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DOSAGE QUANTITATIF ET QUALITATIF DES ECDYSTEROIDES CHEZ LES
CHRYSALIDES MALES' ET FEMELLES DE Cyddia pomonefla |(Lepidoplera,
" Torntrdicidae),

" Par SO0OLTANTI N,
Département de Biologie Animale

Université de Annaba

1. INTRODUCTTION

Il est généralement admis que les ecdystéroides jouent
pn rSle important dans le développement (GILBERT et KING, 1973,
'MORGAN et POOLE, 1977) et la reproduction des insectes (HAGEDORN et
al, 1975; LAGUEUX et al, 1977; BOLLENBACHER et al, 1978; BOROUSKY
et VAN HANDEL, 1979). '

Les glandes prothoraciques sont considérées coOmme la
principale source de ces hormones (CHINO et al., 1974; KING et al,
1974; BOLLENBACHER et al., 1975). Cependant des études réalisées
sur des extraits d'adultes (HANAQKA et OHNISHI, 1974; KING et MARKS,
1974; HAGEDORN et al., 1975), les oeufs et les ovaires (KAPLANIS et
al., 1973, 19753 1976; MIZUNO etVQHNISHI, 1975; LEGAY et al.,1976),
les abdomens isolés (GERSCH et STUZEBECHER, 1971; NAKANISHI et al.,
1972; STUDINGER et WILLIG, 1975; DELBALCQUE et al., 1978), les oeno-
cytes {(ROMER, 1973),,0ht mis en évid@nce'la préaenc&yd‘eddY5téroid@5
suggérant que des tissus autres que les glandes pr@thmraciqueg sont

capables de sYnthéti@@rycette hormone.

Le présent travail a pour but de déterminer 1'évolution
quantitative et qualitative des ecdystéroides chez les chrysalides
miles et femelles de Cydia |= Laspeyresia) pomella L. , important
ravageur des Pomacées (Pommes, Poires, coings) dans la région de

Annaba.
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2. MATERIEL ET METHODES

Méthode d'élevage: les recherches ont été réalisées
sur C. pomonelfa L. récolté sous forme de chenilles diapausantes
dans un verger de cognassier (Cydonic obfonga L) situé a Ben M'hidi
(15 km & 1'Est de Annaba). Les chenilles sont réparties par sexe
et par lot de 20 dans des bechers comportant du carton ondulé appli-
qué contre la paroi interne. Chaque chenille est posée soigneuse-
ment entre la paroi interne du becher et le carton ondulé pour
pouvoir observer 1'exuviation nymphale et dater ainsi les chrysa-
lides (en jours apres l1l'exuviation nymphale). Les bééh@xs sont
ensuite fermé par une toile et placés dans une étuve réglée a 25°C

avec une humidité relative voisine de 85 %.

2.2, Extraction et dosage des ecdystéroides

Les chrysalides sont broyées individuellement dans
0,5 ml de méthanol puis centrifugées (1500g, 10 mn). Le culot est
repris 2 fois et centrifugé dans 0,5 ml de méthanolet les surnageants

sont mélangés et évaporés sous Jjet d'azote a 60°C,

\' # mo - “ 3 )
Apres evaporation, l'extrait sec est dissous dans du
tampon citrate (0,1M, PH 6,2) et dosé en duplicat selon la méthode
de De RECGI et al, (1975%).

La nature des ecdysteroides est déterminée en combi-
nant la chromatographe liquide a4 haute petformance (HPLG} et le
dosage radioimmunologicque (RIA). Les divers extraits des chrysali-
des femelles de 3 jours et de 7 jours sont mélangés Sépafemm@nt
dans du méthanol et purifiés selon la technique de LAFONT et al,
(1982) a travers une colonne C 18 Sep Pak (WATERS). La phase 70%
méthanol dans 1l'eau est évaporée analysée dans un chromatographe
liguide a haute performance équipé d'une pompe M 6000 A, un détec-
teur UV 440 (254 nm), un injecteur automatigque WISP 710 B et d'un
calculateur M 740 une colonne Merck RP 8 (longueur 25cm, 4mm,
taille particules 5 cm) a été utilisée avec un mélange méthanol-

eau (50/50) comme solvant et un dékit de 1 ml/min. La pression est
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de 7 % 1@6 Pa et la température ambiante est de l'ordre de 25°C.
Les fractions de 1 ml sont collectées dans un Redirac LKB. Les
fractions sont évaporées et les extraits secs sont repris dans

du tampon citrate pour le RIA.

3. RESULTATS

3.1. Evolution des taux d'ecdystéroides

Dans nos conditions d'éléVag@p la durée de développe-
ment nymphal est de 10,13 = 1,35 jours (m : s). Le poids moyen
des chrysalides est de 41,97 : 4,95 mg chez les males contre
52,02 . 6,6 mg chez les femelles. Les variations des taux d'ecdy-
stérofdes déterminés par RIA chez les chrysalides males et femelles

sont représentées dans la figure 1.

A l'exuviation les taux emregistréﬁ sont de 1l'ordre
de 75 @g/mq de poids frais d'animal.- Chez les miles les taux
augmentent tres rapidement apr&g 2 jours pour atteindre un maxi-
mum de 2 213 pg/mg & 3 jours, les taux diminuent par la suite et
a 1*@xuviatimn adulte, on enregistre un taux de base d'environ 50
pg/mg., ﬂh&z les femelles par contre, on observe 2 pics, l'un
a 3 jours avec un taux de 2 754 T 559 pg/mg l'autre a 7 jours avec
un taux de 1 817 % 256 pg/mg. A l'exuviation, les chrysalides
femelles,préﬁant@nt_un,tﬁu% de base élevé que chez les chrysalides’

males.

3.2. Nature des @cdyﬁtéroﬁdaa '

- La détermination qualitative des ecdysaroides a été
réalisée en combinant HPLC et RIA. Les pools des extraits de chrysa-

lides femelleﬁyﬁééeg de 3 jours (pic 1) et 7 jours (pic 2) sont,

#
{2

aprés purification analysés par HPLC, les fractionscollectées

[}

aprés HPLC sont dosées par RIA. La figure 2 montre la séparation
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de diverses hormones ecdystéroides standards dans nos conditions
expérimentales. : ‘

© L'analyse HPLC des pools d'extraits de chrysalides
femell@s (3 jours et 7 jours) met en évidence un composé qui a
lé méme temps de rétention que la 20 hydroxyecdysone (blgure 3
et 4). )

Le dosage RIA des fractions collectées révele la
présence de 2 principales fracti@ng immunoréactives ¢orresponﬁant
a la ZOmhyﬁroxy@adysane et a l'ecdysone chez les chrysalides Agées
de 3 jmur%‘et une seule fxacﬁLon immunoréactive corre@pondant a la

20~ hy&r@xy@cdyﬁone chez les whrygallde dgées de 7 jours (Figure 5).

/ Le premier pic est composé de 20-hydroxyecdysone
{90 %;réponse totale au RIA) et d'ecdysone (10 %) comme le montre
la figuré 5. Le d@ux1@me pic, d@tect@ a 7 jours renferme uniguement
la 20~ hydrwxyecdysune«

4. DISCUSSION

Beaucoup de travaux ont été consacrés ces derniéres
années a la détermination des taux, la localisation et le rdle des
pics ‘et aux sites de production des ecdystéroides chez les diffé-
rents stades de développement des insectes. Selon les espéces, un
ou deux pics d'ecdystéroides ont été détectés durant le développe~
ment nymphal: Sa#4cophaga (OHTAKI et TAKAHASHI, 1972), Pierdis
(LAFONT et al, 1974), Leptinotarsa (HSIAQ et al, 1976), Heliothis
(HOLMAN et MEOLA, 1978), Tenebrio (DELBECQUE et al, 1978) et
Xgﬂﬁbaﬁub (RAC et al, 1981), pféé@ntent un seul pic tandisque
Bombyx (HANAOKA et OHNISHI, 1974) et Gallerda (BQLLENBACHER et al,
1978) en dnt 2 pics. Nos résultats sur C. pomoneffa L. mettent
en évidence 1 pic chez les chrysalides miles et 2 pics chez les
chrysalides femelles. Ce type de dimorphisme ﬁexuel a été également
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observé chez Gallenia (BOLLENBACHER et al., 1978) et Bombyx
‘(HANAOKA et OHNISHI, 1974y,

I1 a été démontré chez Aedes (HAGEDORN et al, 1975),
Locusta (LAGUEUX et al, 1977) et Gallerdia (BOLLENBACHER et al.,
- 1978) que les ovaires produisent des ecdystéroides. Le deuxieme
pic détecté chez les chrysalides femelles de C. pomonedffa serait
en rapport avec l'ovogénése. Le premier pic observé a 3 jours
seralit responsable de l'apolyse et de l'initiation de la cuticule
wadult@ comme suggéré par BOLLENBACHER @t'al, (1978) chez Galleria.

n Sept hormones ecdystéroides ont été isolées et iden-
tifiées chez les in@@cteg (SVOBODA et al, 1978; KAPLANIS et al,
1979), les réﬁultatﬁydu daﬁaq@ par HPLC et RIA révélent que la 20-
hydtéxy@ﬂdyﬁwm@ et dans uh@ moindré mesuxaylw@cdyﬂoh@ sont les
principales hormones existantes chez les chrySalid@S de C. pomonella L.

ﬁ@;pr@mi@r’pi@ (3 jours) est composé de 20-hydroxyecdysone
(90 %) et d‘ewﬁyﬁmnﬁxfiﬁ %) . Le deuxidme pic (7 jours), moins élevé
que le premier est composé de QOwhydrmxye@dyamn@'uniquem@ntw
Cette prédominance de la 20-hydroxyecdysone a été également obser-
vée chez d'autres espeéces: Manduca (BOLLENBACHER et al, 1975),
Schistocenca (MORGAN et POOLE, 1976), Locusta (HIRN et al., 1979),
ou Calpodes (DEAN et al., 1980). Chez Drosophila, BORT et al.,
(1974) ont observé seulement la présence de 20-hydroxyecdysone,
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/ d'éqguivalent 20-hydroxyecdysone par mg de poids du
corps durant le développement nymphal chez les chry-
salides femelles (~) et les chrysalides mdles (----).
Chague point représente la moyenne 4 Ll'é&cart-type éta-
blie sur 3=5 échantillons, chague échantillon est ana-

lysé& en duplicat.
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Figure 3. Analyse par HPLC d'un pool de chrysalides femelles
dgées de 3 jours. Le pic (a) présente le méme temps
de rétention (5,19 mn) gue la 20-hydroxyecdysone.
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Figure 4. Analyse par HPLC d'un pool de chrysalides femelles
dgées de 7 jours. Le pic (a) représente la 20-hydro-
xyecdysone.
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Figure 5. Immunoréponse des fractions collectées aprés HPLC
d'extraits de chrysalides famelles'égées de 3 jours.

Le produit 1 correspond 2 la 20-hydroxyecdysone et
le produit 2 & 1l'ecdysone.
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