mémes résultats
ont été trouvés chez E. kuehniella traitée avec le holofenozide (RH-0345) mais avec une
avancée du pic qui s’étale entre deux et quatre jours (El ouar, 2005), des résultats similaires
ont été trouvés avec la méme molécule le halofenozide (RH-0345), qui entraine des
augmentations dans le contenu des ecdystéroides chez les nymphes de T. moitor (Aribi ,2001 ;
Soltani, 1999, 2002 ; Berghiche, 2007) en gardant la position du pic qui n’a pas été affectée.
D’autres études montrent que le traitement des chrysalides d’E kuehniella avec le
pyriproxyfene augment les valeurs hormonales avec une avancée du pic (El ouar, 2005). Le
halofenozide testé sur des chrysalides femelles d’E kuehniella entraine une modification du
profil hormonal comparé aux témoins, les contenus hormonaux augmentent dés les six
premiers jours de la vie nymphale et une diminution est observée au septiéme jour (Taibi,

2007).

3.2. Effet sur les acides nucléiques tégumentaires

La cuticule est un édifice macromoléculaire complexe, tant par sa structure que par sa
composition chimique. Elle est principalement constituée de fibres cristallines de chitine
(polymére de N-acétylglucosamine) auxquelles s’associent des protéines sous forme d’un
complexe glycoprotéique; ces fibres chitino-protéiques sont elles-mémes entourées par une
matrice protéique (Neville, 1975; Hepburn, 1976, 1985) (Fig. 19 A). Sa biosyntheése s’effectue
a partir de glycogéne stocké dans le corps gras (Fig. 19 B). Les propriétés mécaniques variées
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de la cuticule sont dues a la grande diversité des protéines qui la composent ainsi qu’a son
degré de sclérification. D’aprés nos résultats, les taux d’ARN tégumentaire quelle que soit la
série, témoins et traitée, est en parfaite corrélation avec les taux d’ADN tégumentaire.

Les résultats concernant I’effet in vivo du captopril sur les taux d’ADN et ARN dans le
tégument des chrysalides femelles au cours du temps durant la métamorphose montrent que
cette molécule n’a aucun effet significatif.

L’impact de cette molécule sur le tégument est peu abordé mais des résultats similaires
ont été trouvés avec des régulateurs de croissance, en effet le halofenozide et le
méthoxyfénozide augmentent considérablement le contenu en protéines cuticulaires
(Berghiche et al., 2007). La JH inhibe la synthése des protéines hémolymphatiques chez les
larves de B. mori (Bosquet et al., 1989 a, b) et le pyriproxyféne inhibe la synthése de deux
protéines hémolymphatiques spécifique aux larves chez Locusta migratoria, (De Kort &
Koopmanshap, 1991). La comparaison des taux de protéines entre les nymphes témoins et
traitées de T. molitor montrent que le pyriproxyféne induit une augmentation des protéines de
I’lhémolymphe chez les séries traitées. Cette augmentation a lieu aux 2°™ et 3°™ jour de la vie
nymphale (Aribi et al., 2001)

3.3. Effet sur le profil électrophorétique des protéines tégumentaires

L’étude électrophorétique menée sur les protéines cuticulaires a permis de séparer 10
fractions protéiques de poids moléculaires variant entre 35,93kDa et 274,66 kDa. La
comparaison des profils électrophorétiques révele qu’il n’ya pas de différence qualitative
entre les protéines des cuticules témoins et traitées, de plus il n’y a pas de différence
significative au niveau de I’intensité des fractions protéiques entre le profil des témoins et
traité. Des résultats similaires ont été trouvés avec d’autres molécules, le halofenozide (RH-
0345) et la 20E testés in vitro chez T. molitor n’affectent pas le pattern des protéines
cuticulaires (Soltani et al., 2000; Soltani & Berghiche 2001 ), le pyriproxyfene, testé in vivo
chez les nymphes de T. molitor, n’a aucun effet sur le profil électrophorétique des protéines
hémolymphatiques (Aribi & Lakbar, 2001).
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Figure 19: La structure (A) et les étapes de la biosynthese de la chitine (B) (d’apres Dhadialla
et al., 2005).

46



Chapitre 1: Impacts sur le développement

3.4, Effet sur la sécrétion cuticulaire

Les insectes posseédent un exosquelette inextensible pour croitre, ils doivent se
débarrasser périodiquement de leur ancienne cuticule et en secrété une autre cuticule, c’est le
phénomeéne de la mue. La mue se produit en deux étapes principales : lI'apolyse et l'ecdysis. A
I'apolyse, I'épiderme se sépare de la cuticule du stade précédent. Entre I'apolyse et I'ecdysis,
l'insecte « nouveau » est a I'état pharate, caché sous sa vieille cuticule. C'est cette étape,
parfois difficile & observer, qui sert & identifier le debut et la fin de chaque stade. L'ecdysis
est I'étape ou linsecte se débarrasse de son ancienne cuticule, ou exuvie (Fig. 20).
Ce sont les cellules épidermiques qui produisent consécutivement de minces couches
cuticulaires et de nombreuses lamelles particuliéres pour former I’exosquelette de I’insecte
(Riddifort, 1985). La cuticule constitue une acquisition fondamentale dans I’évolution des
arthropodes. Cette cuticule est composée d’une couche fine externe ou epicuticule, riche en
lipides cuticulaire (Vincent & Wegst 2004) qui assure aux insectes une protection contre la
déshydratation, une régulation de la permutabilité cuticulaire et une régulation contre les
micro-organismes et les champignons entomopathogenes (De Renobales et al., 1991), et une
couche interne la procuticule (exocuticule et endocuticule ) plus épaisse composée de
protéines et de chitine.

Rare sont les études qui ont abordé I’effet des inhibiteur de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine sur la sécrétion cuticulaire chez les insectes, les résultats de nos observation au
microscope photonique, portant sur I’épaisseur de la cuticule nymphale et nouvelle cuticule au
cours du stade nymphal chez E. kuehniella, montrent que le captopril augmente
significativement I’épaisseur de la cuticule totale a I’apolyse (troisieme jour), au premier et au
cinquiéme jour du traitement. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés avec d’autres
molécules (Smagghe et al., 1999, Smagghe 1999a).

L’épaisseur induite par un agoniste des ecdystéroides le halofenozide in vitro en milieu
hormonal (addition 20E) est significativement supérieure, les mensurations des cuticules
sécrétées par le tégument sternal abdominal nymphal de T. molitor indiquent que I’épaisseur
de la nouvelle cuticule traitée avec le halofenozide augmente au cours des différents temps
(Soltani et al., 2002 ).

Contrairement a nos résultats, le flucycoxuron administré a des chrysalides
d’E.kuehniella perturbe la sécrétion cuticulaire, réduit I’épaisseur de la cuticule et retarde
légérement I’apolyse, (Bendjedou et al., 1998).
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Apolyse

Décollement de
I’ancienne cuticule

1

Synthese post-exuviale Synthése pré-exuviale

4

2
Exuviation
3
- = —
Cellules épidermiques Cuticule pré-exuviale Cuticule post-exuviale Epicuticule Liquide de mue

Figure 20: Représentation schématique des événements se produisant au niveau du tégument
pendant le cycle de mue (d’aprés Hadley, 1986).
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Chapitre 2 : Impacts sur la reproduction

1. INTRODUCTION

Chaque année, prés de 20000 espéces d’insectes menacent la production agricole
mondiale (McEwin, 1978). La connaissance des mécanismes qui contrdlent la reproduction ou
le développement de ces insectes nuisibles présente donc a la fois un intérét fondamental et

un intérét économique trés important.

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

La phase d’accroissement correspondant a I’accumulation de matériaux plastiques et
énergétiques variés: lipides (triglycérides, lipoprotéines), glucides (glycogéne), protéines et
sels minéraux correspond a la vitellogénese (Cassier al., 1997). Toute modification dans la
concentration en protéines au cours de la vitellogénése peut conduire a une altération de la
reproduction (Robker et al., 2009). Dans ce processus, la protéine essentielle est la
vitellogénine, protéines précurseur du vitellus dans les ovocytes (Attardo et al., 2005) ; elle
est généralement élaborée par le corps gras qui un lieu de stockage des métabolites
(protéines, glucides et lipides), mais aussi de synthése de la majorité des protéines
hémolyphatiques (Roma et al., 2010), et secrétés dans I’hémolymphe puis captée par
endocytose par les ovocytes en voie de développement sous I’effet de I’hormone juvénile JH
(Engelmann, 1983; Kunkel & Nordin, 1985, Gilbert et al., 2000, Telfer 2009), elles sont
ensuite stockees et prennent le nom de vitellines (Engelmann, 1979).

Les glucides possédent un rdle essentiel dans la détermination, le développement et la
maturation ovocytaire (Sutton-Mc Dowal et al., 2010), source d’énergie, Les taux de
glycogene, dans les tissus et I’hémolymphe, sont étroitement lies aux événements

physiologiques comme la mue et la reproduction (Wiens & Gilbert, 1968). Les lipides
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ovariens représentent une partie importante de ces réserves une faible partie est synthétisée
par I’ovocyte et les follicules et une autre partie provient de I’hémolymphe sous forme de
lipoprotéines (Cassier et al., 1997); les lipides, principale source d’énergie chez les insectes,
sont synthétisés et stockés dans le corps gras (Beenakers et al., 1985) puis transportés vers les
organes utilisateurs, notamment les ovaires via I’hémolymphe pour étre utilisés lors de la

vitellogénése (Wigglesworth, 1972).

Chez E. kuehniella, les étapes de la vitellogénése s’effectuent pendant la vie nymphale,
I’accouplement et la fécondation ont lieu les 12 premiéres heures apres I’exuviation adulte
(période de préoviposition) et la période d’oviposition dure de 3 a 4 jours (Taibi, 2007 ;
Khebeb et al., 2008 ; Soltani-Mazouni et al., 2011)

De nombreuses études realisées sur divers ordres d’insectes ont demontré I’implication
de I’hormone juvénile, de I’ecdysone ainsi que certaines neurohormones dans le contréle de
la physiologie reproductive (Engelmann, 1979; Davis et al., 1990; Cusson et al., 1994; Géde
& Hoffmann, 2005).

L’activité ovarienne est régulée par des facteurs intrinséques, neurohormones et
hormones (Ou et al., 2011), mais aussi extrinséques environnementaux ( Garelli et al., 2012 ;
Rideout et al., 2012), comme I’accouplement, la prise de nourriture, les phéromones et la
température, qui déterminent de maniére directe ou indirecte I’activation des voies endocrines

et neuroendocrines conduisant a la reproduction (Fig. 21).
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Température, nourriture, hygrométrie
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Figure 21: Controle de la reproduction chez les insectes. CNS: cellules neurosécrétrices,
NHAT: neurohormone allatotrope, NHASt: neurohormone allatostatique, JHBP: juvenil
hormone binding proteins, FCSH: follicle cells stimulating hormone, CGP: cellules

germinales primordiales (Cassier et al., 1997).
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2. RESULTATS

Chapitre 2 : Impacts sur la reproduction

2.1. Effet du captopril sur la morphométrie de I’ovaire

Les résultats obtenus montrent que le captopril entraine une réduction trés significative
(p= 0,004) du poids frais des ovaires mesuré a I’émergence adulte (<8h) par apport aux
témoins puisque il passe de 5,16 + 0,4 mg chez les témoins a 2,13 + 0,55 mg chez les traités

(Tab.23, Fig. 22).

Tableau 23: Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone) administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le poids frais (mg) des ovaires mesuré a

I’émergence adulte (<8h) (m s, n=6).

Poids des ovaires(mg)
w

Traitement Poids des ovaires (mg)
Témoins 516£0,40 a
Captopril 2,13+055 b

6 -
5
4 -
**

Témoins

Captopril

Figure 22. Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone) administré par application topique
a I’exuviation nymphal sur le poids frais (mg) des ovaires chez d’E. kuehniella mesuré a

I’émergence adulte (<8h) (m £ s, n=6, **: p<0,01).
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Le captopril réduit significativement le nombre d’ovocytes (P= 0,000) chez les femelles

traitées par apport aux témoins (tab. 24, Fig. 23).

Tableau 24: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le nombre d’ovocyte par paire d’ovaires.

(m £s, n=6).
Traitement Nombre d’ovocytes
Témoins 189,00 £ 13,60 a
Captopril 73,00+£12,20 b

250 -

200 -

150 -

100 -

nombre d'ovocyte/ovaires

50 -

Témoins

**k*

Captopril

Figure 23 : Effet in vivo du Captopril (ng/2ml d’acétone), administré par application topique a
I’exuviation nymphal d’E. kuehniella

n=6, *** : p<0,001).

sur le nombre d’ovocyte par paire d’ovaires. (m s,

L’ analyse statistique révele un effet hautement significatif (p=0,000) sur la longueur et

trés significatif (p=0,003) sur

la largeur de I’ovocyte basal ainsi que sur le volume des

ovocytes basaux par apport aux témoins (Tab. 25, Fig. 24).
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Tableau 25: Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone) administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur la longueur et la largeur de I’ovocyte basal
mesuré a I’émergence adulte (<8h) (m £ s, n=6).

Traitement Longueur (num) Largeur (um)

Témoins 431,44 + 6,39 297,15 +6,37 a

Captopril 317,10 7,00 237,10+£3,40 b

500 -
450 -
400 -
350 -
300 -

250 - I | Témoins
200 u Captopril
150 -
100 -
50 -

**k*

Monssuration(um)

Longueur Largeur

Figure 24 : Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone) administré par application topique
a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur la longueur et la largeur de I’ovocyte basal
mesuré a I’émergence adulte (<8h) (m £ s, n=6, *** : p<0,001).

La comparaison des valeurs moyennes obtenues dans les séries traitées révele que le
captopril provoque une réduction hautement significative p=0,000) dans le volume de
I’ovocyte basal (Tab. 26, Fig. 25).
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Chapitre 2 : Impacts sur la reproduction

Tableau 26: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique & I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le volume (mm?) de I’ovocyte basal
mesuré a I’émergence adulte (<8h) (m £ s, n=6).

Traitement Volume (mm?)
Témoins 0,015 £ 0,0057 a
Captopril 0,007 £0,0011 b

0,018 -
0,016 -
0,014 -
0,012 -
0,01 -
0,008 -
0,006 -
0,004 -

* k%

Volume(mma3) de I'ovocyte basal

0,002 -

Témoins Captopril

Figure 25: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique & I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le volume de I’ovocyte basal (mm®)
mesuré a I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6, *** : p<0,001).

2.2. Effet du captopril sur I’épaisseur du chorion

Les observations au microscopie photonique des coupes semi-fines, réalisées selon la
technique de microscopie électronique a transmission, ont permis de mesurer I’épaisseur du
chorion des ovocytes basaux des femelle témoins et traitées (Fig. 26). Le captopril, réduit de

maniére hautement significative (p=0, 000) [I’épaisseur du chorion chez les traitées

95



Chapitre 2 : Impacts sur la reproduction

comparativement aux témoins. En effet, I’épaisseur passe de 2,89 + 0,22 um chez les témoins

21,29 + 0,23 um chez les femelles traitées avec le captopril (Tab. 27, Fig. 27).

Tableau 27: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur I’épaisseur du chorion de I’ovocyte basal

mesuré a I’émergence adulte (<8h). (m + s, n=6).

Traitement Epaisseur du chorion (um)
Témoins 2,89+0,22 a
Captopril 1,29+£023 b

35 -
3 .
o
2 25 -
c
2
s 2 -
S *kk
3
g 1,5 b '|'
.3 1 -
&
0,5 -
O a T
Témoins Captopril

Figure 27 : Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur I’épaisseur du chorion de I’ovocyte basal
(um) mesuré a I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6, *** : p<0,001).
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Figure 26: Structure semi fine de I’épaisseur du chorion des ovocytes basaux d’E.kuehniella.
Témoins (A) (x489) et traitées avec le captopril (B) (x366) (Ch : Chorion, Cf : Cellule
folliculaire, Ov : Ovocyte).
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2. 3. Effet du captopril sur les taux des ecdystéroides ovariens

La quantité des ecdystéroides ovariens des témoins et traitées a été déterminée a partir
d’une courbe de référence réalisee avec des solutions standards d’ecdysone (Tab. 28, Fig. 28).

Tableau 28 : Courbe de référence établie avec un anticorps polyclonal (B de lapin),
expriment B/Bg en fonction des concentrations molaires (M) de I’ecdysone (E).

;C’t(::;i;:d Concentration (M) B/Bo
1 0™ 100,0
2 1073 88,0
3 10 51,0
4 0™ 19,5
5 10™ 8,0
6 107 3,9
7 10° 1,2
8 10” 0.4
£
% o —]
. =
" " "o 2 "

Figure 28: Courbe de référence etablie avec un anticorps polyclonal (B de lapin), exprimant
B/B, en fonction des concentrations molaires (M) de I’ecdysone (E).
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Chez les témoins, le taux des ecdystéroides ovariens est de 15,66 + 0,94 pg equivalent
E/mg de tissu ovarien mesuré a I’émergence adulte (<8h). Ce taux augmente
significativement (p=0,001) apres traitement des chrysalides femelles avec le captopril a
32,89 + 2,70 pg equiv.E/ mg de tissu ovarien (Tab. 29, Fig. 29).

Tableau 29: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux des ecdystéroides ovarien exprimé
en pg équivalent E/ mg de tissu ovarien (pum) mesuré a I’émergence adulte (<8h). (m % s,
n=6).

Traitement Taux des ecdystéroides libres
Témoins 15,66 £0,94 a
Captopril 32,89+270 b
40 -
**k*k
s 35 - T
P
g é 30 -
S8 25 -
s E
2 o 20 -
B3
o 15 b
g5
%2 10 -
>
©
+ 5
0 -

Témoins Captopril

Figure 29: Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone), administré par application topique
a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux des ecdystéroides ovarien exprimé en pg
équivalent E/ mg de tissu ovarien (um) mesuré a I’émergence adulte (<8h). (m + s, n=6,
*** 1 p<0,001).
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Chapitre 2 : Impacts sur la reproduction

Le traitement a été réalisé a I’exuviation nymphale et les ovaires ont été prélevés a

I’émergence adulte (<8h).

2.4.1. Effet du captopril sur le taux des acides nucléiques ovariens

La détermination des quantités d’ADN et d'/ARN ont été réalisées a partir des courbes de

références exprimant l'absorbance en fonction des quantités d'’ADN (Tab. 30, Fig.30) et

d'ARN (Tab. 32, Fig. 31).

2.4.1.1. Effet du captopril sur le taux d’ADN

Concernant les taux d’ADN les résultats obtenus montent une différence significative (p=

0,02) entre les témoins et traitées (Tab. 31, Fig.31).

Tableau 30: Gamme d'étalonnage des quantités d'ADN et leurs absorbances correspondantes.

Quantité (ng)

20

40

60

80

100

Absorbance

0,058

0,125

0,171

0,214

0,261

R?=99.3 %

Absorbance

o1 —

Qo — =

Y =0,0082381 + 0,0025986 X

Figure 30 : Courbe d'étalonnage des absorbances en fonction des quantités d'ADN.

Quantité D’ADN

10
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Tableau 31: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux d’ADN ovarien (ug/mg) mesuré a

I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6).

Traitement Taux d’ADN (ng/ mg)
Témoins 485+030 a
Captopril 369£0,19 b

6 -

5 -
= *
g
R i
g 3
=
5 2
<
ja

1 -

0 -

Témoins Captopril

Figure 31: Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone), administré par application topique
a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux d’ADN ovarien (ug/mg) mesuré

I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6, * : p<0,05).
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2.4.1.2. Effet du captopril sur le taux d’ARN
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Le captopril entraine une réduction hautement significatives dans le taux d’ARN ovarien

(p=0,000) (Tab. 33, Fig. 33).

Tableau 32 : Gamme d'étalonnage des quantités d'’ARN et leurs absorbances correspondantes.

Quantité (ng)

20

40

60

80

100

Absorbance

0,070

0,165

0,274

0,339

0,413

04—

R?=99.4 %

Absorbance

a1 —

Y=-0,0027619 + 0,0042586

Figure 32: Courbe d'étalonnage des absorbances en fonction des quantités d'ARN.

Quantité D’ARN pg
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Tableau 33: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux d’ARN ovarien (ug/mg) mesuré a
I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6).

Traitement Taux d’ARN (pg /mg)
Témoins 12,76+ 0,38 a
Captopril 8,91+£037 b

14
= 12 -
E *kx
g 10 -
= T
.: 8 -
4
>
=]
£ "]
= 4 -
e
=
<
= 2 -
O I T 1
Témoins Captopril

Figure 33: Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone), administré par application topique
a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux d’ARN ovarien (ug/mg) mesuré a
I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6, *** : p<0,001).

2.4.2. Effet du captopril sur le taux des protéines ovariennes

La quantification des protéines dans les ovaires des adultes nouvellement émergées a été
réalisée a partir d’une courbe de régression exprimant I’absorbance en fonction de la quantité
d’albumine standard (Tab. 34, Fig. 34).
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Tableau 34: Gamme d’étalonnage exprimant I’absorbance en fonction de la quantité
d’albumine standard.

Quantité des protéines 0 20 40 60 80 100
(ng)
Absorbance 0 0,276 |0,487 |0,767 |0,933 |1,016

Y=0.07800+0.01063X

R?= 99.2%

Absorbance
|

I I I I I I I I I I I
u 0 e 20 &0 S0 S0 Ta =0 a0 1000

Quantité d’albumine (ng)

Figure 34 : Dosage des protéines ovariennes, droite de régression exprimant I’absorbance en

fonction de la quantité d’albumine (ug) (BSA).

Une diminution hautement significative (p= 0.000) est enregistrée chez les femelles traitées
par comparaison avec les témoins. En effet, chez les témoins on enregistre un taux protéique

de 28,72 + 1,06 (ug/mg) qui sera réduite a 10,02 + 0,64 (ug/mg) chez les femelles traitées
(Tab. 35, Fig. 35).
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Tableau 35: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux des protéines ovariennes (pg/mg)
mesuré a I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6).

Traitement Taux des protéines ovariennes
(ng/mg)
Témoins 28,72+106 a
Captopril 10,02+ 0,64 b
35 -
g
o 30 -
3
L
£°]
t
S 20
=)
g
£ 15 -
§ *kx
2 10 -
ks
5 5
]
|
O I T
Témoins Captopril

Figure 35: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application topique
a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux des protéines ovariennes (pug/mg) mesuré a
I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6, *** : p<0,001).
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2.4.3. Effet du captopril sur la qualité des protéines ovariennes

L’étude électrophorétique sur PAGE-SDS a été menée sur la qualité des protéines
ovariennes des adultes d’E. kuehniella témoins et traitées in vivo par le captopril par
application topique a I'émergence des chrysalides.

La courbe de référence exprimant le logarithme décimal du poids moléculaire (PM) des
protéines standards en fonction de la mobilité relative (Rf) a été établi avec cing protéines
standards a poids moléculaire connue (Tab. 36, Fig. 36).

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

La comparaison des profils électrophorétique révele une différence entre les témoins et
les traitées. En effet il y’a une réduction de trios fractions chez les traitées, se sont les
fractions 3, 5 et 10 dont les poids moléculaires sont respectivement 206,06 kDa, 150,31 kDa
et 42,46 kDa (Tab. 37, Fig. 37).

Tableau 36: Poids moléculaires (PM) en kilo Da et la mobilité relative (RF) des protéines
standards (a : myosine, 200 kDa ; b : phosphorylase, 100kDa, ¢ : aloumine bovine, 75 kDa, d :
ovalbumine, 50kDa).

Poids moléculaire 200 100 75 50
(kDa)
Log PM 2,39 2,17 1.87 1,69
Rayon frontal 0.166 0,309 0,642 0,738
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RF=2.221 -0.8669LogPM
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Figure 36 : Séparation électrophorétique des protéines ovariennes: Courbe de référence
exprimant le rayon frontal (Rf) en fonction du logarithme décimal du Poids moléculaire (k
Da) des protéines standards (a : myosine, 200 kDa ; b : phosphorylase, 100kDa, c : albumine
bovine, 75 kDa, d : ovalbumine, 50kDa).

Tableau 37. Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella. Mobilité relative (RF) et poids moléculaire
(PM KkDa) des différentes fractions protéiques dans les ovaires a I’émergence adulte (<8h).

Traitement Témoins Captopril
Nombre de
fractions Rf PM Rf PM

1 0.1666 233,88 0.1666 233,88
2 0.1904 219,78 0.1904 219,78
3 0.2142 206,06 - -
4 0.2619 181,55 0.2619 181,55
5 0.3333 150,31 - -
6 0.4047 124,45 0.4047 124,45
7 0.5000 96,60 0.5000 96,60
8 0.5952 76,03 0.5952 76,03
9 0.6190 70,30 0.6190 70,30
10 0.809 42 ,46 - -
11 0.880 35,07 0.880 35,07
12 0.952 29,04 0.952 29,04
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Figure 37 : Séparation électrophorétique sur PAGE-SDS (12%) des protéines ovariennes des
femelles adultes d’E.kuehniella témoins et traitées avec le captopril (A), témoins (B) a
I’émergence adulte (<8h). comparée a celle des protéines marqueurs (C : a: myosine, 200
kDa ; b : phosphorylase, 100kDa, c : albumine bovine, 75 kDa, d : ovalbumine, 50kDa).

2. 4. 4. Effet du captopril sur le taux des glucides ovariens

La quantification des glucides ovariens a été réalisée a partir d’une courbe de référence
exprimant I’absorbance en fonction de la quantité des glucides (pg) obtenue par la gamme

d’étalonnage (Tab. 38, Fig. 38).
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Tableau 38: Gamme d’étalonnage exprimant I’absorbance en fonction de la quantité de
glucose standard (pg).

Quantité de glucose (ng) 0 20 40

60 80 100

Absorbance 0

0,200 | 0,418 | 0,688 | 0,820 | 1,069

Absorbance

1.0 —

Y=0.0014286+0.0106786x
R?=99.4%

I I I I I I I I
=0 40 50 = T 0 a0 100

Quantité de Glucose (pg)

Figure 38: Dosage des glucides ovariens, droite de régression exprimant I’absorbance
en fonction de la quantité glucose standard (pg).

Les taux des glucides ovariens enregistrés aprés traitement avec le captopril révelent
une diminution hautement significative (p=0,000) par apport aux témoins (Tab. 39, Fig. 39).
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Tableau 39: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux des glucides ovariens (ug/mg)

mesuré a I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6).

Traitement Taux des glucides ovariens
(ng/mg)
Témoins 30,61+0,38 a
Captopril 18,88+ 1,10 b
35
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Figure 39: Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone), administré par application topique
a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux des glucides ovariens (ug/mg) mesuré a
I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6, *** : p<0,001).
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2.4.5. Effet du captopril sur le taux des lipides ovariens

La quantité des taux des lipides a été faite a partir d’une droite de régression exprimant

I’absorbance en fonction de la quantité des lipides (huile de table) (ng), (Tab. 40, Fig. 40).

Tableau 40: Gamme d’étalonnage exprimant I’absorbance en fonction de la quantité de

lipides.
Quantité  de lipides 50 100 150 200 250
(ng)
Absorbances 0,110 | 0,198 0,306 0,383 |0,490
.:..E.
Absorbance=0.01390+0.001890x
0.4 R?= 99.8%
8 0,2
C
3
é 0,2
o)
<
':'.-
0,0

Quantité des lipides (ug)

Figure 40: Dosage des lipides, droite de regression exprimant I’absorbance en fonction de la
quantité de lipides (ug).

Le captopril diminue également le taux des lipides ovarien de maniere tres significative

(p=0,004) (Tab. 41, Fig. 41).

71



Chapitre 2 : Impacts sur la reproduction

Tableau 41: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux des lipides ovariens (pg/mg)
mesuré a I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6).

Traitement Taux des lipides ovariens (ng/mg)
Témoins 71,09+421 a
Captopril 4721+£419 b
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Figure 41: Effet in vivo du Captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application topique
a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur le taux des lipides ovariens (ng/mg) mesuré a
I’émergence adulte (<8h). (m £ s, n=6, ** : p<0,01).

72



Chapitre 2 : Impacts sur la reproduction

2.5. Effet du captopril sur le potentiel reproducteur

Un suivi régulier des couples permet de déterminer les périodes de préoviposition et
d’oviposition, le nombre d’ceufs pondus et le pourcentage d’éclosion des ceufs.
Dans nos conditions expérimentales (température 27°C, humidité relative a 80%), la ponte
débute a 1,01 £ 0,017 jour apres I’émergence des adultes et se poursuit jusqu’a 3,50 + 0,30
jours chez les femelles témoins. Le captopril n’affecte pas la période de préoviposition mais il
réduit significativement (p=0,01) la période d’oviposition (Tab. 42, Fig. 42).

Tableau 42 : Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’émergence des chrysalides femelles d’E. Kuehniella sur la durée (jours) des
périodes de préoviposition et d’oviposition (m * s, n=6).

Traitement Témoin Captopril

Période de préoviposition 1,01+£0,01 a 1,19+17 a

Période d’oviposition 35+0,17 a 3,1+£0,14 b

3,5

2,5

® Témoins

Durée/jours
N
1

15 - 11 Captopril

Préoviposition Oviposition

Figure 42: Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone), administré par application topique
a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur la durée (jours) des périodes de préoviposition et
d’oviposition. (m s, n=6, * : p<0,05).
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Le nombre d’ceufs pondus par une femelle témoin est de 165,00 + 2,16 pendant toute la

période d’oviposition. Ce nombre est tres significativement (p= 0,001) affecté par le captopril

puisqu’il atteint seulement 155,70 + 1,1 ceufs /femelle (Tab.43, Fig. 43), ainsi que le
pourcentage d’éclosion (p=0,000) (Tab. 44, Fig. 44).

Tableau 43 : Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’émergence des chrysalides femelles d’E. Kuehniella sur la fécondité des femelles
(nombre d’ceufs) (m £ s, n=6).

Traitement Fécondite (ceufs /femelle)
Témoins 165,00+ 2,16 a
Captopril 155,70+1,10 b

170
168
166
164
162
160
158
156
154
152
150
148

Nombre d'oeuf/femelle

Témoin

**k*

Captopril

Figure 43: Effet in vivo du captopril (10pg/2ul d’acétone), administré par application topique
a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur la fécondité (nombre d’ceufs/femelle) (m £ s, n=6,

**%  0<0,001).
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Tableau 44 : Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application
topique a I’émergence des chrysalides femelles d’E. kuehniella sur la viabilité des ceufs (%)

(m £ s, n=6).

Traitement Fécondité (ceufs /femelle)
Témoins 70,18 +0,92 a
Captopril 61,04 +£0,45 b
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Figure 44: Effet in vivo du captopril (10ug/2ul d’acétone), administré par application topique
a I’exuviation nymphal d’E. kuehniella sur la viabilité des ceufs (%) (m + s, n=6, ***:

p<0,001).
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3. DISCUSSION

3. 1. Effet sur la morphométrie des ovaires

Le potentiel reproducteur des insectes reste un des facteurs les plus importants de leur
indéniable pullulation et I’étude de la reproduction est nécessaire pour toute approche
raisonnée visant une diminution sensible des dégats causés par les déprédateurs (Soltani-
Mazouni & Soltani, 1995).

Le traitement par application topique des chrysalides femelles d’E. kuehniella
nouvellement exuviées avec le captopril perturbe I’ovogénese en provoquant une réduction du
poids frais des ovaires et du nombre d’ovocytes. Le captopril réduit également la taille de
I’ovocyte basal (longueur, largeur et volume) ; ces résultats sont en accord avec ceux trouves
apreés I’application topique de la méme molécule a des adultes nouvellement émergées de T.
molitor (Soltani- Mazouni et al., 2007 ) .

Des résultats similaires ont été rapportés avec de nombreuses molécules insecticides
comme les régulateurs de croissance des insectes. En effet, le tebufenozide, le halophenozide
et le methoxyphenozide, insecticides faisant partie de la classe des mimétiques de I’hormone
de mue, réduisent le poids frais des ovaires, le nombre d’ovocyte par paire d’ovaire et la
longueur de I’ovocyte basal chez E. kuehniella (Hami et al., 2005 ; Khebeb et al., 2008 ;
Soltani-Mazouni et al., 2012). L’halofenozide, affecte la morphométrie des ovaires chez T.
moltor (Soltani-Mazouni et al., 2001 ; Taibi 2007) et chez Blatella germanica (Kilani-
Morakchi et al., 2009a). Le dibenzoylhydrazine, un agoniste des ecdystéroides provoque une
perturbation du développement des ovaires chez Plodia interpunctella et T.molitor (Aller &
Ramsay, 1988 ; Salem et al., 1997 ; Hami et al., 2005).

Le pyriproxyféne, un analogue I’HJ, inhibe la croissance des ovaires et entraine
Ilimmaturité de I’oothéque chez Blatella germanica (Kawada, 1988); il provoque une
diminution du nombre d’ovocytes par paire d’ovaires et cause une augmentation du volume
de I'ovocyte basal chez T. molitor (Lakbar, 1999). De la méme maniére, le méthopréne, un
autre analogue de I’HJ, appliqué topiquement aux femelles de B. germanica réduit
significativement le nombre d’ovocytes par paire d’ovaires et augmente Le volume de
I’ovocyte basal (Maiza et al., 2004).
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L’application du KK-42, un dérivé de I'imidazole inhibiteur de la biosynthése de
I’hormone de mue, réduit le nombre d’ovocytes et la longueur de I’ovocyte basal chez T.
molitor (Amrani et al., 2004). Chez Blatella oriontalis, I’application topique de I’azadiractine
a les mémes effets morphométriques (Tine et al., 2011). Des effets similaires sur la
morphométrie ont été obtenus chez Blatella germanica avec un insecticide inorganique,
I’acide borique, administré par voie orale (Kilani-Morakchi et al., 2009b) mais aussi, par
injection (Habes et al., 2013). Un blocage de I’ovogénése et une dégénérescence des cellules
folliculaires ont été rapportés chez Anopheles stephensi un diptére traité au neemAzal une
formulation commercial d’extrait de neem (Lucantoni et al., 2006).

La diminution du nombre d’ovocytes et le blocage du développement des ovocytes chez
différent ordres d’insectes sous I’effet de diverses groupes de régulateurs de croissance,
notamment, les agonistes et antagonistes de la 20E et de la JH, pourrait s’expliquer par des
interférences de ces molécules avec le processus de régulation des taux d’hormone juvénile ou
des ecdystéroides responsables de la stimulation de la vitellogénese et du développement
ovarien. En effet, les ecdystéroides permettent la réinitiation méiotique des ovocytes (Lanot et
al., 1987) et I’ovulation (Ruegg et al., 1992), alors que I’HJ contrle la vitellogénése mais
également la transcription des génes nécessaires a ce processus (Hoffman & Sorge, 1996 ;
Hoffman et al., 1999).

3. 2. Effet sur le chorion

Les femelles adultes d’E. kuehniella débutent leur vitellogénese a 4 jours apres la mue
nymphale et la choriogénése commence deux a six heures aprés I’exuviation adulte
(Zimowska et al., 1995 ; Beckemeyer & Shirk, 2004). La morphogénese, la structure des
enveloppes de I’ceuf ainsi que le développement de la couche cristalline ont été étudié chez D.
melanogaster (Margaritis, 1985a ; Margaritis & Mazzini, 1989 ; Trougakos & Margaratis,
2002) et chez Hygus lineloaris (Peter et al., 2002). Au cours de la choriogénese le dépot
successif de I’enveloppe vitelline, I’endochorion et I’exochorion par les cellules folliculaires
nécessite la présence de I’hormone de mue ce qui a été mis en évidence in vitro chez B.
germanica (Bellés et al., 1993). Chez certains lépidoptéres, la sécrétion des enveloppes
protectrices nécessite I’action conjointe de deux hormones, I’hormone de mue et I’'HJ
(Cassier et al., 1997 ; Kidokoro et al., 2006).

L’intervention des ecdystéroides est directe ou indirecte dans le controle des différents
aspects de développement des ovaires tels que, la différenciation des octets dans les ovocytes
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et les cellules nourriciéres, expulsion de calices des capsules de I’ovaire et la synthése de la
vitellogénine. Au cours du stade nymphal des Lépidopteres, les ovocytes accumulent le
vitellus a partir d’un précurseur hémolymphatique que le corps gras, et les cellules de
I’épithélium folliculaire synthétisent des composants supplémentaires du vitellus ainsi que la
membrane vitelline et le chorion (Telfer, 2009).

Les résultats obtenus dans notre expérimentation menée in vivo sur les ovaires d’E.
kuhniella montrent que le captopril reéduit significativement I’épaisseur du chorion des
ovocytes basaux. Contrairement a ces resultats le captopril administré par application topique
a des adultes nouvellement émergés de T. molior a la dose de 10ug par femelle n’a aucun
effet significatif sur I’épaisseur du chorion de I’ovocyte basal chez T. molitor (Soltani-
Mazouni et al., 2007). Les travaux de Darren et al., (2003) sur Caenorhabditis elegans, et
Siviter et al., (2002) sur D. melanogaster montrent l'implication de I'ECA dans le
développement des embryons .

Par ailleurs, les données obtenues par Hami et al., (2005) montrent que le tebufenozide et
le holofenozide réduisent significativement I’épaisseur du chorion chez E. kuehniella. Taibi,
2007 montre que le holofenozide réduit I’épaisseur du chorion chez les femelles adultes de T.
molitor. Un antagoniste des ecdystéroides le KK-42 a été testé in vivo sur des ovocytes de T.
molitor, il réduit significativement I’épaisseur du chorion sans affecter sa structure fine (Taibi,
2000 ; Soltani-Mazouni et al., 2000 a et b ; Soltani-Mazouni et al., 2001). Le diflubenzuron
(DFB), parait agir sur I’incorporation de précurseurs vitellogéniques dans les ovocytes au
cours de leur maturation et sur la synthese et I’épaisseur du chorion (Soltani & Soltani-
Mazouni, 1997). Au cours de la choriogéneése, les dépbts successifs des enveloppes vitellines,
I’endochorion et I’exochorion par les cellules folliculaires nécessitent la présence de la
I’hormone de mue, ce qui a été clairement établie, chez B. gemanica (Bellés et al., 1993).

Dans certains cas, comme chez les Lépidopteres, la sécrétion des enveloppes de I’ceuf
nécessite I’action conjointe de I’hormone juvénile et I’hormone de mue (Cassier et al., 1997,
Kidokora et al., 2006). Les ecdystéroides interviennent directement ou indirectement dans le
controle des différents aspects de développement des ovaires tels que, la différenciation des
octets dans les ovocytes et les cellules nourriciéres, expulsion de calices des capsules de
I’ovaire et la synthése de la vitellogénine. Au cours du stade nymphal des Iépidopteres, les

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

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

au cours de la choriogénese.

3. 3. Effet sur le taux des ecdystéroides ovariens

De nombreuses études réalisées sur divers ordres d’insectes ont démontré I’implication
de I’'HJ et de I’E ainsi que certaines neurohormones dans le contréle de la physiologie de la
reproduction, la vitellogénése, la spermatogenése et le développement des glandes accessoires
(Raikhel & Dhadialla, 1992 ; Bellés, 2005 ; Bellés & Maestro, 2005). Par ailleurs, les cellules
de I’épithélium folliculaire des ovaires synthétisent des ecdystéroides, qui jouent un réle
important dans le développement des ovaires. Ils sont impliqués dans le contrble de la
réinitiation méeiotique dans I’ovocyte (Yamashita & Suzuki, 1991), la synthése de la
vitellogénine, I’augmentation de la compétence des cellules folliculaires a incorporer cette
protéine dans les ovocytes en développement, (Ramaswamy et al., 1997), I’ovulation (Ruegg
et al., 1992), la spermatogenese (Alrubeai & Gorell, 1982), I’induction de la sclérotisation des
ceufs par la stimulation de la formation du chorion ( Sahlen, 1994 ; Lafont et al,. 2005) et
I’inhibition de la production de I’HJ (Lanot et al., 1989).

Matin et al., (2001) ont prouvé que la 20E maintient I’expression des genes de la
vitellogénine dans le corps gras. Des expériences in vitro ont démontrer que les ovaires
produisent des ecdystéroides chez des especes de différents ordres d’insectes comme
Schistocerca gregaria (Rees & lIssac, 1984), Locusta migratoria (Lagueux et al., 1981),
Manduca sexta. (Thompson et al., 1987), T. molitor (Soltani-Mazouni et al., 1999).
Récemment il a été démontré que les ovaires et les testicules des crustacées synthétisent
également des ecdystéroides (Styrishave et al., 2008 ; Brown et al., 2009).

L’analyse quantitative des ecdystéroides réalisee dans la présente étude sur les ovaires
d’E. kuehniella, indique une augmentation significative Dans les taux des ecdystéroides
ovariens apres traitement avec le captopril, contrairement a ces résultat la méme molécules
administrée a des adultes nouvellement émergés de T. molior a la dose de 10ug par femelle
montre une diminution dans les taux des ecdystéroides ovariens (Soltani-Mazouni et al.,
2007). D’autres inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine, I’enalapril et
lisinopril, testés in vivo chez E. kuehniella révelent une absence d’effet sur les taux des
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ecdystéroides ovariens. Par ailleurs, I’enalapril augmente le taux des ecdystéroides dans les
testicules de la méme espéce (Bensalem & Soltani-Mazouni, 2013).

Des régulateurs de croissance tels que le tebufenozide, le halofénozide et le
méthoxyfénozide augmentent les taux des ecdystéroides ovariens chez E. kuehniella (Hami et
al., 2005 ; Soltani-Mazouni, 2012). Le traitement des adultes de T. molitor avec les méme
agonistes des ecdystéroides, diminue la production d’ecdystéroides par les ovaires de 2 et 4
jours correspondant au début et a la fin de la vitellogénése (Boukachabia et al., 2003).

L’interaction ecdystéroides-hormone juvénile a été largement étudiée au cours des
stades larvaires (Bollenbacher, 1988 ; Sakurai & Gilbert, 1990) ou I’action de ces deux
hormones se limite au contrble des mues et des métamorphoses. Chez D. melanogaster,
I'équilibre entre la concentration de la 20E et I’HJ semble jouer un réle important dans le
développement des ovocytes au cours du stade nymphale (Gilbert et al., 1998; Soller et al.,
1999; Gruntenko & Rauschenbach, 2008). Ainsi, bien que les roles de I’ecdysone et I’'HJ aient
été élucidés dans certaines étapes du développement des ovocytes, chez les insectes, la
maturation ovarienne dans son ensemble demeure trés complexe puisque de nombreuses
interactions synergiques et inhibitrices ont lieu entre ces deux hormones et d’autres
neurohomones (Bellés ; 1995 ; Hoffmann & Sorge, 1996). Chez les Lépidoptere dits a «pre-
eclosion vitellogenesis » (vitellogénese s’effectuant au stade nymphal), comme E. kuehniella,
B. mori. C. pomonella. P. interpunctalla et L.dispar, les ecdystéroides stimulent la
vitellogénése, mais a des concentrations bien déterminées, une forte dose de 20 E inhibe ce
processus (Tsuchida et al., 1987 ; Davis et al., 1990).

3.4. Effet sur la composition biochimique des ovaires

L’ovocyte accumule en grande quantité les matériaux protéiques mais I’élaboration des
protéines dépend de la synthese préalable d’ARN, pour laquelle I’ADN chromosomique et
nucléolaire sert de matrice. Des travaux antérieurs ont fait le point sur tous les aspects de la
vitellogénése chez les insectes (Raikhel & Dhadialla 1992; Soltani-Mazouni 1994 ; Soltani-
Mazouni & Soltani 1995). Chez T. molitor I’épithélium folliculaire est le seul tissu a
synthétiser I’ADN (Schlottman & Bonhag, 1956; Ulmann, 1973). Selon Berry (1982) presque
tout I’ARN stocké dans les ovocytes méroistiques, dérive des cellules nourriciéres alors que le
génome de I’ovocyte est inactivé. Une étude quantitative des synthéses d’ARN nucléaire,
réalisée par comptage direct des grains d’argent dans I’ovaire de T. molitor, révéle au niveau
du noyau de I’ovocyte un maximum d’incorporation du précurseur vers la fin de la

prévitellogénése et un minimum pendant le dép6t du vitellus tandis qu’au niveau des cellules
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nourricieres I’intensité des synthéses est maximale chez les animaux en fin de vitellogénése
(Chaminade & Laverdure 1976).

Chez les lépidopteres et notamment E. kuehniella, le processus de la vitellogénése se
déroule durant le stade nymphal. Ainsi, a I’émergence des papillons la vitellogénése est
terminée. Nos résultats mettent en évidence un effet traitement significatif sur le taux d’ADN
ovarien chez les adultes d’E. kuehniella . Chez T. molitor, le captopril n’a aucun effet sur les
taux d’ADN et d’ARN ovarien (Soltani-Mazouni, 2007).

A I’opposé des ces résultats I’enalapril et lisinopril augmentent le taux des acides
nucléiques chez E. kuehniella (Bensalem & Soltani-Mazouni 2013), le halofenozide et le
tebufenozide augmentent les taux d’ADN et ARN ovariens chez E. kuehniella (Soltani-
Mazouni, 2012). Les données de Benlabiod-Boudraa (1976) concernant I’effet du KK-42, un
inhibiteur de I’hormone de mue, sur I’incorporation in vitro de la thymidine tritiée dans
I’ADN ovarien de T. molitor au cours de la maturation sexuelle, révélent une perturbation de
la synthése d’ADN. Des résultats similaires ont été obtenus aussi chez T. molitor en utilisant
des inhibiteurs de la synthése de la chitine, le diflubenzuron (Soltani-Mazouni & Soltani 1992
Soltani-Mazouni & Soltani 1994; Soltani et al., 1996 ) et chez E. kuehniella (Benjedou 1993)
avec le flucycloxuron. Des doses sublétales de chlorfluazuron, un inhibiteur de la synthese de
la chitine, en application topique sur les chenilles du dernier stade de Spodoptera litura
réduisent significativement les taux des acides nucléiques ovarien (Perven, 2011). Apres
traitement avec un analogue de I’HJ, le farnesyl méthyl éther (FME) des chenilles de
Malacosama americanum, ces derniéres présentent un retard dans le développement ovarien
da a I’inhibition de la synthése d’ADN dans les ovocytes des femelles traitées (Mansingh &
Steele, 1974).

La maturation des ovocytes dépend, entre autres, des métabolites prélevés de
I’lhémolymphe et du matériel synthétisé in situ par I’ovaire (Raikhel et Dadialla, 1992).

Les protéines jouent un rble fondamental dans I’organisme de toutes les espéces
biologiques vivantes connues. Ces dernieres entrent dans diverses réactions et peuvent assurer
la catalyse biochimique, la régulation hormonale et s’integrent dans la cellule comme
éléments structuraux en méme temps que les glucides et les lipides (Jacob et al., 1961).

La reproduction chez les insectes dépend des protéines notamment la vitellogénine
(protéine constituant 80-90% des substances de réserve de I’ceuf) qui est synthétisée dans les
corps gras, cette protéine étant par la suite acheminée et incorporée dans les ovocytes (Koller,
et Raikhel, 1991). La vitellogénine est transformée en vitelline dans les ovocytes (Engelman,
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1979). Des travaux antérieurs ont confirmé la présence de récepteurs sur la membrane des
ovocytes pour les vitellogénines (Amdam et al., 2002).

Le dosage des protéines montre une différence significative dans leurs taux dans les
ovaires des séries traitées par apport aux témoins. Cette diminution observée peut étre
expliquée soit par I'accumulation des vitellogénines dans I'némolymphe en considérant que
I’ECA est responsable de leur clivage en vitellines; ou bien par l'inactivation de la cascade
impliquée dans I'entrée des vitellogénines dans les ovaires par inactivation du récepteur en le
considérant sous la commande de I’ECA.

Les glucides forment un groupe de composés tres importants, certains représentent une
source d’énergie pour les organismes vivants, soit immédiatement utilisable (tréhalose), soit
sous forme de réserves (glycogene) ; d’autres ont un réle structural (cellulose, chitine et acide
hyaluronique). Les glucides, en tant qu’éléments énergétiques, jouent un rdle essentiel dans la
physiologie des insectes. Concernant les glucides, nos résultats montrent une différence entre
les deux séries étudiées. En effet, chez la série traitée on note une diminution hautement
significative du taux de glucides. Cette diminution pourrait étre expliquée par la diminution
du métabolisme de base des ovocytes puisqu'ils sont déja en déficit en protéines.

Les lipides représentent la principale source d’énergie chez les insectes (Beenakers et
al., 1985). lls sont transportés du corps gras, site de leurs synthese et stockage (Keely, 1985 ;
Van Hensden & Law, 1989), vers les organes utilisateurs, notamment les ovaires (Kilby,
1963, Chino et al., 1981) via I’hémolymphe pour étre utilisés lors de la vitéllogénese
(Wigglesworth, 1972). Plusieurs études ont démontrées que les triglycérides dont le corps
gras est le site majeur de stockage chez les insectes, sont une réserve métabolique importante.

Le dosage des lipides montre que le traitement entraine une réduction hautement
significative, cette réduction peut avoir des causes différentes soit une diminution de leur
synthése ou de leur libération dans I'némolymphe par le corps gras, ou une perturbation de
leur incorporation dans l'ovocyte.

Cette diminution dans les taux des métabolites dans les ovaires implique une réduction
de I’accumulation du vitellus indispensables a I’accroissement et la maturation des ovocytes.
Cette diminution est corrélée avec la réduction du nombre d’ovocyte par paire d’ovaires ainsi
que la taille et le volume de I’ovocyte basal.

Des résultats similaires sont observés chez T. molitor traité par application topique au
captopril (Soltani-Mazouni et al., 2007), d’autre inhibiteurs de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine enalapril et lisinopril réduisent les taux des glucides et des protéines
testiculaires, et augmentent ces taux dans les ovaires d’E. kuehniella (Bensalem & Soltani-
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Mazouni, 2013). Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés chez Cydia pomonella
traitée au diflubenzuron (Soltani & Soltani-Mazouni, 1992) et au halofenozide chez B.
germanica (Maiza et al., 2004). L’acide borique diminue également les contenus ovariens en
différents metabolites (Morakchi, 2006, Habes et al., 2013). Chez E. kuehniella le
Tebufenozide et le méthoxyfenozyde ont le méme effet réducteur chez la méme espece
(Khebeb, 2008, Soltani-Mazouni 2012), Des doses sublétales de chlorfluazuron, un inhibiteur
de la synthese de la chitine, en application topique sur les chenilles du dernier stade de
Spodoptera litura réduisent significativement les taux des différent métabolites ovarien
(Perven, 2011). Le captopril entraine la disparition des fractions 3 (206,06 kDa), 5
(150,31kDa) et 10 (42,46 Kda) et des differences dans I’intensité des fractions sont aussi
observées. Le captopril, testé in vivo sur des femelles adultes de T. molitor entraine également
I’absence de 5 fractions protéiques parmi lesquelles on compte la bande suspectée de
représenter un polypeptide de vitellines (142,32 kDa). Selon Michalik (1996) I’'un des
polypeptides majeurs des vitellines chez T. Molitor a un poids moléculaire de 143 kDa
(Soltani-Mazouni, 2007).

A notre connaissance, peu d’études ont abordé I’effet du captopril sur I’aspect qualitatif
des protéines chez les insectes, mais des résultats similaires ont été rapportés avec d’autres
molécules de type insecticides. En effet, le holofenozide testé sur des femelles adultes de T.
molitor entraine également I’absence de 2 fractions protéiques (Taibi et al., 2003) et affecte le
profil des protéines hémolymphatiques chez les nymphes de la méme espece (Lakbar, 1999).
Soltani-Mazouni (2004) montre que les mimétiques des ecdystéroides, le holofénozide, le
tébufenozide et le méthoxyfenozide affectent le profil électrophorétique en diminuant le
nombre de fractions protéiques chez T. moltor Le KK-42, administré in vivo (Zerguine,
1998) et in vitro (Benlabiod-Boudraa, 1997) chez les femelles de T.moltor réduit aussi le

nombre de fractions protéiques ovariennes.

Tous ces résultats ménent a appuyer I’hypothése d’une action du captopril sur la
composition biochimique des métabolites ovarien via une interférence entre la vitellogénése
_son contrble, déja démontrée sur la réduction de la taille des ovocytes. La chute des
concentrations ovariennes, suggére une perturbation de la synthése et la libération de ces
substances dans le corps gras (Soltani-Mazouni & Soltani, 1992). Une perturbation des
processus de captation de ces molécules par les ovocytes impliquant une réduction de
I’accumulation du vitellus indispensable a I’accroissement et la maturation des ovocytes reste

envisageable.
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3.5. Effet sur le potentiel reproducteur

Chez E. kuehniella, les étapes de la vitellogénese s’effectuent pendant la vie nymphale,
I’accouplement et la fécondation ont lieu pendant les 12 premiéres heures aprés I’exuviation
adulte (période de préoviposition) et la période d’oviposition dure 3 a 4 jours (Taibi, 2007 ;
Khebeb et al., 2008 : Soltani-Mazouni et al., 2011). Nos résultats montrent que le captopril
affecte significativement le potentiel reproducteur des femelles d’E. kuehniella. En effet, le
traitement des chrysalides femelles dés leur exuviation nymphale réduit la durée de la période
d’oviposition, la fécondité et la viabilité des ceufs, bien que la période de préoviposition ne
semble pas étre significativement affectée. Des résultats similaires ont été rapportés apres
I’administration du captopril & S. littoralis ou la période de d’oviposition a été réduite
(Vercruysse et al., 2004). Chez E. kuehniella le methoxyfenozide, réduit la durée de la
période d’oviposition, la fécondité et la viabilité des ceufs (Soltani-Mazouni & Hami, 2012).

En outre, des études antérieures ont révélé que I’administration des agonistes des
ecdystéroides par voie orale ou par application topique peut produire a long terme des effets
toxiques chez les adultes des espéces cibles. En effet, le tébufénozide, le méthoxyfénozide et
le halofénozide affectent négativement la fécondité et la fertilité chez plusieurs lépidoptéres et
coléopteres comme Choristoneura rosaceana, Cydia pomonella, Spodoptera  exigua,
Spodoptera littoralis, Leptinotarsa decemlineata et T. molitor (Farinos et al., 1999, Knight,
2000, Sun et al., 2000, Taibi et al., 2003, Osorio et al., 2008, Pineda et al., 2009).

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

L’impact sur le potentiel reproducteur a été mis en évidence aussi avec les analogues de
I’lhormone juvénile chez de nombreuses espéces. En effet, le pyriproxyfene utilisé in vivo par
application topique chez les femelles adultes de T. molitor affecte significativement leur
potentiel reproducteur. 1l augmente la durée de la période de préoviposition et diminue la
fécondité et la durée du développement embryonnaire (Lakbar, 1999). Aussi, le traitement des
ceufs par le pyriproxyféne et le buprofézine (inhibiteur de la synthése de la chitine) réduisent
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la viabilité des ceufs, la période d’oviposition et la production d’ceufs chez un Coléoptere
prédateur d’Homoptéres Delphatus catalinae (Tong-Xian et al., 2004). Des résultats
similaires ont été trouvés aprés I’administration du pyriproxyfene sur des nymphes d’Aphis
glycines ou le traitement provoque une réduction de la fécondité des adultes femelles a 79%
par rapport aux témoins (Richardson & Lagos, 2007). Le fénoxycarbe, agoniste de I’hormone
juvénile, prolonge la période de préoviposition, réduit la période d’oviposition, la fécondité
des femelles et supprime a 100% I’éclosion des ceufs (Taibi, 2000). L’application du
fénoxycarbe induit la stérilité des adultes chez Choristoneura fumiferana (Dhadialla et al.,
1998). Chanbang et al., (2008). Athanassiou et al. (2011) ont montré que I’application du
méthoprene, un autre analogue de I’hormone juvénile sur les surfaces de riz entraine une
réduction de la fécondité des femelles de Rhyzopertha dominica et réduit a 26% I’éclosion des
ceufs par rapport au témoin qui est a 85%. Ghasemi et al. (2010) ont montré que le
pyriproxyfene réduit significativement le contenu ovarien en métabolites (Lipides, protéines)
capté pendant le développement ovarien chez Plodia intepunctella. La méme raison pourrait

étre la cause de la réduction de la fécondité et de la viabilité des ceufs chez E. kuehniella.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La présente étude vise a préciser les effets et le mode d’action d’un médicament
hypotenseur, le captopril, un inhibiteur de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA),
sur le développement et la reproduction d’un ravageur des denrées stockées E. kuehniella.

Le captopril a été administré par application topique, a I’émergence des chrysalides
femelles d’E. kuehniella (Lépidoptére), dont le but est d'inhiber I'enzyme de conversion de

I’angiotensine, afin de connaitre son r6le chez les insectes.

L’analyse quantitative des ecdystéroides a été effectuée par une méthode immuno-
enzymatique (EIA) au cours du temps durant la métamorphose dans le corps entier des
chrysalides femelles, révele la présence de deux augmentations dans les taux des
ecdystéroides, la premiere au troisieme jour et une seconde au cinquiéme jour de la vie
nymphale. Le traitement augmente les taux des ecdystéroides. Ces variations des taux
d’ecdystéroides au cours de la métamorphose des chrysalides femelles d’E. kuehniella sont

avec les événements épidermo-cuticulaire.

L’ensemble des résultats obtenus montre que le captopril n’a aucun effet sur les taux des
acides nucléiques dans le tégument des chrysalides femelles au cours du temps durant la
métamorphose. L’analyse électrophorétique menée sur les protéines cuticulaires au cours du
temps durant la métamorphose, met en évidence 10 fractions protéiques. Les chrysalides
traitées au captopril présentent le méme profil électrophorétique que les témoins, sauf un
retard dans I’apparition de la fraction 9 chez les témoins jusqu’au cinquiéme jour de la vie
nymphale.

Les mensurations des cuticules sécrétées par le tégument au cours du temps durant la
métamorphose ont été réalisées sur des coupes semi-fines préparées selon la technique
conventionnelle de microscopie électronique. L’épaisseur de la cuticule nymphale augmente
significativement avec I’age pour atteindre un maximum au troisiéme jour de la vie nymphale
et décroit par la suite en raison de la digestion des couches profondes de I’ancienne cuticule.
La nouvelle Cuticule ou la cuticule pré-exuviale adulte est secrétée immédiatement apres
I’apolyse (troisieme jour), les épaisseurs augment progressivement pour atteindre un

maximum a la veille de I’exuviation adulte.
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Le captopril augmente I’épaisseur de la cuticule totale dés le premier jour de la vie
nymphale, jusqu’au cinquiéme jour et I’épaisseur la nouvelle cuticule au cinquieme jour de la

vie nymphale.

L’étude morphométrique des ovaires, révele une perturbation de la croissance et le
développement des ovaires d’E. kuehnielle. En effet le captopril réduit le poids frais des
ovaires, le nombre d’ovocyte par paire d’ovaires, la taille et le volume de I’ovocyte basal au

cours de la maturation sexuelle. Ce médicament réduit I’épaisseur du chorion.

L’évaluation des effets du captopril sur le taux des ecdystéroides ovariens, montre que le

traitement augmente le taux des ecdystéroides ovarien par rapport aux témoins.

Sur le plan biochimique, il a été constaté que ce traitement réduit significativement le
taux des acides nucléiques ovariens, de plus le captopril provoque une diminution hautement
significative des métabolites ovariens et modifie le pattern protéique par I’absence de trois
fractions protéiques.

Au regard de toutes ces résultats, il semblerait que la réduction des métabolites ovariens
apres traitement pourrait s’expliquer par une diminution des vitéllogénines dans le corps gras
ou une perturbation des processus de captation de ces molécules par les ovocytes. Le
traitement avec le captopril induit une réduction de la fécondité et de I’éclosion des ceufs, en
rapport avec la production d’ecdystéroides puisque une augmentation des taux des
ecdystéroides libres est enregistrée apres traitement dans les ovaires chez E. kuehniella. De
plus, la réduction des taux des métabolites ovariens suggére une interférence avec la

vitellogénese affectant a son tour le potentiel reproducteur.

Ainsi, il serait intéressant, d’établir chez E. kuehniella, une analyse quantitative et
qualitative des ecdystéroides dans les ceufs pondus , effectuer un dosage des vitéllogénines
puis confirmer I’action de cette enzyme dans la reproduction des insectes, avec d’autres

recherches sur les males.

87



Réesumeés



Résumés

RESUME

Le peu de travaux réalisés sur le rdle de I’enzyme de conversion de I’angiotensine dans
la reproduction et le développement des insectes nous a conduit a réalisé cette étude dans le
but d’inhiber cette enzyme par le captopril un médicament souvent utilisé dans le traitement
de la tension artérielle chez les mammiféres, afin de mieux connaitre son effet par apport aux
témoins.

Nos expérimentation ont été menées dans le but d’examiné I’effet du captopril
administré par application topique sur des chrysalides femelles d’un ravageur des denrées
stockées Ephestia kuehniella (Lépidoptéra, pyralidae) nouvellement exuviées a la dose de
10ug/2ul d’acétone. Le captopril a été évalué sur le développement et la reproduction.

Développement : la premiére série d’experiences a été réalisée en vue de déterminer
I’impact du captopril sur les taux des ecdystéroides réalisée par une méthode immuno-
enzymatique dans le corps entier des chrysalides d’Ephestia kuehniella, au cours du temps
durant la métamorphose, On note I’effet stimulateur du captopril sur la production hormonale,
I’analyse quantitative révele la présence deux augmentations une premiére au troisieme jour
de la vie nymphale et une seconde au cinquiéme jour, concernant I’effet du captopril sur les
taux des acides nucléiques, la qualité des protéines cuticulaires et le processus de sécrétion
cuticulaire chez les chrysalides femelles durant la métamorphose. L’inhibition de I’enzyme de
conversion de I’angiotensine par I’application du captopril n’a aucun effet sur les taux des
acides nucléiques, le profil électrophorétique des protéines cuticulaires ne montre aucune
différence entre les témoins et les traités, La détermination de I’effet du captopril sur le
processus de secrétion cuticulaire, les observations au microscope optique indiquent que le

captopril augmente I’épaisseur de la cuticule totale et nymphale.

Reproduction : les effets de cette molécule a été étudier, sur la morphométrie
(nombre d’ovocytes par paire d’ovaires et la taille de I’ovocyte basal, I’étude structurale des
ovocytes basaux des femelles adultes, I’épaisseur du chorion), un dosage immuno-
enzymatique de I'normone de mue (ecdystéroides) le potentiel reproducteur (la durée de la
période de pré-oviposition, période d’oviposition, nombre d’ceufs pondus et pourcentage
d’éclosion), la biochimie de I’ovaire (taux des acides nucléiques, protéines, glucides et

lipides), une analyse qualitative des protéines ovariennes et le potentiel reproducteur (la
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durée de la période de pré-oviposition, période d’oviposition, nombre d’ceufs pondus et
pourcentage d’éclosion). Le captopril augmente le taux des ecdystéroides ovariens, réduit de
maniere significative le poids frais des ovaires, le nombre d’ovocytes, la taille de I’ovocyte
basal, I’épaisseur du chorion, et les taux des acides nucléiques ainsi les différents
métabolites ovariens. L’électrophorése effectuée, sur PAGE- SDS, révéle une modification

du profil électrophorétique des protéines ovariennes en diminuant le nombre de fractions.

Mots clés : Ephestia kuehniella, enzyme de conversion de I’angiotensine, captopril,
développement, reproduction.
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SUMMARY

Few works realised on the role of enzyme of conversion of angiotensin (ACE) in the
reproduction and development take us to realise, this study with an aim of inhibiting this
enzyme by the captoril a drug often to use in treatment of blood pressure in the mammals, in
order to know its effect by contribution with control series

Our experiments were conducted in order to examine the effect of captopril applied
topically to female pupae out on a stored product pest, Ephestia kuehniella (Lepidoptera,

pyralidae), newly moulted at 10 pg/2ul of acetone.

Development: The first experiments was carried out in order to determine the effects of
captopril on amount of ecdysteroids in the body during pupal development and on.the
quantity of nucleic acid, on the cuticule secretion during metamorphosis, profil
electrophoretic of proteins. The inhibition of this enzyme, by using the captopril does not
affect the amount of ADN and ARN integument. The observation made with photonic
microscope on the cuticle secretion indicate that the captopril increase the thickness of total
cuticle and a new cuticle. Captopril does not affect ecdysteroid production was measured by
a enzymo-immunoassay in the whole body during the pupal stage of E. Kuehniella.Traitment
with captopril increase the amount of ecdysteroids in the body during pupal development, the

quantitative analysis reveals the presence of two peaks one at third and another at fifth day.

Reproduction: The effects of this molecule was studied, on morphometry (ovarian
weight, number of eggs in paired ovary and size of the basal oocyte), the determination of the
amount of ecdysteroids by the immuno-enzymatic assay. The compound increase rate of
ovarian amount of ecdysteroids also the biochemistry of ovary (on amounts nucleic
acid, proteins, carbohydrates and lipids; the qualitative analysis of the ovarian proteins and the
reproductive potential (duration of the pre-ovipotion, duration of the oviposition, number of
eggs laid and hatching percentage). Captopril reduces significantly the weight of ovaries, the
number of oocytes, the size of basal oocyte, quantity of different ovarian metabolites and
nucleic acid. The electrophoresis profile reveals the absence of tree bands at the treated series.

Keywords: Ephestia kuehniella, angiotensine converting enzyme, growth, development,

reproduction, Captopril,
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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).

Mots clés : Ephestia kuehniella ; Métamorphose ; Hormones ; Ecdystéroides ; Cuticule.
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.

Auteur correspondant: nadia_mazouni@yahoo.fr (Nadia Soltani-Mazouni)
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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 - C
:
33 a a
g;" 150 A a
8 i 100 A d
g = 50 A '—‘—‘
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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