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RESUME.

Le RH-0345, dernier représentant de la benzoylhydrazine, a été
additionn¢ au milieu de culture 4 deux concentrations finales (1 et 10 uM)
et évalué sur la production d'ecdystéroides el la sécrétion cuticulaire au
niveau d'explants légumentaires nymphaux d'un insecte des denrées
stockces, Tenebrio molitor. Les dosages enzymo-immunologiques des
ecdystcroides libérés dans le milieu de culture montrent que le RH-0345
stimule significativement la production hormonale. De plus, le RH-0345,
additionné au milieu de culture est capable d'induire, commec le
20-hydroxyecdysone, la secrétion d'une nouvelle cuticule avec une
augmentation significative des ¢paisseurs des cuticules. Enfin, les
protéines des cuticules induites ont &té extraites et analysées par
electrophorese. La comparaison des profils ¢lectrophorétiques révéle qu'il
n'y a pas de différence qualitative et quantitative entre les séries témoins
et traitées.

ABSTRACT

Crop protection. evaluation of novel insecticides agonistic of the
moulting hormone. RH-0345, the last benzoylhydrazine derivative was
added to the culture medium at two fianles concentrations (1 et 10 uM)
and evaluated on ecdysteroides production and cuticle secretion in pupal
integumental explants from an insect pest of stored products, Tenebrio
molitor. The enzymoimmunoassay measurements of ecdysteroids showed
that RH-0345 increased significantly the amount of ecdysteroid released
into the culture medium by pupal integumental explants. Moreover, RH-
0345 was able to secrete a new cuticle significantly thicker than that
induced by 20-hydroxyecdysone. Then, proteins from cuticles induced in
vitro By  20-hydroxyecdysone or RH-0345 were analysed by
electrophoresis. There was no qualitative or quantitative differences in
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the electrophoretic pattern of proteins from cuticles induced in vitro
between control and treated series.

Mots clés: Pesticides, Régulateurs de croissance des insectes, RH-0345,
Denrées stockées, Hormones, Cuticule.

INTRODUCTION

La lutte chimique continue a étre le moyen majeur de protection
des récoltes. En 1990, le marché mondial des pesticides représente
quelques $§ 23 billion dont 28% pour les seuls insecticides (Casida &
Quistad, 1998). L'augmentation de la productivité agricole durant ces
derniéres décennies est due a un contréle chimique des ravageurs par des
pesticides chimiques de synthese. Cependant, plusicurs arguments, tels les
effets secondaires des insecticides conventionnels ou les impératifs
environnementaux, ont poussé l'industrie chimique a rechercher des
composés alternatifs plus sélectifs agissant sur des processus spécifiques
aux organismes visés appelés régulatcurs de croissance. Les premiers
régulateurs de croissance ont fait leur apparition en 1983 avec les
benzoylurées (Casida & Quistad, 1998). Les benzoylurées sont des
inhibiteurs de la synthése de la chitine (Soltani, 1991; Soltani & Soltani-
Mazouni, 1992; Soltani et a/., 1984, 1989, 1993; Khebbeb et al., 1997).
L'hormone de mue joue un role majeur dans le développement et la
reproduction des insectes (Giade et al, 1997) et constitue une cible
potentielle spécifique recherchée pour le contrdle des ravageurs (Dinan,
1989). L'évaluation des régulateurs de croissance des insectes dans le
cadre de la protection des denrées stockées présente un intérét en raison
du développement d'une résistance aux insecticides et de la limitation de
l'utilisation de fumigants. Le RH-0345 est un insecticide selectif
représentant de la benzoylhydrazine. Ce nouveau composé & structure non
steroidale mime l'action de I'hormone de mue, la 20-hydroxyecdysone
(Dhadialla er al., 1998; Smagghe & Degheele, 1998).

Le tégument nymphal produit des ecdystéroides dans le milieu
culture (Delbecque er al, 1990; Soltani et al., 1987). Clest pourquoi,
l'action de ce produit, additionné au milieu de culture, a été d'abord
examince sur la quantité d'ecdystéroides libérée dans le milieu de culture
par des explants tégumentaires nymphaux. Ensuite, ses effets sont
observés sur la secrétion cuticulaire au niveau des explants cultivés en
l'absence ou en présence de la 20-hydroxyecdysone sachant que la 20-
hydroxyecdysone induit in vivo et in vitro la secrétion dune nouvelle
cuticule (Quenncdey et al., 19983, Soltani et al., 1984, 1987).
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MATERIEL ET METHODES

Insectes: Les adultes de T.molitor sont ¢levés dans des bacs
contenant de la farine de blé a une température de 27°C, unc humidité
relative voisine de 80 % et a l'obscurité.

Traitement: Les mimétiques des ecdystéroides, RH-5849, RH-
5992 et RH-0345 (Rohm & Haas Company, USA) ont été aimablement
fourni par Dr. G. Smagghe (Belgique) tandis que le KK-42 par Pr.
Kuwano (Japon). Tous les produits ont ¢t¢ additionnés au milieu de
culture & deux concentrations finales (1 et/ou 10 pM).

Procédure de culture des organes: La culture des explants a été
réalisée sclon Soltani er al. (1996a). Des explants (égumentaires
nymphaux (6 sternites abdominaux) sont prélevés de nymphes
nouvellement exuviées et incubés 4 26°Cpendant 6 jours dans du milicu
de Landureau (Landureau & Grellet, 1972) légerement modifié
(Quenedey et al., 1983).

Dosage de 'hormone de mue: Les cedystéroides ont été dosés
par une méthode immuno-enzymatique (ETA) décrite par Aribi ef al.
(1997) dans une fraction aliquote du milieu de culturc (50ul). Aprés
centrifugation de I'échantillon dans du méthanol, le surnageant obtenu est
séche et l'extrait sec est repris dans du tampon EIA . Le dosage EIA est
réalisé avec un anticorps polyclonal B, un traceur cnzymatique, la
péroxydase, un révélateur, la tétraméthyl benzidine ct I'ecdysone comme
hormone de référence.

Technique de microscopie électronique a transmission: Des
explants tégumentaires, préleves sur des nymphes nouvellement exuviées
et mis en culture, sont fixés a différents moments au cours de l'incubation.
Apres fixation selon la méthode de Karnovsky (1965) modifi¢e par Friend
et Farquhar (1967) et inclusion (Andersen & Ellis, 1965), des coupes
semi-fines sont confectionnées & l'aide dun ultramicrotome LKB
Ultratome V. L'épaisseur des cuticules induites in vitro est détermince
sur des coupes semi-fines colorées au bleu de toluidine.

Analyse électrophorétique des protéines cuticulaires: La
séparation électro-phorétique des protéines cuticulaires a été réalisée
selon la méthode de Laemmli (1970) décrite antérieurement (Soltani,
1990) en utilisant un gel de polyacrylamide (PAGE) additionné de
sodium dodécyl sulfate (SDS, 9%). La coloration des gels a été faite avec
le bleu brillant de coomassie (R 250).
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RESULTATS

Production hormonal par I'épiderme mis en culture:

Les dosages enzymo-immunologiques des ecdystéroides libérés
dans le milicu de culture ont réalisés a différents temps au cours de
l'incubation. Les résultats présentés dans la figure 1 montrent que le RH-
0345 augmente significativement la production de I'hormone de mue par
les

80000
w
D
2
£ 60000 ~
I 5 Témoin
E 2 RH-0345 10 uM
o 540000 4
2 3 RH-5849 10 pM
'% g RH-5992 10 pM
B 20000 4 [0 KK-4210 M
o

Durée de l'incubation (jours)

Figure 1, Effet in vitro de divers agonistes (RH-5849, RH-5992, RH-
0345) et d'un antagoniste (KK-42) de I'hormone de mue sur la production
cumulée d'ecdystéroides (pg équivalent ecdysone/culture) dans le milicu
de culture par les explants tégumentaires nymphaux de Tenebrio molitor
en fonction du temps au cours de l'incubation (m#s, n=4-5 cultures).
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Figure 2. Effet in vitro du RH-0345 additionné & deux concentrations
finales (1 et 10 uM) sur la production cumulée d'ccdystéroides (pg
equivalent ecdysone/culture) dans le milieu de culture par les cxplants
tegumentaires nymphaux de Tenebrio molitor en fonction du temps au
cours de l'incubation (m<s, n=4-5 culturcs).

explants tégumentaires nymphaux de manicre plus importante que les
autres agonistes testés (RH-5849 et RH-5992). Par contre, le KK-42, un
dérivé de l'imidazole considéré comme un inhibiteur de la biosynthése des
cedystéroides, réduit significativement (p< 0,05) d'environ de moitié la
production hormonale i vitro par des cxplants tégumentaires nymphaux.
Les taux enregistrés chez la série traitée avec le RH-0345 sont plus éleves
(approximativement d'un facteur de 4) par rapport aux témoins ¢t d'un
factcur de 2 par rapport aux deux autres mimétiques des ecdystéroides,
RH-5849 et RH-5992. Par contre, lc KK-42, un dérivé de l'imidazole
considéré comme un inhibiteur de la biosynthése des ecdystéroides, réduit
significativement (p < 0,05) d'environ de moitié¢ la production hormonale
in vifro par des explants tégumentaires nymphaux (Fig. 1). Le RH-0345 a
été retenu pour la suite de nos expériences et testé 4 deux concentrations
finales dans un milieu de culture (1 et L1OuM) sur la production
d'ccdystéroides par des explants tégumentaires. Les données obtenues
indiquent une stimulation significative (p< 0,05) de cette production
hormonale in vitro avec une relation doses-réponse (Fig. 2).

Secrétion de la cuticule in vitro:

Le RH-0345 a ét¢ testé & deux concentrations finales dans un
milieu de culture (1 et 10uM) sur la seerétion de la cuticule par des
explants tégumentaires. Les explants tégumentaires nymphaux (6 sternites
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abdominaux) sont prélevés de nymphes nouvellement exuviées et cul
pendant 6 jours dans un milieu comportant ou non de la 20E.
observations en microscopie optique des explants tégumen
nymphaux témoins ct traités par le RH-0345 additionné dans le milics
culture sans ou avec la 20E aprés 6 jours d'incubation donnent
informations sur la scerétion cuticulaire. Les explants témoins culti
sans hormone cxogéne montre une cuticule pré-exuviale apolysée
I'épiderme ne sceréte pas une nouvelle cuticule (pré-exuviale adulte).
RH-0345 aux deux doscs testées induit une nouvelle cuticule en I'abs
de 20E. Dans un milicu hormonal, on observe la secrétion d'une nou
cuticule dont I'épaisseur est amplifiée par l'apport supplémentaire du
0345 comparativement & la séric témoin ayant regue que la 20E scule.

Mensuration de la cuticule induite in vitro:

Les mensurations des cuticules secrétées par le tégument ste
abdominal nymphal cultivé en milieu anhormonal ou hormonal ont
réalisées sur des coupes scmi-fines colorées au bleu de toluidi
observées a 'aide d'un microscope optique (Fig. 3). En milieu anhormonat
(sans 20E), les résultats indiquent qu'il n'y a pas dc secrétion d'une
nouvelle cuticule dans la série témoin (Fig. 3A). Par contre, le RH-0345
additionné au milieu de culture et en I'absence de 20E, est capable
d'induire, comme le 20-hydroxyedysone, la scerétion dune nouvelle
cuticule. Cependant, I'épaisseur de la cuticule induite par l'agonsite des
ecdystéroides en milicu anhormonal ne varie pas significativement en
fonction de la dose et du temps au cours de la période d'incubation. En
milieu hormonal, on observe l'induction d'une nouvelle cuticule domt
I'épaisseur augmente significativement au cours du temps avee un effet
dose (Fig. 3B). De plus, on enregistre une augmentation significative (p<
0,05) des épaisseurs des cuticules dans les séries traitées avec le RH-03435
en présence de la 20-hydroxyecdysone comparativement au témoin ayant
recu la 20-hydroxyecdysonc seule. En effet, des augmentations
significatives des épaisseurs des cuticules sont enregistrées 4 4 et 6 jours
d'incubation avec la dose 1uM et & 2, 4 ¢t 6 jours d'incubation avec la
dose 10 pM, comparativement aux témoins dc méme age.

Analyse électrophorétique des protéines cuticulaires

Les protéines hydrosolubles des cuticules pré-exuviales adultes
induites in vitro par la 20E ou le RH-0345 ont été extraites de la paroi
sternale abdominale aprés 6 jours d'incubation et analysées par
electrophorése sur gel en plaque de PAGE-SDS (9%). La comparaison
des profils electrophorétiques révéle qu'il n'y a pas de différence
qualitative et quantitative entre les protéines des cuticules induites par
l'agoniste des cedystéroides administré & deux doses ct la cuticule témoin

-
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induite par la 20E. En cffet, 17 fractions protéiques sont détectées dans
s€ries témoin et trait¢es. De plus, il n'y a pas de différence significative ¢
niveau de l'intensit¢ des fractions protéiques entre le profil témoin et I
profils des deux sérics traitées avec le RH-0345,

T ] A B Témoin
= RH-0345 1 pM
E o) RH-0345 10 ph
% 4
2
2 4]
e
A
2 ]
2
g ]
L 1
il
0

Epaisseur de la cuticule (um)

Durée de Vincubation (jours)

Figure 3. Effct in vitro du RII-0345 sur I'épaisseur de la nouvelle cuticul
dans les explants tégumentaires nymphaux de Tenebrio molitor e
fonction du temps au cours de l'incubation en I'absence (A) ou e
présence (B) de la 20-hydroxyecdysone (mss, n=4-6),
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DISCUSSION

Chez T. molitor, la glande de mue dégénére a la veille de
l'exuviation nymphale (Glitho ef al, 1979) et I'normone de mue est
produite par d'autres sources alternatives telles que 1'épiderme chez la
nymphe (Delbecque ef al., 1990) ou les ovaires chez I'adulte (Soltani ef
al., 1997, Soltani-Mazouni ef al., 1999). 1l est généralement admis que
I'hormone de mue joue un role important dans le développement et la
reroduction (Koolman, 1990; Rees, 1995; Gide er al., 1997) et que la 20-
hydroxyecdysonce initie le cycle cuticulaire chez les des insectes y
compris T. molitor (Quennedey et al., 1983; Delbecque er al., 1990;
Soltani et al., 1984). Les dosages EIA des ecdystéroides indiquent une
stimulation de la production hormonale par les explants tégumentaires
nymphaux a l'origine d'un hyperecdysionisme qui se manisfeste sur les
épaisseurs des cuticules induites in vitro.Plusieurs régulatcurs de
croissance des insectes ont éte testés sur la cuticule tels les dérivés de la
benzoylurées chez T. molitor (Soltani ef al., 1984, 1996b), Ephestia
kuehniella (Bendjedou et al., 1998) ou Culex pipiens (Rehimi & Soltani,
1999), les représentants de la benzoylhydrazine (Smagghe ef al., 1996;
Smagghe & Degheele, 1998; Soltani er al., 1999).

La cuticule de 7. molitor a fait l'objet de plusieur en conditions
normales ou induites par des régulateurs de croissance des insectes
(Delbecque ef al., 1978; Soltani et al., 1984, 1987; 1996). Les cuticules
sternales normales, nymphales ct adulte présentent succintement
caractéristiques suivantes. A l'exuviation nymphale la cuticule pré-
exuviale nymphale mesure une dizaine de wm ct présente une orientation
fibrillaire hélicoidale. La cuticule post-exuviale nymphale, ayant
¢galement une orientation hélicoidale, est mise en place durant les 3
premiers jours de la vie nymphale et a l'apolyse (3 jours) a une ¢épaisseur
de 12 & 14 pm (Soltani er al., 1993, 1996b). La secrétion de la cuticule
adulte commence au quatriéme jour de la vie nymphale et se prolonge
jusqu'a 3 4 4 jours apres I'éxuviation imaginale. La cuticule adulte typique
est pourvue d'un pavage externe ou scutes et de glandes dermiques
nommces pit-glands. Elle présente une orientation hélicoidale dans sa
partie pré-exuviale et une orientation préférenticlle dans partie post-
exuviale,

Les mensurations des cuticules secrétées par le tégument
nymphal cultivé en l'absence ou en présence de la 20-hydroxyecdysone,
indiquent que le RH-0345, additionné seul au milieu de culture, est
capable d'induire, comme le 20-hydroxyedysone, la secrétion d'unc
nouvelle cuticule dont I'épaisseur est significativement supérieure a celle
des témoins ayant recu la 20-hydroxyecdysone seule.

Nous pouvons conclure que les résultats obtenus montrent une
action specifique du mimétique des ecdystéroides testé (RH-0345) qui
s'exerce via la syntheése des cedystéroides. 1ls confirmant ainsi les travaux

-
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rapportés sur d'autres modéles utilisant les autres agonistes tels le RH-
5849 ou le RIH-3992. Ces molécules sélectives et préservant
I'environnement méritent d'étre homologuées en Algérie et introduites
dans les programmes de luttes contre les ravageurs.
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