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RESUME

Le pyriproxyféne, analogue de ['hormone juvénile (JH), a ee
testé sur le développement d'un insecte Coléoptére Tenebrio molitor Le
regulateur de croissance a été ulilisé par application topique (0.01, 0.10
et 0.20 ug/ insecte) le jour de l'exuviation nymphale ou additionné dans
le milieu de culture (1 et 10 uM) d'explants tégumentaires de nymphes
nouvellement exuviées. Les effets in vivo du pyriproxyféne ont été évalué.
au cours de la métamorphose, sur la production des ecdystéroides
hémolymphatiques et sur le profil des protéines de U'hémolymphe. Les
résultats obtenus montrent que le pyriproxyfene entraine d'une part, une
inhibition des tawx hormonaux avec un effer dose dépendant et d'autre
part, une augmentation des concentrations des protéines dans
U'hémolymphe; cependant, l'analogue de I'hormone Juvénile ne présente
aucun effet sur le pattern électrophorétique. Les effets du pyriproxyfene
ont été également évalué in vitro sur la production d'ecdystéroides,
libérés dans le milieu de culture par l'épiderme, et sur la secrétion
cuticulaire. Les données obtenues révélent que le pyriproxyféne inhibe la
production hormonale et la secrétion de la nouvelle cuticule .

ABSTRACT.

Pyriproxyfen, growth regulatory, that mimics the action of
Juvenile hormone (JH) has been evaluated.on development of Tenebrio
molitor The coumpound was applied topically (0.04, 0.10 and 0.20
uglinsect) at day pupal ecdysis or added to the culture medium (1 and 10
uM) of sternal integuments explanted from newly ecdysed pupae The
compound was first evaluated on ecdysteroid hemolymphatic production
and also on concentration and profile of protein in hemolymph. Data
obtained showed that the pyriproxyfen decreases ecdysteroid titers with a
dose effect and induces an increase in the proteins concentrations in
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hemolymph; however, the pyriproxyfen presents no effects on
electrophoretic pattern. The compound added to the culture medium was
then tested on the production of ecdysteroid by integumental explants and
the thickness of cuticle secreted in vitro. The amount of ecdysteroid
released into the culture medium by integumental explants and adult
cuticle synthesis were significantly inhibited by pyriproxyfen.

Motsclés: mues, métamorphose, développement, tégument, ecdystéroides,
hormone  juvénile, métabolites hémolymphatiques, —régulateur de
croissance.

INTRODUCTION

La croissance et le développement chez les inscctes sont régulés
par deux principales hormones, la 20-hydroxyccdysone (20E), un stéroide
polyhydroxylé et I'hormone huvénile (JH), un scsquiterpene; au stade
adulte, ces deux hormones sont aussi impliquées dans la régulation de la
reproduction.(Koolman, 1990; Rees 1995; Gade et al., 1997). Chez les
insectes holométaboles, l'initiation de la mue larve-nymphe (commitment)
est induite par la 20E en absence de JH (Riddiford, 1996); par conséquent,
la persistence de la JH a cette période du développement, entraine des
larves surnuméraires et, selon les doses utilisées et le moment
d'application, des larves permanentes, des larves-nymphes ou encore des
intermédiaires larves-adultes, incapables de donner l'adulte normal
(Gadenne et al., 1990; Hicks et Gordon, 1992; Dhadialla et al., 1998;
Aribi et al., 1999). Les ccdystéroides peuvent représenter des sites cibles
spécifiques potentiels pour lutter contre les différents orgnismes vises
(pest control) ainsi, les premiers mimétiques des cedysteroides a structure
non stéroidale, les bisacylhydrazines, développés par l'industrie
pharmaceutique sont capables d'induire des mues précoces et incompletes
dans plusieurs ordres d'insectes (Dinan, 1989; Dhadialla et al., 1998).
Tout comme les bisacylhydrazines et apres les travaux de Williams
(1967), il a été suggéré que les composés qui miment l'action de la JH
peuvent également étre utilisés comme insecticides; plusicurs analogues
de la JH (JHAs) ont été découverts et certains ont pu étre commercialises
(Retnakaran ef al., 1985; Dhadialla ef al., 1998). Les premiers mimétiques
de la JH ont pour la plupart, une structure terpénoide comme le
méthopréne ou I'hydropréne (Staal, 1982) mais sans la fonction epoxide
présente dans la JH (Retnakaran er al, 1985). Ces derniéres années,
plusieurs composés trés actifs mais de structure différente de la JH ont eté
synthétisés; le fenoxycarbe (Dom et al, 1981), le pyriproxyfene
(Hatakoshi et al., 1986) et le diofenolan (Sechser et al,, 1994). Certains
effets du fenoxycarbe et du pyriproxyféne ont déja fait l'objet de travaux
(Grenier et Grenier, 1993; Miyamoto et al., 1993).et, ce présent travail a
pour but d'étudier, au cours de la métamorphose de Tenebrio molitor,
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l'action in vivo du pyriproxyféne sur les ecdystéroides et les protéi
hémolymphatiques d'une part, et l'action in vitro, sur la secrétion de
nouvelle cuticule et sur les ecdystéroides produits par I'épiderme d
part .

MATERIEL ET METHODES

Insectes: Les nymphes de 7. molitor sont sexées puis séparees
Les adultes males et femelles sont collectés 0-4 heures aprés émergence
puis sont déposés dans des boites (20 males et 20 femelles). L'élevage se
fait dans une étuve a 27°C et 4 80% r.h.

Traitements: Le Pyriproxyféne a été gricieusement fourni parle
Pr. Ishaaya (Département d'Entomologie, Agricultural Research
Organisation, Israél).et les traitements ont été réalisés in vivo et in vitro.
Dans le cas du traitement in vivo, le composé a été dissous dans 'acétone
et utilisé par application topique (1 pl par nymphe )  trois doses (0.01,
0.10 et 0.20 pg) le jour de l'exuviation nymphale. Les séries témoins
regoivent 1 pl de solvant. Pour le traitement in vitro , le composé a éteé
dissous dans de I'éthanol (1 et 10 uM) et additionné dans le milieu de
culture (5 pl par puits).d'explants tégumentaires nymphaux Dans les puits
témoins de I'éthanol est ajouté (5 ul par puits)

Extraction des ecdystéroides: Les ¢échantillons
hémolymphatiques (3 ul par nymphe) sont collectés par des
microcapillaires préalablement calibrés et dilués dans du méthanol (300
ul) Pour le dosage in vivo des ecdystéroides, les échantillons
hémolymphatiques sont prélevés tous les jours au cours du stade nymphal
(0 a 7 jours). Dans le cas des expérimentations in vitro un aliquot (50 pl)
de chaque puits de culture est prélevé a différents temps de l'incubation
(2, 4 et 6 jours) puis dilués dans du méthanol (300 ul). Aprés sonication et
centrifugation (5000 g pendant 10 min), le surnageant est évaporé et les
extraits secs sont repris dans du tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4) puis
stockés & -20°C jusqu'au dosage.

Culture in vitro. Les explants tégumentaires nymphaux sont mis
en culture selon la méthode décrite par Soltani ef al. (1996). Pour mesurer
I'épaisseur de la cuticule secrétée, 6 sternites abdominaux, prélevés le jour
de l'exuviation nymphale, sont déposés dans un milieu de culture
additionné de Pyriproxyféne (1 et 10 pM) et de 20-hydroxyecdysone pour
initier le cycle cuticulaire (10 uM): le temps d'incubation est de 6 jours.
Pour le dosage des ecdsytéroides produits par I'épiderme, quatre sternites
abdominaux de nymphes nouvellement exuviées sont explantés et incubés
sur une durée de 6 jours dans un milieu additionné de Pyriproxyféne (1 et
10 pM) sans addition d'hormone exogéne. Tous les explants sont
débarassés des corps gras et autres tissus exogénes, ringés trois fois avec
une solution saline puis incubés & 27°C dans 0,5 ml de milieu de
Landureau (Landureau et Grellet, 1972) légérement modifié (Quennedey
et al., 1983),
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Mesure de I'épaisseur de la cuticule: Les explants
tégumentaires nymphaux (trois sternites par répétition) sont retirés des
milieux de culture a différents temps d'incubation (2, 4 et 6 jours), fixés
selon Friend et Farghar (1967), déshydratés puis inclus dans un mélange
Epon-araldite (Andersen et Ellis, 1965). Des coupes semi-fines sont
realisées grice & un ultramicrotome V (LKB) ct colorées au bleu de
toluidine. L'épaisseur de la cuticule préexuviale adulte secrétéein vitro est
mesurée grice a un micrometre oculaire et un microscope photonique.

Dosage des ecdystéroides: Tous les échantillons biologiques
sont dosés en duplicata par unec méthode immunoenzymatique (EIA)
decrite par Porcheron er al. (1989) et De Reggi et al. (1992) qui utilise la
peroxydase comme traceur enzymatique et la tétraméthyl benzidine
comme reéactif. Un anticorps monoclonal de rat (EC 19) présentant une
forte affinit¢ pour la 20-hydroxyecdysone (20E) a été¢ utilisé pour le
dosage des ecdystéroides hémolymphatiques; cependant, un anticorps
pelyslonal dv Lapin (B) montrant unc forte affinité pour l'ecdysone est
UNSE pour 'analyse des ecdystéroides produits in vitro.

Dosage des protéines. I es échantillons hémolymphatiques (3 pl
par nymphe) sont collectés par des microcapillaires préalablement
calibrés puis dilu¢s dans du méthanol (300 ul). Le dosage des protéines
dans I'hémolymphe a été effectué selon la méthode de Bradford (1976)
qui utilise comme réactif le bleu brillant de Commassie et 'albumine de
serum de Boeuf (BSA) comme standard.,

Extraction des protéines de I'hémolymphe et électrophorése:
Les échantillons hémolymphatiques (pool de 14-50 ul) sont prélevés chez
des nymphes, dgées de 6 jours, témoins et traitées au pyriproxyfene le
jour de l'exuviation nymphale. Les échantillons sont dilués dans du
phenyl methyl sulfonyl fluoride ou PMSF (45 mg/ml ethanol) a 0.1%. Les
¢chantillons poolés puis lyophylisés sont repris dans un tampon (lysis
buffer). L'¢lectrophorése est réalisée selon Laemmli (1970) sur gel de
polyacrylamide PAGE a 30% additionné de sodium dodécyl sulfate
(SDS) a 10%.

RESULTATS

Effets in vivo du pyriproxyféne sur les taux d'ecdystéroides
hémolymphatiques

L'analyse des ecdystéroides hémolymphatiques, effectuée par EIA chez
les nymphes de T. molitor, dgées de 0 a 7 jours, témoins et traitées au
pyriproxyféne (0.10 et 0.20 pg), montre pour les différentes séries un pic
qui se produit & 3 jours (figure 1); cependant, les valeurs maximales
présentent une diminution significative chez les séries traitées
E:omparativcment aux témoins (p<0.002). Les taux d'ecdysteroides
hémolymphatiques chez les nymphes traitées au pyriproxyféne (0.10 et
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0.20 pg) montrent une reduction (p<0.05) entre les jours 2 et 5 du
nymphal comparés aux témoins. De méme, les concentrations hormo
présentent une diminution significative a 3 et 4 jours du stade nymp
la dose la plus forte de pyriproxyfeéne (p<0.0006). Le pyriproxy
inhibe donc, avec un effet dose, les taux d'ecdystéron
hémolymphatiques.
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Figure 1: Effets in vivo du pyriproxyféne (0.10-0.20 pg) sur les
d'ecdystéroides  hémolymphatiques  (exprimés en picogrammes de
hydroxyecdysone équivalents par microlitre d'hémolymphe) au cours du s
nymphal de T molitor (04 7 jours) aprés traitement par application topique le
de I'exuviation nymphale (m+ s; n=4 - 6).

Effets in vive du pyriproxyféne sur les concentrations
protéines hémolymphatiques

Une analyse quantitative des protéines hémolymphatiques a été réali
au cours du stade nymphal de 7. molitor ( 0 @ 7 jours) chez les sén
témoins et traitées au pyriproxyféne.(0.01 et 0.10 pg). Les résultas
présentés dans les figures 2A, 2B, montrent une évolution de &
protéinémie chez les nymphes témoins qui présente deux pics, l'un 2 2
jours et le second a 6 jours. Les nymphes traitées a l'exuviation nymp
au pyriproxyfeéne, montre un seul pic 4 2 jours.puis une diminutios
significative dans la concentration des protéines se produit au jour 3, mais
de 3 47 jours apres l'exuviation nymphale, les valeurs ne montrent aucune
différence significative. La comparaison des taux de protéines entre les
nymphes témoins et fraitées révéle que le pyriproxyféne induit ume
augmentation des protéines de I'hémolymphe chez les séries traitéss
Cette augmentation a lieu aux jours 2 (p=0.0053) et 3 (p=0.0006), mais
aussi au jour 4 (p=0,038) pour la plus forte dose. Le pyriproxyféne affects
les concentrations des protéines de I'némolymphe.sans effet dose.

5
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Figure 2: Effets in vivo du pyriproxyféne (0.01-0.10 pg) sur les taux des protéines
hémolymphatiques (ug/ 1l ) au cours du stade nymphal de T. molitor (0 a 7 jours)
aprés traitement par application topique le jour de I'exuviation nymphale A: Profil
des taux des protéines au cours du stade nymphal chez les séries témoins et
traitées. B: Evolution des taux des protéines entre les séries témoins et traitées (m
+ g n= 4 - 8). L'astérisque indique une différence significative entre les témoins et

les traitées.
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Effets in vivo du pyriproxyféne sur le profil des protéines
hémolymphatiques

L'étude  électrophorétique, menée sur les  protéines
hémolymphatiques, des nymphes de 7. molitor dgées de 6 jours, met en
evidence chez les témoins 10 fractions protéiques. Ces fractions
prot¢iques sont caractérisées par leur mobilité relative (RF) et leur poids
moléculaire (PM). Les nymphes traitées au pyriproxyfene (0.01 et 0.10
ug) présentent le méme profil électrophorétique que chez les témoins.
Ainsi, le pyriproxyféne est sans effet sur le profil électrophorétique des
protéines de I'hémolymphe (Tableau 1; figure 3)

Figure 3: Effets in vivo du pyriproxyféne (0.01-0.10 pg) sur le pattern des
protéines hémolymphatiques au jour 6 du stade nymphal de 7. molitor apres
traitement par application topique le jour de l'exuviation nymphale: Séparation
¢lectrophorétique sur gel SDS-PAGE (12,5%) des protéines hémolymphatiques
(A: protéines marqueurs; B: témoins; C: 0,01 pg: D: 0,10 ug) (a: phosphorylase
B; b: serum albumine bovine; c¢: ovalbumine; d: anhydrase carbonique; e:
inhibiteur de la trypsine de Soja; f: lysosyme).

84



Synthese n® 9 Mars 2001

TRAITEMENTS TEMOINS PYRIPROXYFENE | PYRIPROXYFENE
0.01 pg 0.10 ng
Nombee de RF PM RF PM RF PM
fractions
| 0.08 97400.00 0.08 97400.00 0.08 97400.00
2 0.17 66200.00 0.17 66200.00 0.17 66200.00
% 0.29 52480.74 | 0.29 52480.74 0.29 52480.74
4 0.32 | 47863.00 | 0.32 47863.00 0.32 47863.00
5 0.40 | 41686.93 0.40 41686.93 0.40 41686.93
6 0.51 32359.36 0.51 32359.36 0.51 32359.36
7 0.68 21873.61 0.68 21873.61 0.68 21873.61
8 02 19952.62 0.72 19952.62 0.72 19952.62
0 0.87 1445439 | 0.87 14454.39 | 0.87 | 1445439
10 095 [ 1174897 [ 095 | 1174897 | 095 | 1174897

Tableau 1: Effets in vive du pyriproxyféne (0.01- 0.10 pg) sur le pattern
des protéines hémolymphatiques au jour 6 du stade nymphal de T. molitor
aprés traitement par application topique le jour de l'exuviation nymphale
Mobilité relative (RF) et poids moléculaire (PM, Da) des différentes
fractions protéiques

Effets in vitro du pyriproxyfene sur la production des
ecdysteroides par les explants tégumentaires

Les sternites abdominaux de nymphes nouvellement exuviees
sont mis en culture sans addition d’hormone exogéne et la quantité
d'ecdystéroides produitc par I'épiderme cst déterminée par EIA a
différents temps d'incubation. Comme illustrée dans la figure 4, les
résultats obtenus montrent que 'épiderme libére in vitro des ecdysteroides
1 que JeS 10k NOTMOnNENA FoEmenien significativement awn diffenents
teags de. Vinenbatian (2,4 et & igues). Uadditian du gyrigroxyfene (1 et

10 yM) dans le miieu de culture nhibe la production hormonale
comparativement aux témoins aprés 2 (p=0.0005), 4 (p=0.0012) et 6
(p=0.0005) jours d'incubation. La diminution significative des taux
d'ecdystéroides est ausi observée entre les séries traitées aprés 4
(p=0.0012) et 6 (p=0,0005) jours d'incubation . Le pyriproxyféne inhibe,
avec un effet dose, la production des ecdystéroides in vitro.



Synthése n°® 9 Mars 2001

j ; Binill
: - W Pynproxyiene 10 4M
Sk | %
.:,_\3[1(11 %
ggm 1
Eum- /
: g oJours

Figure 4: Effets in vitro du pyriproxyféne (1 - 10 uM) sur les

d'ecdystéroides (exprimés en picogrammes d'ecdysone équivalents par cul
libérés dans le milieu de culturc 4 divers temps d'incubation par les sternite
explantés le jour de I'exuviation, de nymphes de7. molitor (m +s:n =4 s
cultures) L'astérisque indique une différence significative entre les témoins et le
traitées.

Effets in vitro.du pyriproxyféne sur la secrétion cuticulaire pa
les explants tégumentaires 'y

Les sternites abdominaux de nymphes nouvellement exuvié
sont mis en culture, avec addition d'hormone exogéne (initie un no
cycle cuticulaire) et I'épaisseur de la cuticule secrétée a été mesurée.
résultats montrent que I'épiderme du tégument sternal secréte la
préexuviale adulte et que [I'épaisseur de cette cuticule au
significativement chez les témoins (p<0.05) au jours 4 et 6
incubation. Cependant, les explants tégumentaires traités
pyriproxyfene (1 et 10 uM) ne montre aucune différence de I'épaisse
la cuticule pré-exuviale adulte aux divers temps d'incubation.
comparaison des données obtenues entre les séries témoins et
révéle une diminution significative de 1'épaisseur de la cuticule se
aux jours 4 (p=0.015) et 6 (p=0.0002) aprés incubation. (figure 5) I
pyriproxyféne inhibe donc, sans effet dose, la synthése de la cuticu
adulte par les explants tégumentaires nymphaux.

Yt



Synthése n® 9 Mars 2001

Fl Témoins

[ Pyriproxyléne 1M
6] ﬁ/; W Pyriproxyfene 10 M

Epaisseur de la cuticule adulte (m)

Jours

Figure 5: Effets du pyriproxyféne (1 - 10 uM) sur I'¢paisseur (um) de la
cuticule préexuviale adulte secrétée dans le milieu de culture par les
explants tégumentaires de nymphes de 7. molitor a divers temps
d'incubation (m = s; n = 4 - 5 culres). L'astérisque indique une
difTérence significative entre les témoins ct les traitées.

DISCUSSION

Plusieurs processus physiologiques dans le développement des
insectes sont orchestrés par la 20E, la JH, 'hormone d'éclosion et autres
neurohormones.comme les phénoménes de mues ct de métamorphoses
qui ont été longuement étudiées dans plusieurs ordres d'insectes (Nijhout,
1994; Riddiford, 1994, 1996). Les changements morphologiques et
ultrastructuraux qui se¢ produisent dans I'épiderme durant la croissance et
le développement des insectes dépendent de la régulation de I'expression
des génes avec différents taux de 20E ct en absence ou en présence de JH
(Riddiford, 1996). Toute interférence dans cette homéostasic de I'une ou
plusicurs de ces hormones avec des sources exogénes de ces mémes
hormones ou de leurs analogues de synthése (agonistes ou antagonistes)
peut conduire a une perturbation ou a unc anomalic dans le
développement des insectes cibles. De manicre similaire, toute
interférence dans les différentes ¢tapes, dépendantes d'hormones,
impliquées dans la synthése ou dans la digestion de la cuticule peut
affecter la survic de l'insecte et son développement. Ainsi chez Ostrinia
nubilalis, 1'application de fenoxycarbe entre le second et le quatriéme
stade larvaire n'a aucun cffet sur leur durce; cependant, la durée du
cinquiéme stade larvaire augmente de manicre significative. (Gadenne et
al., 1990). L'application du fenoxycarbe au cours du cinquieme stade
larvaire entraine différents effets dépendant des doses et du moment
d'application et qui a pour conséquence lapparition de larves
surnuméraires ou permanantes ou encore des intermédiaires larves-
nymphes (Hicks et Gordon, 1992; Mulye ct Gordon, 1989).
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La secrétion cuticulaire chez les insectes passe par diffé
¢tapes qui sont généralement étroitement lides avec le profil
ecdystéroides  hémolymphatiques (Delbecque ef  al, 1978
Delachambre er al., 1980). Les mues débutent par l'apolyse (dé
de la cuticule de I'épiserme) et, chez les holométaboles, I'apolyse Ia
nymphale se produit et se termine bien avant le pic larvaire de 20E 2
que l'apolyse nympho-adulte commence dés le début de l'augme
des taux de 20E (Smith, 1985): cependant, chez la larve comme
nymphe, l'augmentation des taux de 20E coincide avec l'initiation
synthése cuticulaire préexuviale et cette synthése se poursuit
pendant la chute du pic de 20E. Chez les Coléoptéres en gén
comme chez T. molitor, le stade nymphal présente un seul pic @
produit en milieu de stade (Smith, 1985) entre les jours 2 et 5 a
maximum & 3 jours (Delbecque e al., 1978 b); ainsi ces résu
trouvent une nouvelle fois démontré et confirmé par les d
présentées. Le pyriproxyfene, analogue de la JH, utilisé le jour
l'exuviation des nymphes de T. molitor, entraine une inhibition des &
d'ecdystéroides  hémolymphatiques.  Cette  réduction  dans
concentrations hormonales est aussi retrouvée chez d'autres Coléop
comme chez les larves de Tribolium freemani (Hirashima et al., 1¢
apres traitement a I'HJ mais aussi chez les larves de Zophobas atre
(Aribi er al., 1999), aprés traitement au ZR 515 ou méthopréne, au
agoniste de la JH. Le traitement des larves de Bombyx mori
fenoxycarbe, induit I'inactivation des glandes prothoraciques et inhi
synthése d'ecdysone (Monconduit et Mauchamp, 1998). La modifi
dans le profil des taux d'ecdystéroides hémolymphatiques ch
insectes traités avec le pyriproxyféne ou autre analogue de la JH ¢
par conséquent une perturbation dans le processus de la mue du
suivant. Hatakoshi et al. (1986) ont montré que le pyriproxyféne
méthopréne  supriment les taux normaux d'ecdystéroides
I'hémolymphe chez Spodoptera litura; de plus, le¢ pyriproxyféne
beaucoup plus efficace pour l'induction des larves surnuméraires
méthopréne quand il est utilisé par injection au cours du dernier
larvaire de S. litura. Le fenoxycarbe induit aussi une inhibition co
de la mue adulte chez Aiphitobius diaperinus (Edwars et Abraham, 1

La synthése des ecdystéroides se fail dans différents tiss
organes aprcs stimulation par I'hormone prothoracicotrope (PTTH); ¢
ci stimule la synthése des ecdystéroides ou de leurs précurseurs immec
par les glandes prothoraciques via I'AMP cyclique, le calcium, la
calmoduline et les protéines kinases (Gilbert et al., 1988; Warren et aly
1988 a, b; Smith et Glilbert, 1989). La phosphorylation de certain
protéines comme la p 34 et la p 50 est corrélée avec l'augmentation d
production des ecdystéroides par les glandes prothoraciques et la syntt
des ecdystéroides est stimulée grice a Iintervention de la protéine
ribosomiale S6 ou p 34 et de sa phosphorylation multiple (Song et

-
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Gilbert, 1994, 1995). Au cours de la métamorphose de T. molitor ,
I'évolution de la protéinémie, présente 2 pics; le premier apparait a la fin
de la période de secrétion de la cuticule postexuviale nymphale, a
l'apolyse, et particuliérement dés le début de la mise en place de la
cuticule préexuviale adulte; les taux diminuent ensuite jusqu'a la veille de
I'exuviation adulte ol on enregistre le second pic. La chute des taux des
protéines entre ces deux pics coincide avec le pic d'ecdystéroides
hémolymphatiques ct le début de la synthése de la nouvelle cuticule
(Soltani, 1990). Le traitement par l'agoniste de la JH ou pyriproxyféne
entraine une augmentation des taux de protéines hémolymphatiques chez
les nymphes de 7. molitor traitées le jour de I'exuviation mais il n'affecte
pas le pattern protéique. Il est intéréssant de constater que chez les
témoins, la diminution dans la concentration des protéines dans
I'hémolymphe est contemporaine de l'augmentation des taux hormonaux.
alors que chez les nymphes traitées, l'augmentation des protéines dans
I'hvmelymphe s'accompagne d'unc diminution des taux d'ecdystéroides.
(Cependant, 12 IH 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 spécifiques aux larves
chez Locusta migratoria. (Dc Kort et Koopmanshap, 1991). 11 semblerait
que les analogues de la JH entrainent des effets contraires selon le stade
de développement des insectes; ceci pourrait peut-étre s'expliquer par une
régulation différente de la JH entre la larve et la nymphe

Dans différentes espéces d'insectes, des sites alternatifs de
production de I'hormone de mue existent au coté des glandes
prothoraciques ou des ovaires (Delbecque er al., 1990); il est en général
admis que les glandes prothoraciques sont la scule source d'ecdystéroides
dans les stades immatures (contrdle de la mue) et que les ovaires
représentent I'unique source hormonale au cours des stades larvaires et
nymphaux (reproduction). Chez T. molitor, le tégument nymphal
(Delbecque et al., 1990) ct les ovaires matures sont tous deux aptes a
produire in vitro des ecdystéroides (Soltani et al., 1997) mais I'épiderme
constitue une importante source primaire de secrétion des ecdystéroides
(Delbecqueet al., 1986; 1988; 1990). Le dosage EIA des ecdystéroides
libérés dans le milieu de culture par les sternites abdominaux explantés le
jour de l'exuviation nymphale montre que le pyriproxyféne affecte la
production hormonale avec un effet dose-dépendant. La production des
ecdystéroides enregistrée a la fin de la période d'incubation est quatre fois
plus basse chez les sérics traitées comparativement aux temoins

Les explants tégumentaires incubés in vitro sont aussi capables
de secréter une nouvelle cuticule apres induction par la 20E et la nature de
cette cuticule est la préexuviale adulte, la postexuviale semble ne pas
apparaitre dans le systéme in vitro (Quennedey ef al., 1983). Les résultats
obtenus montrent que le pyriproxyféne bloque la secrétion de la cuticule
préexuviale adulte et ceci peut s'expliquer par le fait que la JH a sans
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doute la capacité de modérer I'effet de la 20E, comme il I'a été démon
sur les cellules épidermiques du disque imaginal chez Drosophila §
Cottam et Milner (1998); ainsi, l'inhibition quasitotale de la m
imaginale observée chez T. molitor aprés traitement au pyriproxyfene
Jour de I'exuviation nymphale (résultat non publié) peut alors s'expligu
La suppression de la formation de I'adulte est aussi démontré :
Bemisia tabaci (Ishaaya et Horowitz, 1992, 1995) et Trialeure
vaporarium (De Cock et al., 1995; Ishaaya et al., 1994), fo
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