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Effects of the herbicide dichlobenil on mitotic instability
and haploidization of diploid strains of
Aspergillus nidulans
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Summary : The herbicide dichlobenil was compared with the standard haploidizing
chemicals, benomyl and p-fluorophenylalanine, for its effects on mitotic stability and
haploidization of diploid colonies of A. nidulans. Three different diploid strains were
used so that the influence of a gene conferring resistance to dichlobenil (dicA) on
mitotic stability could also be determined. Diploid colonies homozygous for the nor-
mal allele (dicAS // dicAS) and the mutant allele (dicAr // dicAT) or heterozygous at
this locus (dicAT // dicAS) were transferred to dishes of CM and CM supplemented
with dichlobenil, benomyl or pfa and incubated at 37°C. The number of sectors sco-
red after 4 and 8 days incubation was used as a measure for mitotic instability. This
investigation has shown that dichlobenil causes an increase in the somatic instability
of A. nidulans diploids, and is as effective as the haploidizing chemicals benomyl and
p-fluorophenylalanine (pfa) in generating haploid sectors.

Key words : Dichlobenil, Aspergillus nidulans, Mitotic instability, Haploidization
benomyl, p-fluorophenylalanine.
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INTRODUCTION :

Dichlobenil (2, 6-dichlorobenzoni-
trile) is structurally similar to aroma-
tic hydrocarbon fungicides. Leroux
and Fritz (1984) classified dichlobenil
with the aromatic hydrocarbon fungi-
cides on the basis that fungi are cross-
resistant to these chemicals. It is used
as a selective herbicide for safe clean-
up of annuel and perennial weeds in
agriculture and horticulture. This her-
bicide inhibits actively growing
meristems (Koopman and Daams,
1960). Although it has not been used
as a fungicide, its antifungal proper-
ties have been described by Leroux
and Fritz (1984).

Several fungicides are known to
interfere with the process of mitosis.
For example, members of the benzimi-
dazole group (e.g. benomyl, thiaben-
dazole, thiophanate-methyl) intrefere
with nuclear and cellular division by
inhibiting assembly of microtubules
(Oakley and  Oakley, 1989).
Griseofulvin interferes with the mito-
tic spindle in A. nidulans (Crackower,
1972) and Basidiobolus ranarum
(Gull and Trinci, 1973). Kappas ans
Georgopoulos (1974) concluded that
the sites of action of griseofulvin and
benomyl were different, since the benl
mutant of A. nidulans (Hastie and
Georgopoulos, 1971), which was high-
ly resistant to benomyl, was as sensiti-
ve to griseofulvin as the wild type.
Studies with chloroneb have shown

that it might act directly or indirectly
on DNA synthesis in Rhizoctonia sola-
ni (Hock and Sisler, 1969) and
Ustilago maydis (Tillman and Sisler,
1973). These compounds also cause
instability of diploid strains of A. nidu-
lans by increasing the frequency of
somatic segregation (Hastie, 1970 ;
Kappas et al., 1974), which is further
evidence that they interfere with
nuclear function. The effects of actino-
mycin D and benomyl on diploids of
A. nidulans were due to at least three
different mechanisms : nondisjunc-
tion, mitotic crossing over, and chro-
mosome breakage-deletion according
to kappas (1978).

In addition to their ability to induce
somatic segregation, some fungicides
may also have mutagenic effects. For
example, benzimidazoles, captan, daco-
nil and dithane were found to cause
point mutations in several microbial
systems (Martinez-Rossi and Azevedo,
1987). Therefore, newly developed fun-
gicides should be examined carefully
for their ability to perform mutagenic
activities ; if a particular fungicide
appears to be mutagenic, it should not
be used on food crops.

MATERIAL :

Strains :

The strians of Aspergillus nidulans
used in these studies were subcultures
of stocks from the Sheffield Univer-
sity collection (Chabani, 1990).



Media :

This was a modified form of
Czapek-Dox (Pontecorvo et al.,
1953), Complete medium (CM) were
stored as 10X concentrates at 4°C
over chloroform, diluted to working
strength with distilled water and soli-
dified with 2 % (w/v) Steetley agar,
and sterilized by autoclaving at 15 psi.
for 15 min.

METHODS :

The technique of Ingle and Hastie
(1974) for studies of Verticillum
alboatrum was modified for use with
Aspergillus nidulans in order to obtain
heterokaryon and diploid strains.

Homozygous fungicide sensitive
(dicAs // dicAS), homozygous resistant
(dicAr // dicAr) and heterozygous
(dicAr // dicAS) diploids were synthe-
sized. Individual germinated diploid
conidia on small blocks of medium
were transfered to the centres of dishes
of CM or CM supplemented with 50
ng/ml dichlobenil or p-fluorophenyla-
lanine, or 0.25 pg/ml benomyl. The
numbers of sectors were counted after
4 and 8 days incubation at 37°C. The
sectors from every colony were classi-
fied as haploid according to their coni-
dial size (Roper, 1971).

RESULTS :

Microcolonies homozygous for the
normal allele (dicAS// dicAS) and the
mutant allele (dicAr // dicAr) or hete-
rozygous at this locus (dicAS // dicAr)

were transferred to dishes of CM and
CM supplemented with 50 pg/ml
dichlobenil, 0.25 pg/ml benomyl or 50
ug/ml pfa, and incubated for 8 days at
37°C. In all experiments 30 colonies of
each diploid were tested on each
medium. The number of ‘sectors’
visible after 4 days and 8 days was
used as a measure of the mitotic (soma-
tic) instability of the diploid colonies
under the various conditions of growth.
The ‘sectors’ scored were clearly defi-
ned sectors which were clearly diffe-
rent from the main colony in conidial
colour of hyphal pigmentation.

The effects of dichlobenil, benomyl
and pfa on sectoring of dicAS // dicAs,
dicAr//dicAT and dicAS//dicAT diploids
are illustrated in Figure 1 and Table I.

These results show that all of the che-
micals are effective in causing an in-crea-
se in somatic instability. Compared with
the control medium, CM, there are more
sectors, and the sectors appear more
quickly, on CM containing any one of the
chemicals tested. The sectors on medium
supplemented with pfa were often mor-
phologically abnormal, with stunted
conidiophores and poor pigmentation (it
was often difficult to distinguish areas of
the colonies bearing green conidiophores
from those with yellow or white conidio-
phores). The sectors on medium supple-
mented with dichlobenil or benomyl
were usually easy to identify, since the
conidiophores were nearly always nor-
mal in structure and colour. Quantitative
date comparing the effects of dichlobenil
with the standard haploidizing chemicals
benomyl and pfa are given in Table 1.




In regard to the homozygous sentiti;
ve diploid (dicAS // dicAs), dichlobenil
increased the number of sectors when

compared with the same diploid colo-
nies growing on CM. There was very
little difference between the number of
sectors induced by dichlobenil, beno-
myl and pfa (Table I), but those on CM
containing benomyl or pfa (Table I),
but those on CM containing benomyl
or pfa were quicker to develop than
those on CM containing dichlobenil.

In regard to the resistant diploids
(homozygous, dicAr // dicAr, and hete-
rozygous, dicAr // dicAS), dichlobenil
was much more effective than either of
the other chemicals in causing somatic
instability. On CM supplemented with
dichlobenil, there were more sectors and
the sectors appeared more rapidly (Table
I). Compared with pfa, dichlobenil indu-
ced approximately 2 or 3 times the num-
ber of haploid sectors (Figure 1).

The presence of the resistance gene
dicAr, in heterozygous or homozygous
condition, had little effect on the frequen-
cy of sectoring or haploidization on CM
containing benomyl or pfa. However, it
did influence the number of sectors and
the rate at which they arose from the
colonies on CM containing dichlobenil.
For example, the dicAS // dicAS diploid
on dichlobenil-containing medium pro-
duced 7 sectors after 4 days (Table I)
whereas the dicAS // dicAr and dicAr //
dicAr colonies produced 83 and 82 sec-
tors, respectively, after the same period of
growth (Table I). The dicAr allele also
influenced the rate at which sectors emer-
ged from colonies on CM. Comparing
the number of sectors after 4 days, there
was only 1 from the dicAS // dicAS
diploids, but 11 and 12, respectively,
from the dicAS // dicAT and dicAr /
dicAr diploids (Table I).

Table I : Effect of dichlobenil, benomyl and pfa on sectoring and haploidization of a
diploid strains of A. nidulans homozygous sensitive (dicAS // dicAS), heterozygous
resistant (dicAT // dicAS) and homozygous resistant (dicAr // dicAT) for the fungicide-

resistance gene dicA.

Total Number Number of sectors | Number of haploid
of sectors after per colony after | sectors per colony
Diploid Media 4 days 8 days 8 days after 8 days
CM 1 29 0,96 04
_ ) CM + Dichio 7 74 25 1.9
dicAS // dicAS [CM + Benomyl ‘ 25 77 26 1.1
Cm + pfa 40 88 29 1.4
CM " 22 0,73 07
) . CM + Dichlo 83 131 44 2,9
r S ‘ :
icAT // GICAS TENT Benomy! 2 74 25 1.0
Cm + pfa 31 66 2.2 0,9
CM 12 23 0,76 04
dicAr // dicAr | CM + Dichlo 82 107 36 2,5
CM + Benomyl 20 75 25 1.3
Cm + pla 28 93 31 1.6
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Figure 1 : Effect of dichlobenil, benomyl and pfa on haploidization
of three diferent diploids of A. nidulans.

DISCUSSION :

This investigation has shown that
dichlobenil causes an increase in the
somatic instability of A. nidulans
diploids, and is as effective as the
haploidizing chemicals benomyl and
pfa generating haploid sectors. Most
of the sectors produced by dichlobenil
and benomyl were morphologically
norml and easy to detect, whereas
those produced on pfa-supplemented
medium were often morphologically
abnormal and difficult to distinguish
from the rest of the parent colony. On
the basis of these tests, dichlobenil
should be a good haploidizing agent
for use in genetic studies of A. nidu-
lans to assign new mutant genes to
particular linkage groups.

Several aromatic hydrocarbon fungi-
“ides have been found to increase sec-

toring (somatic segregation) of diploid
colonies of A. nidulans (Georgopoulos
et al., 1976). This ability to interfere in
some way with mitotic division is one
of the criteria used to classify various
herbicides and fungicides into the same
‘family’. The data on mitotic segrega-
tion presented in this work, together
with the cross-resistance of dichlobenil
resistant mutants to aromatic hydrocar-
bon fungicides (Chabani and Grindle,
1990), indicate that dichlobenil should
be classified with this group of fungi-
cides. Using the same criteria,
Georgopoulos et al. (1979) suggested
that the dicarboximide fungicides,
iprodione, procymidone, and vinclozin
should be classified with aromatic
hydrocarbons.

The ‘induced sectoring test’ used
here for the recognition of chemicals
that interfere with nuclear processes




has been used by many workers
(Morpurgo, 1961 ; Georgopoulos et al.,
1976 ; Bignami et al., 1977 ; Gualandi
and Bellincampi, 1981). Furthermore,
Georgopoulos et al., (1976) found that
the frequency of mitotic segregation
was completely unaffected by chemi-
cals known to interfere with processes
unrelated to nuclear division ;
examples of such chemicals are poly-
oxin D, which inhibits chitin synthesis
(Keller and Cabib, 1971 ; Misato and
Kakiki 1977), tiarimol, which inhibits
ergosterol biosynthesis (Ragsdale,
1975; Kato et al., 1975 and cyclohe-
mixyde, which interferes with proteine
synthesis (Kerridge, 1958). In sharp
contrast, compounds which are known
to act within the cell nucleus increase
the frequency of somatic segregation;
examples of such chemicals are actino-
mycin D, which intercalates into DNA
(Dekker, 1977), grisoefulvin, which
causes a breakdown of mitotic spindles
(Gull and Trinci, 1973), and benomyl,
which binds to the microtubules
(Davidse, 1973).

Although the way in which aromatic
hydrocarbon fungicides interfere with
nuclear processes is not understood.
Two suggestions have been made in
this regard. Azevedo et al (1977) wor-
king with chloroneb,suggeted that
non-disjunction of chromosomes is
the mechanism involved. This implies
action on the mitotic spindle, Kappas
(1978), on the other hand, suggested
that diploid recombinants induced by
chloroneb and dichloran are produced
by a breakage deletion mechanism,
indicating that the chromosome itself

is the site of action of these fungi-
cides. Whatever is the mechanism
involved, it seems likely from this
study that the herbicide dichlobenil
interferes with the same nuclear pro-
cess(es) as aromatic hydrocarbon and
dicarboximide fungicides.

Several studies on the mode of
action of dichlobenil in plants have
indicated that this herbicide acts
mainly on cell walls (Montezino and
Delmer, 1980 ; Galbraith and Shields,
1982). However, Hassal (1982) obser-
ved that dichlobenil affects cell divi-
sion and alters the apparence of nuclei
and chromosomes (granular nucleij
and blotchy chromosomes). Il is
conceivable that the primary effect of
dichlobenil is to cause damage to the
cell wall by preventing cell wall syn-
thesis (Meyer and Herth, 1978 ;
Galbraith and Shields, 1982), and that
abnormal nuclear division is one of
the consequences of abnormal func-
tioning of the damaged cell wall. In
view of the information on the action
of dichlobenil, and knowledge that
fungal mutants show cross-resistance
to dichlobenil and dicarboximide fun-
gicides, it is surprising that fungicide
biochemists have not linked the action
of these fungicides to cell wall synthe-
sis.

In conclusion, we can say that the
herbicide dichlobenil causes a sub-
stantial increase in mitotic instability
(somatic segregation) and haploidiza-
tion of A. nidulans diploids, and there-
by ressembles haploidizing agents
such as pfa, benomyl, aromatic hydro-
carbons and dicarboximides.
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Caractéristiques du régime alimentaire des insectes xylophages
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Résumé : Ce travail est une synthése des résultats de travaux personnels réalisés
sur Phoracantha semipunctata F. comparés a d’autres travaux réalisés sur la
xylophagie des insectes. Il traite des différentes formes d’adaptation a ce type ali-
mentaire résultant d’une longue évolution du couple plante-insecte. Les diffé-
rentes études menées dans ce cadre montrent, clairement, que le tube digestif de ces
insectes représente, tant sur le plan morphologique et anatomo-histologique que
biométrique, la plus significative forme d’adaptation a la xylophagie. A I’ensemble
de ces adaptations, s’ajoutent des spécificités enzymatiques et un ajustement des
piéces buccales en rapport avec la nature chimique et physique d’un aliment sec
et faible valeur nutritive qui est le bois.

Mots-Clés : Xylophagie, Adaptation, Tube digestif, Cellulases.

Summary : This note is a synthesis of the studies realised on the xylophagy of
insects. It discusses the different forms of adaptation to this food type resulting
from long evolution of the couple plant- insect. The study shows clearly that the
digestive tube of these insects represents, as much on the morphological and ana-
tomo- histological plan as on the bio- metrical one, the most significant form of
adaptation to xylophagy. To all these adaptation, are added enzymatic specifities
and an adjustement of buccal pieces in relation with the chemical and physical
nature of a dry food of low nutritive value, which is wood.

Key words : Xylophagy, Adaptation, Digestive tube, Cellulases.




INTRODUCTION :

La xylophagie représente un type
alimentaire trés complexe et continue
de soulever des difficultés pour la
détermination précise de tous les com-
posés qui contribuent & la nutrition de
ces insectes.

Ces difficultés sont d’autant plus
grandes que chaque espéce d’insecte
possede un habitat bien défini (EPPO/
CABI, 1992) dont les principales par-
ticularités rappelées par Linstley
(1959), se rapportent :

- a l’essence forestiere attaquée.

- al’état du bois.

- al’emplacement de I’insecte dans le
bois.

L'introduction de cette notion de
spécificité vis-a-vis de la plante, tra-
duit plusieurs formes d’adaptation
(OEPP/EPPO, 1990) marquées entre
autre, par un ajustement des piéces
buccales 3 la nature physique du
milieu nutritionnel, Toutefois, les plus

importantes formes de cette adaptation
S€ rapportent essentiellement aux :
- Caractéristiques du tube digestif ;
- Spécificités enzymatiques.

Ce travail est une contribution 2
I"approfondissement de nos connais-
SANCes sur les caractéristiques nutri-
tionnelles et digestives des insectes
xylophages. | apporte en outre,
Q}lelques informations sur la spécifici-
t€ de leur régime alimentaire en rap-
Port avec Iimportance et la particula-
rité de I’équipement enzymatique
entre les différentes especes d’un
méme groupe d’une part et les diffé-

10

rents stades biologiques de la méme
espece d’autre part.

MATERIEL ET METHODES :

Le matériel biologique utilisé est issu
de nos élevages menés sur un milieu ali-
mentaire semi-artificiel permettant la
meilleure croissance et I’obtention des
adultes. La mise au point de ce milieu
nutritionnel, tant sur le plan de sa com-
position chimique que dans sa structure
physique, a fait 'objet d’une étude
menée selon les procédés spécifiques a
ces insectes (Walbauer, 1968) et ciblant
les aspects quantitatif et qualitatif de la
nutrition chez les insectes xylophages.

Pour les études d’histologie, d’histo-
chimie et d’ultra-structure du tube
digestif des larves de P. semipunctata
F., elles ont été réalisées selon les
modes opératoires expos€s dans les
trait€és de Lison (1960), de Pearse
(1960) de Martoja & Martoja, Pierson
(1967) et de Gabe (1968).

Quant a I’étude des activités enzy-
matiques du tube digestif elle a été
menée suivant le protocole habituel
déja décrit en détail par Courtois &
Chararas (1980). Elle a concerné aussi
bien le bol alimentaire des insectes
que les déjections récoltées au fur et a
mesure 2 la fin du transit intestinal.

L’extrait enzymatique est constitué,
eu égard a la complexité du processus
nutritif, de substrats naturels rencon-
tres chez les végétaux (oligosaccha-
rides et polysaccharides) et de sub-
strats chromogénes, synthétisés artifi-
ciellement (hétérosides).




Les activités osidasiques sont éva-
luées soit par la méthode de Somogyi
(1945) et Nelson (1944), modifiée et
adaptée par Courtois & Poisson
(1980), soit par la méthode calorimé-
trique du glucose-oxydase (Trinder,
1969 in Courtois & Poisson 1980).

RESULTATS ET DISCUSSION :

Caractéristiques du tube digestif :

Le tube digestif représente, tant sur
le plan anatomo-histologique et mor-
phologique que biométrique, la plus
significative forme d’adaptation a la
xylophagie.

A ce titre, nous notons que le rap-
port important est pratiquement
constant entre la longueur du tube
digestif et la taille de ces insectes, met
en évidence I’existence d’un long
transit intestinal devant permettre une
utilisation suffisante du milieu nutri-
tionnel de faible valeur nutritive.

Dans ce cadre, nous rappelons les
différentes valeurs des ccefficients rele-
vés chez certains insectes, i savoir :

- Ergates faber (cerambycidae)
2,8 ; C. Chararas, 1981.

- Certains scolytidae : 2,4 ; C. Chara-
ras, 1983.

- Raghium inquisitor (cerambycidae) :
2,3 ; M.RIBA - 1976.

- Phoracantha semipunctata (ceram-
bycidae) : 2,2 ; A. Moumen, 1985.

Une étude plus approfondie du tube
digestif de la larve de P. semipunctata
F. par exemple, montre que le mésen-
teron, partie réellement digestive,
représente la portion la plus importan-
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te du segment intestinal : 48,5 % et
permet ainsi une action optimale des
osidases sur les particules du bois.

Le stomodeum quant 2 lui, ne repré-
sente morphologiquement qu’un
simple et bref tube chez ces insectes
dits «primitifs» : 7% du tube digestif
des laves de P. semipunctata F.

Par contre, chez la plus part des
autres insectes, I’intestin antérieur se
différencie en plusieurs régions spé-
cialisées au point de vu fonctionnel :

- Stockage des aliments : rdle du
jabot,

- Hydrolyse du bol alimentaire : cas
des abeilles,
- Broyage des aliments solides : role

du gésier.

Par ailleurs, le proctodeum se dis-
tingue sur le plan anatomo-histolo-
gique par une importante assise mus-
culaire au niveau de I’iléon-colon,
suivi d’un rectum caractéristique des
insectes xylophages par la présence de
six faisceaux de muscles longitudi-
naux disposés en longs canaux autour
de la panse rectale ou viennent s’insé-
rer en alternance, les six tubes de
Malpigh réalisant ainsi que le disposi-
tif cryptosolénique.

Ce type de cryptonéphridisme dit
«primitif» selon Poll (1936), se
retrouve chez la plupart des insectes
xylophages permettant ainsi :

- une bonne récupération de I'’eau d’un
aliment sec et maintenir ainsi, une
teneur hydrique suffisante en milieu
interne ;

- une élimination de déjections dessé-
chées.




Spécificités enzymatiques :

A I'ensemble de ces adaptations
résultant d’une longue évolution du
couple biologique plante-insecte,
s’ajoutent des spécificités enzyma-
tiques en rapport avec la nature chi-
mique du substrat.

Dans ce cadre et de facon générale,
les insectes tirent leurs principales
ressources énergétiques a la faveur de
I"importante activité des o-Glucosida-
ses (invertases-maltase, etc...) sur des
glucides simples que sont le saccharo-
se et le maltose.

Ces derniers sont rapidement hydro-
lysés pour permettre a I’insecte de dis-
poser d’une source d’énergie facile-
ment assimilable grice au glucose et
au fructose ainsi formés.

Pour ces oligosaccharides, la poche
gastrique constitue la portion dans
laquelle s’effectuent les plus impor-
tantes hydrolyses enzymatiques, met-
tant ainsi a la disposition des insectes
adultes une fraction importante de

CELLULOSE

N

Cellulases

N

/ CELLOBIOSES
/Cellulases
BLANOSE
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glucides de réserve nécessaire aux
vols prolongés.

A cette régle, les insectes xylophages se
démarquent grice a I'importante activité
des B-Glucosidases (cellobiases) sur cel-
lobioses et surtout la présence de
Cellulase, leurs permettant d’utiliser des
composés complexes que sont la cellulo-
se et le blanose. La compartimentation de
ces activités osidasiques sur des glucides
complexes que sont les polysaccharides,
relevées chez les larves de P. semipunc-
tata F, par exemple, renforce I’hypothése
avancée par certains auteurs quant a la
nécessité de séparer le mésenteron en
plusieurs segments fonctionnels.

C’est ainsi que les principales activi-
tés B-Glucosidasiques situées dans la
2e¢me partie de l'intestin moyen ne
peuvent que faciliter de cette facon,
une utilisation rationnelle et efficace
du cellobiose qui apparait lors de la
transformation préalable de la cellulo-
se par les cellulases selon le processus
d’hydrolyse suivant :

B-Glucosidases



Cette spécialisation trés marquée de
’intestin moyen, en rapport avec le
lieu d’habitat de I’insecte, est étroite-
ment lié a :

- La proportion de la cellulose conte-
nue dans le milieu nutritionnel de I’in-
secte variable selon les essences de 40
a 62 % du poids sec ;

- L’état physiologique de la plante
hote, qu’on peut classer en trois caté-
gories :

- Sujet sain et vigoureux

- Sujet déficient

- Sujet pourri et décomposé

I1'y a lieu de noter a cet effet, que les
recherches portant sur I’origine de ces
cellulases ont permis de classer les
insectes xylophages en trois groupes :
- Ceux qui s’attaquent au bois
vivant : dans ce cas les cellulases sont
secrétées par I’épithélium intestinal
ex : P.semipunctata F.

- Ceux s’attaquent au bois sec mais
non pourri : dans ce cas, ’insecte
digere la cellulose a I’aide de cellu-
lases propres (ex : Hulotrupes) ou 2
I'aide de leurs symbiotes (ex : les
Termites).

- Ceux qui s’attaquent au bois
décomposé : dans ce cas, les micro-
organismes symbiotiques participent
partiellement a I'attaque de la cellulo-
se (ex : Cétoines).

CONCLUSION

Ces différentes formes d’adapta-
tions, caractérisées par des préfé-
rences et des besoins bien déterminés,
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sont précédées par une phase prélimi-
naire portant sur le choix et I’identifi-
cation de la plante-h6te. Ainsi les
insectes xylophages, au méme titre
que les autres insectes, marquent sou-
vent des préférences nettes pour une
espece végétale donnée.

Cette relation chimique est codifiée
par des substances dites «secon-
daires» tres caractéristiques des diffé-
rentes espéces botaniques ; leur pré-
sence, leur concentration et méme leur
combinaison interviennent dans la
sélection de la plante-hdte, 1’appeten-
ce, la prise alimentaire ainsi que sa
poursuite.

Dans ce cadre, il est a signaler
qu’une ablation des palpes maxillaires
de P. semipunctata F. a contribué a
faire accepter a I'insecte des sub-
stances secondaires sans valeur ali-
mentaire mais qui exercent sur les
insectes normaux un net pouvoir de
répulsion.
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