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RESUME

Un dosage qualitatif et quantitatif des ecdystériodes a été réalise par
chromatographieliquidea haute perfomance et radioimmunologic chezles
larvesde Thaumetopoea pityocampa Schiff (Lepidoptera, Thaumetopoei-
dae). Il a été mis en évidence la présence de deux principales hormones,
l'ecdysone et la 20-hydroxyedysone. De plus, 'évolution des taux hormo-
naux au cours du stade larvaire montre la présence d'un scul pic d'ecdysté-
riodes. Les corrélations hormonalesavec les événements cuticulaires ont été
épalement recherchées.
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1.INTRODUCTION

Thaumetopoea pitycampa (Lepidoptera, Notodontidae) appelée commu-
nément Processionnairedu Pin représente une menaceimportante pour les
foréts de Pins en Algérie.

La Physiologie de I'insecte constitue actuelle un élément essentiel dans le
développement d'insecticides plus ou moins sélectifs, en vue d‘assurer un
contrdle raisonné des déprédateurs.

Quelques aspects physiologiques ont déja été abordés notamment, les
protéines hémolymphatiques (LAMY, 1972) et cuticulaire (LAMY et al,,
1986) et le métabolisme des stéroles (DENNEULIN, 1976).

En Alggérie, I'étude de T. pityocampa a porté sur la biologie, les moyens de
lutte (KADIK et HAMMOUDI, 1976) etles dégats causés dans les régions de
Médea (BRAHAMI, 1976), Djelfa (ABERKANE, 1977 ; BENHAD], 1986) et
Batna (BERTELLA, 1981).

Le présent travail a pour objectif de préciser, d’une part, la natureet les taux
de I’'hormone de mue dans I'hemolymphe des larves de la processionnaire
du Pin, et, d’autre part, d’établir d’éventuelles corrélations avecle cycle cu-
ticulaire.

2. MATERIELS ET METHODES
2.1. Elevage en laboratoire

Les chenilles de T. pityocampa sont récoltées dans la forétde ZAROURIA
(Wilaya de Souk-Ahras) puis déposées dans des jarres en verre d'une
hauteur de 27 cm et d'un dimagtre de 7 cm. Les jarres sont fermées a I'aide
d’un tulle retenu par un élastique et placées dans des conditions ambiantes
du laboratoire. Les larves sont régulierement nourries avec des aiguilles
fraiches de Pin.

Cet élevageestrigoureusement surveillg, leslarvesayantsubi une mue sont
retirées au fur et 3 mesure et mises dans de nouvelles jarres pour permettre
la datation des animaux. Celle-ci est exprimée en jours aprés I'exuviation
larvaire.

2.2. Extraction et dosages des ecdystéroides
Trois microlitres d’hémolymphe sont prélevés sur des chenilles L4 a des

ages précis. Les échantillons d’hémolymphe sont conservés dans 0,5 ml de
méthanol absolu a - 20 C jusqu’a l'extraction.
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Apres sonication et centrifuga tion, le surnagcant est évaporé sous-vide et
I'extrait sec obtenu estdissout dans 0,4 ml de tamponcitrate(0,1 M ; pH 6,2)
etdoséenduplicat parradioimmuno-dosage (R.1.A ) selon DEREGG] ctal..,
(1975).

La nature des ecdystéroides est déterminée en combinant la chromatogra-
phieliquidea haute performance (H.P.L.C.) etleR.I.A.L’extraction etla pu-
rification sont faites selon la technique de LAFONT et al., (1982).

L’extrait est analysé par un appareil H.P.L.C. waters. Une colonne type
Spherisorb ODS2 phaseinversea été utilisée avec un débit de0,8ml/mnde
méthanol a 49 % dans I'eau pendant 20 mn, puis purgée dans du méthanol
pur pendant 10 mnavant le retour aux conditions initiales. La pression est
d’environ 2700 Psi.

Les fractions collectées sont ensuiteévaporées, et, les extraits secs sont repris
dans du tampon citrate par le R.I.A. Le comptage de la radioactivité dans
chaque chambre de dialyse, permet de déterminer la quantité d’hormones
biologiques existantes dans chaque échantillon d’hymolymphe, par réfé-
rence, & une courbe d‘étalonnage. Les anticorps utilisés ont 2,5 fois plus
daffinité pour I'ecdysone que pour la 20-0h - ecdysone.

2.3. Techniques histologiques

L’histologie a été réalisée selon les indications de MARTOJ A et MARTOJA
(1967) et GABE (1968). Des chenilles de stade L4 de différents ages ont été
débarrassées de leur capsule céphalique, fixées pendant 48 heures dans le
bouin alcoolique puis déshydratées dans de Ialcool 95 % et mises dans le
butanolavantl’inclusionala paraffine (3 bains de 24 h). Descoupes sagittale
(5 - 7 ,um) sont confectionnées, puis ensuite colorées par I'azocarmin de
HEINDENHAIN qui permet une coloration différentielle des couches cuti-
culaires. Le milieu de montage est le baume de Canada.

3 RESULTATS

3.1. Nature des ecdystéroides

La figure 1 montrela séparation de 4 hormones ecdystéroides de référence,
la 20-hydroxyecdysone, I'inokisterone, la makisterone A et I'ecd ysone. Le
profilH.P.L.C.d"un pool d’hémolymphe delarves L4 de T. pityocampa, de
différents ages (25 30 et 35 jours ) ne montre pas distinctement d’éventucls
pics aux temps de retention correspondants aux standards (fig. 2).
Ledosage R.I.A. révele la présence de deux principales fractions immuno-
réactives, trés proches des temps de retention de la 20-hydroecdysone (12-
13mn)etdel’ecdysone (23-25 mn). La correction des taux d’ecd ystéroides,
selon leur courbe de référence respective et suivant leur affinité aux anti-
corps, donne la composition suiante 37,7 % pour la 20-hydroxyecdysone et
39-1 % pour I'ecdysone (fig. 3).
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Pigure 1 : Séparation par H.P.L.C. de quelques hormones
ecdystéroides standards : 20-Hydroxyecdysone (a),
inokisterone (b), makisterone (c), ecdysone (d).
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Figure 2 : Profil H.P.L.C. d'un pool d'échantillon d'hémolymphe
de larves de T. pityocampa de stadc 1.4 dgées de 25,
30 e1 35 jours.
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3.2. Evolution des taux d'ecdystéroides

Les taux d’ecdystéroides déterminés par R.I.A. dans I'hémolymphe des
larvesde T. pityocampa de stade L4, sontexprimés en ng d’équivalents 20-
hydroxyecdysone par ml d’hémolymphe.

Les valeurs d’ecdystéroides enregistrées, en début de stade L4 qui dure 45
jours dans les conditions expérimentales sont de I'ordre de 85 ng/ml puis
diminuent significativement entre 10 et 15 jours. On observe ensuite, une
élévation significative des taux, aussi bien a 20 jours qu‘a 25 jours, o est
enregistrée une valeur maximale de 700 ng/ml. Apreés 25 jours, les valeurs
diminuent d'une fagon significative jusqu’a atteindre 5 ng/ml & 40 jours
(Fig. 4).

3.3 Cycle cuticulaire

L’évolutiondel’épaisseur dela cuticule totaleau cours du stade larvaire L4
a été étudiée. A 'exuviation larvaire L4, I'épaisseur dela cuticule totale est
de 7 ,um, puis atteint une valeur maximum d‘environ 21 ,um a 20 jours,
période qui coincideavec I'apolyse. On observe ensuite une diminution de
I"épaisseur de la cuticule totale correspondant a la digestion des couches
cuticulaires profondes, et ce, jusqu‘a attcindre une épaisscurde 12 ,um peu
avant l'exuviation larvaire L5. La synthese de la cuticule préexuviale
larvaire L5 colorée en rouge par I’azan débute apres l'apolyse et présente &
la veille de I'exuviation L5 une épaisseur de 7,um environ (Fig. 5).

3.4. Conrélation des taux d'ecdystéroides avec le cycle cuticulaire

Les taux d’ecdystéroides montre un seul pic a 25 jours qui coincide avec
l'apolyse et le début de la synthese cuticulaire préexuviale. Apres 25

jours, il apparait une baisse dans les taux d’ccdystéroides, cette période
correspond a la suite de la synthése de la nouvelle cuticule. Le dép6t de

cette dernidre se poursuit sous des taux d’ccdystéroides relativement
faibles.

L’apolyse intervient avec la montée des taux d’ecdystéroides tandis que
I'initiation et la synthése cuticulaire avec le pic hormonal.
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Elguce 3 : Evolution des épaisseurs (um) tptales des cuticules larvaires au
cours des atades L3 et L4 de T. pityocampa. Chaque point repré-
sente la moyenne +- I'écart-type établie sur 4 chenilles par ge :
E.L : exuviation larvaire.
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5. DISCUSSION

Parmi les parametres les plus importants dans le développement des
insectes se trouvent les hormones ecdystéroides ; elles interviennent dans
denombreuxévénements. Cesderniers ont faitl’objet de plusieurs travaux,
consacrés, A la déterminationdes taux, la localisation, lerdle et la nature des
ecdystéroides dont SEHNAL et al., (1981, 1986).

Chez T. pityocampa, il a été mis en évidence la présence d’ecdystéronc et
d’ecdysone, comme chez la plupart des insectes déja étudiés, tels que Shis-
tocerca gregaria(MORGAN et POOLE, 1976), Calpodes ethlius (DEAN et
al., 1980), Heteropeza pygmae (WENT et al., 1984) et Cydia pomonella
(SOLTANI, 1987). Chez Drosophila melanogaster (BORST et al., 1974),
seulel’ecdysteronea été signalée, pourtantchez unautre Dipetre, Anastre-
pha suspensa (LAWRENCE et al., 1984), I’ecdysone et I’ecdysterone, sont
toutes deux, existantes.

Les variations des taux d’ecdystéroides étudiées dans de nombreuse espe-
ces montrentl'existence de plusieurs pics chez les Heterométaboles tels que
Panstrongylus (FURTADO et al., 1976), Aeshna (SCHALLER et CHAR-
LET, 1980) ; ceci a également été signalé dans les avants derniers stades des
holométaboles oti la présencede plusieurs pics est reconnue Bombyx et Phi-
losamia (CALVEZ et al., 1976), mais le cas le plus fréquent semble étre la
présence d'un seul pic comme chez Manduca (BOLLENBACHER et al.,
1981) et Galleria (SEHNAL et al., 1981). Ceci, concorde parfaitement avec
nos résultats mettant en évidence la présence d’un seul pic pour le stade
larvaire L4. Le développement de I'insecte montre généralement un pic,
durantles stades larvaires, etuna deux pics, pendantles stades nymphaux,
ledeuxiéme pic étantliéau développement ovarien dela femelle (DOANE,
1973).

Le cycle cuticulaire de T. pityocampa rappelle celui des autres insectes tels
que Piéris (MAUCHAMP, 1980), Tenebrio (DELBECQUE et al,, 1978 ) et
Cydia (SOLTANI, 1987).

La corrélation entre les taux d’ecdystéroides et 'apolyse est plus délicate ;
l'apolyse se produit en général tout au début de la montée des taux
hormonaux et elle est complétée a des taux élévés comme chez Manduca
(SEDLAK et GILBERT, 1979) et Calpodes (DEAN et al,1980). Ceci se
retrouve également chez T. pityocampa.
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