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développement larvaire de Spodoptera littoralis.
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I1s constituent actuellement prés de B0 % des especes
animales décrites.I1s présentent une étonnante adaptabilité aux divers
écosystémes terrestres, naturels ou transformés. Et malgré les
transformations drastiques qu’ont subies leurs milieux de vie avec
1“extension des sociétés humaines, les refoulant souvent dans des
"stations refuges" (BALACHOWSKY, 1950) de plus en plus réduites,
tertains d‘entre eux connaissent périodiquement d’extraordinaires
croissances de populations dans les nouveaux environnements engendrés
par 1“homme.

Ils ? ...ce sont les insectes, bien sir !

Ceux qui, comme le criquet migrateur, le doryphore ou le phylloxéra,
sont ou ont été synonymes de catastrophes agricoles majeures, qui comme
le moustique ou 1la punaise de Chagas, sont responsables d‘endémies
redoutables dans certains pays tropicaux. Mais aussi ceux, comme les
pollinisateurs et les entomophages, sans lesquels de nombreuses
cultures ne pourraient &tre ce qu’‘elles sont. Les ravageurs animaux,
dont les plus nuisibles sont les insectes phytophages, occasionnent &
eux seuls de 6 & 17 % des pertes, selon les récoltes, par rapport & la
production potentielle mondiale (CRAMER, 1970).

Au-deld des généralités ou de 1‘anecdote ('), ces différents points
de wvue montrent que les insectes méritent bien 17intéret qu’on leur
porte. Depuis les débuts de la protection des végétaux ol les méthodes
culturales de 1lutte prédominaient, différentes stratégies ont vu le
Jour avec 1‘évolution des connaissances et des techniques : chimique
avec l’essor des insecticides, puis biologique et écologique, mais
aussi stratégies génétique et physiologique.

L7un des intéréts de la physiologie de 1’insecte est de pouvoir
se placer & plus ou moins long terme dans ce cadre finalisé.On pourrait
définir ici la stratégie physiologique de lTutte comme "1a connaissance
et 1’intégration des spécificités physiologiques et biochimiques des
insectes, permettant 1la maftrise de notre action sur eux par des
interventions sur leurs points vulnérables® (d’aprés MANSINGH, 1974).
Une représentation schématique des multiples actions possibles est
donnée en figure 1. Les particularités biochimiques & explorer sont
trés variées, et 1’on peut citer 1/approche des antimétabolites, tels
qu“analogues de wvitamines, d‘acides nucléiques ou d’acides aminés
(PENCE, 1963), ou bien celle des substances hormonomimétiques dont
17 importance et la diversité des effets physiologiques permet d’espérer
beaucoup.

Cependant, nos besoins en connaissances de physiolegie de 1/insecte
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figure 2: Approche nutritionnelle de lutte contre les insectes des

denrées stockées td’aprés PRATT, HOUSE et MANSINGH, 197Z).
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ne se limitent pas & une optique de lutte, La nutrition, qui a déja
fourni de nombreux axes et moyens de 1lutte, notamment pour 1la
protection des denrées stockées (figure 2), est aussi un outil précieux
dans beaucoup de cas ol 1“élevage de 1’insecte demeure problématique,
voire impossible. 11 en est malheureusement ainsi de nombreux insectes
auxiliaires potentiellement wutilisables en lutte biologique, dont les
entomophages endoparasites sont un exemple type. Leur élevage demande
d’une part un savoir faire technique primordial permettant de recréer
des conditions physiques proches de celles du milieu intérieur de
17insecte parasité et acceptables par 1’animal en culture, et d’autre
part une appréciation fine de besoins nutritionnels généralement
stricts, Cette derniére est en partie faite d’une connaissance
approfondie de 1la physiologie de 1/héte : dynamiques et spectres
d’accumulation des lipides et des protéines, osmorégulation, modalités
du catabolisme et de 1“excrétion (acide urique...). Elle nécessite en
outre 1la détermination de caractéres biologiques du parasite parfois
difficiles & saisir : position dans 1a larve hote, évolution précise
du régime alimentaire...

L’étude que nous allons exposer ici a été entreprise sous le double
point de wvue qui vient d’é&tre développé. La tyrosine, acide aminé
semi-indispensable chez les insectes, se situe au carrefour de diverses
voies métaboliques importantes. Sa biochimie et son intégration dans la
physiologie nutritionnelle des insectes présentent d’ailleurs plus
d’une caractéristique intéressante, formant un “systéme tyrosine" dont
les fonctions sont en grande partie originales dans le régne animal ;
de 1a son intérét dans 1‘optique d’une stratégie physiologique de
lutte. D’autre part, dans 1le cadre d’un travail sur 1a nutrition in
vitro d‘une Tachinaire endoparasite, Lixophaga diatraeae (Dipt.
Tachinidae), il a semblé intéressant d’approfondir certains aspects de
la biochimie de la tyrosine chez un hote de ce parasite. La recherche
des modalités de stockage de 1a tyrosine a donc été entreprise chez une
larve de phytophage type, 1a noctuelle Spodoptera littoralis (Lep.
Noct.). Ce modéle a été préféré A 17hbte habituel de laboratoire
Galleria mellonella <(Lep. Galleriidae), car il représente mieux les
Lépidoptéres ravageurs phytophages (Balleria posséde en effet un régime
alimentaire particulier, composé de cire et de pollen, qui aurait pu
géner 1’interprétation d’expériences de physiologie nutritionnelle
générale).
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A . PRESENTATION DU SUJET

1. PRESENTATION DES TRAVAUX :

Dans un travail sur les variations de la composition corporelle en
acides aminés d’une Tachinaire parasitoide (BONNOT et coll., 19746, il
est nettement apparu que la tyrosine tenait une place particuliére par
son évolution différente de la plupart des autres aminoacides (figure
3. En effet, son importante accumulation relative traduit wun
accroissement notable des besoins quantitatifs journaliers en tyrosine.
Cela ne pouvait étre ignoré dans le cadre d’essais nutritionnels in
vitro. Par la suite, les comparaisons de composition entre larves
élevées sur Galleria et sur milieux artificiels ont fait apparattre
les constants déficits en tyrosine de ces derniéres. En effet,
1Vincorporation de tyrosine dans les milieux se trouve physiquement
limitée par sa faible solubilité. Une question s‘est alors posée : sous
quelle forme physiologique 1a tyrosine est-elle fournie au parasite
dans la larve de Lépidoptére ?

La réponse a été fournie avec la découverte du B glucoside de la
tyrosine chez Manduca sexta <(KRAMER et <col1.,1980) et chez G.
mellonella dans notre laboratoire (PASQUET et DELOBEL, 1982). De
nombreuses questions se sont alors posées sur ce conjugué de la
tyrosine : quelle est son importance quantitative ; est-il présent tout
au long du développement ; quelles sont ses fonctions précises ? Notre
travail sur §.littoralis a donc cherché & répondre & certaines de ces
questions, et & en susciter d’autres.

I1 sera présenté en quatre parties plus ou moins distinctes, pour
la clarté de 17ensemble. Une synthese des résultats acquis, au sein
d’un exposé sur le ‘“systéme tyrosine', sera ensuite tentée. Nous
traiterons ainsi de :

i.1. L’ELEVAGE : N’étant pas implanté au laboratoire,
1“élevage de g, littoralis a du &tre introduit & partir de
17expérience de la Station INRA de Zoologie d’AVIGNON sur 17élevage des
noctuelles., Pour 1les #&tudes de physiologie, un grand nombre de points
relatifs A& 1a biologie et & l1a nutrition ont du &tre préalablement
abordés.

En effet, 1la connaissance du cycle biologique précis dans nos
conditions d“élevage est tout & fait indispensable, de méme que celle
des caractéristiques de croissance. L’observation fine du comportement
des larves est aussi nécessaire a 1/établissement d‘une échelle
physiologique des A4ges, notamment au dernier stade larvaire. D’autre
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part, de nombreuses donnédes sur 17alimentation et la nutrition ont été
. recueillies pour déterminer certains {flux de +tyrosine .Certains
caractéres n’avant pas toujours directement trait au sujet, seront
exposés de fagon concise et pourront éventuellement servir A des
travaux ultérieurs de physiologie sur S.littoralis. Quelques résultats
utiles d’autres auteurs seront aussi réunis dans ce but.

1.2, LE COMPARTIMENT DE FAIBLE POIDS MOLECULAIRE : La
premiére étape étant 1/identification éventuelle de la B qlucosyl
tyrosine chez 8.littoralis, nous avons ensuite mis au point une méthode
de dosage au cours du développement, Les autres formes de tyrosine ont
aussi été recherchées dans ce compartiment <(tyrosine 1libre, autre
conjugué, peptides....

1.3, LE COMPARTIMENT DE HAUT  POIDS MOLECULAIRE
Physiologiquement distinct du  précédent, il est aussi décrit
séparément, car les techniques d’étude sont trés différentes. Les
questions que nous avons tenté d’élucider dans ce cas sont ¢
existe~t-il un stockage spécifique de la tyrosine sous forme protéique
? S8i oui, quelle est son importance et quelles sont les propriétés de
ces polypeptides ? Enfin, ont-ils un rble particulier dans les
différentes é¢tapes du développement et de la métamorphose de
S.littoralis ?

1.4, ENZYMOLOGIE, ENDOCRINOLOGIE ... : Ce dernier chapitre
regroupe les résultats relatifs & 1a régulation des variations des
différentes formes de la tyrosine. Quels sont les enzymes mises en jeu
et ou sont-elles localisées ? Quel est le déterminisme endocrinien
impliqué ? Existe-t-il des liens entre 1les divers compartiments et
lteurs rbles sont-ils distribués strictement ?

Avant d“aller plus loin, il semble nécessaire de faire le point sur
les connaissances acquises Jjusque 1A dans ce domaine., C‘est pourquoi
nous essayerons de résumer 17abondante bibliograhie sur 1a biochimie de
1a tyrosine chez les insectes. Nous proposerons aussi un modéle de base
pour la physiologie du “systéme tyrosine", qui pourrait servir de cadre
aux discussions sur ses composants et 1les inter-relations qu’ils
entretiennent ; ici comme ailleurs, une des tdches les plus délicates
est en effet de réunir toutes les observations en un ensemble complet
et cohérent,
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2. BIOCHIMIE DE LA TYROSINE CHEZ LES INSECTES :

Dune fagon générale, les besoins nutritionnels des insectes en
acides aminés aromatiques sont qualitativement peu différents de ceux
des Mammiféres (LIPKE et FRAENKEL, 1956 ; GILMOUR, 1941 ; DADD, 1973) :
La phénylalanine et le tryptophane figurent parmi les dix acides aminés
indispensables., Les insectes sont en effet incapables de synthétiser le
cycle aromatique par la voie du shikimmate et de 1‘acide chorismique,
qui conduit chez 1la plupart des microorganismes et des plantes & 1a
phénylalanine et 1la tyrosine (par la voie de 1‘acide préphénigue ), ou
au  tryptophane <{par 1a wvoie de 1‘acide anthranilique) Pour plus de
détails sur ces voies, se reporter & 1‘annexe 1.

Les rares observations d’autotrophie vis-A-vis du noyau aromatigue
ont été attribuées & 1la présence de symbiontes intracellulaires :
l1“incorporation dans les acides aminés aromatiques de radioactivité
provenant d’U-Ci4 glucose est en effet absente chez une souche rendue
aposymbiotique de Blatella <(HENRY, 1942). Des conclusions analogues
sont faites chez certains Coléoptéres curculionides (WICKER et NARDON,
1982), mais la plupart des Diptéres et des Lépidoptéres, dépourvus
d’endosymbiontes, sont totalement tributaires d‘un apport exogéne
(KASTING et Mc GINNIS, 1942,

La tyrosine elle-méme posséde un statut d“acide aminé
semi-indispensable : en effet, des injections de Cl4 phenylalanine 2
Bombyx mori entrafnent rapidement 1‘apparition de tyrosine marquée
dans 1la soie secrétée (FUKUDA, 1956). La phénylanine-4-hydroxylase a
été identifiée chez de nombreux insectes (SCHLORER et coll., 19707,
mais 17activité réverse n‘a jamais été rapportée.

A partir de ces apports alimentaires d’acides aminés, mais aussi
parfois d’autres substances phénoliques (BERNAYS erccll 1 9832, les insectes
synthétisent une wvariété impressionnante de molécules aromatiques aux
fonctions les plus diverses. Nous essayerons d’abord de signaler et
regrouper les différents composés décrits dans la littérature, puis de
dégager les particularités <(notamment vis-ad-vis de la situation chez
les vertébrés) de quelques métabolismes importants (chatne latérale,
métabolisme oxydatif, dégradation).

2.1, DIFFERENTES FORMES ET DERIVES DES ACIDES AMINES
AROMATIQUES CHEZ LES INSECTES :

2.1.1. Tyrosine et protéines :

La tyrosine, ainsi que les autres acides aminés aromatiques, sont
évidemment incorporés dans les protéines des insectes. Cependant, il
existe quelques cas o0 la tyrosine joue un role particulier dans la
structure et 1la propriété des protéines 1‘incorporant. C’est ainsi
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figure 4: Structure chimique de quelques ptéridines renconirées chez les
insectes (dane BURSELL, 19700




qu’une protéine nommée résiline et de propriétés physiques analogues a
celle de 17élastine, a gté extraite des cuticules souples
intersegmentaires de certains insectes (% 1)sans structures secondaires
marquées, elle se présenterait sous la forme d‘un réseau protéique
lache, consolidé par des liaisons mettant en jeu des tyrosines
révélées a 1’hydrolyse par la présence de di et de tri-tyrosine (%2):

HO OH
dityrosine de Schistocerca O O
HOOC-HLNHC'Htc CHiCHNH;COOH

D7autres protéines cuticulaires, beaucoup plus rigides, utilisent
aussi des éléments dérivés de la tyrosine pour la stabilisation de
leurs structures spatiales. Les insectes, contrairement & beaucoup
d’animaux et méme d‘arthropodes, n‘utilisent pas les sels de calcium
comme support & leur squelette rigide ; ce sont ici les sclérotines
(PRYOR, 1940) qui remplissent cette fonction primordiale. L’ identité
chimique, immunologique ou génétique de ces protéines est encore loin
d’étre établie car Jleurs propriétés physicochimiques les rendent
réfractaires a 1‘investigation par de nombreuses techniques. En fait,
1“étude de «ces protéines in situ est indissociable de celle des
différents mécanismes de sclérotisation ; nous en reparlerons par la
suite,.

Un troisieme type de protéines est constitué par une forme de
stockage protéique, généralement soluble, trés riche en acides aminés
aromatiques. A la suite de TELFER (1983) , de RIDDFORD et LAW (1983),
nous les nommerons arylphorines de préférence 3 la nomenclature
utilisée auparavant <(Calliphorine, %3 ; Manducine, *4). Ces protéines
étant 1‘objet d‘une bonne partie de notre étude, nous ne nous ¥
étendrons pas ici.

2.1.2, Composés aromatiques, pigments et mélanisation :
La wvariété des colorations rencontrées dans la classe des insectes
est une de ses caractéristiques les plus spectaculaires, Mais outre
1“impressionnante palette des couleurs d’origine physique, la plupart
des insectes synthétisent un bon nombre de pigments. Ils sont souvent
déposés dans les structures tégumentaires et leurs dérivés et peuvent
étre classés dans plusieurs groupes

- les ptéridines, dont la structure chimique de base est montrée en
figure 4. Souvent déposés dans les yeux composés de divers insectes,
ils présentent parfois une forte photorédactivité suggérant leur
intervention dans la physiologie de 1a vision (VUILLAUME, 1980). Iis

(*1) Pour alléger le texte, les signes * de ce chapitre renvoient aux ré+f
érences reportées en annexe 2.
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sont probablement dérivés de précurseurs puriques qui, aprés ouverture
du cycle imidazole, réagiraient avec des composés dicarboxylés du type
glvoxylate (BURSELL, 19702,

- les ommochromes, également impliqués dans 1a vision au niveau des
cellules migrantes des ommatidies, forment une famille aux structures
complexes dérivées du tryptophane., La fiqure 5 représente des étapes de
la synthése de quelques uns de ces pigments,

- les caroténoides, comme le B carcténe et la lutéine, fréquemment
associés & des protéines de 1’hémolymphe (CHEESMAN et coli., 12460,

- des pigments biliaires sont aussi retrouvés liés 3 des protéines
hémolymphatiques (CHOUSSY et coll., 1973). Ce sont le plus souvent, du
moins chez les Lépidoptéres, des composés tétrapyroliques linéaires de
l1a série IX gamma ou alpha.

- les mélanines, enfin, dont les structures chimiques complexes
sont loin d’étre élucidées, forment une bonne partie des pigments
bruns ou noirs. Leur biosyntheése semble suivre des wvoies peu
différentes de celles des eumélanines de mammiféres (MASON, 1948,
débutant par 1‘oxydation de 1a tyrosine et 1’indolisation de la DOPA
résultante., Les étapes wultérieures, encore trés peu claires, peuvent
intégrer d’autres précurseurs tels que polyphénols et dérivés du
tryptophane <(figure &). Aucune mention n‘est faite de la présence chez
les insectes des mélanines soufrées - trichochromes et phaeomélanines -
décrites chez les mammiféres (PROTA et THOMSON , 1974).(Voir 1‘annexe
37.

2.1.3. Composés aromatiques et neurotransmission @

Les amines biogénes du systéme nerveux des vertébrés sont ausssi
retroyvées en grande partie dans celui des insectes. Bien que jusqu’ici
largement moins étudiées que les composés participant & 1la
sclérotisation de ia cuticule, teur réles en tant que
neurotransmetteurs, neurohormones et  neuromodulateurs ont été
activement recherchés <(voir LAFON-CAZAL, 1978 ; EVANS, 1980). D‘aprés
Teurs taux de synthése dans les différentes parties du systéme nerveux
central, les principaux candidats comme neurotransmetteurs semblent
dtre, & cbté de composés non aromatiques (Acétylcholine, GABA et
méme histidine), 1a dopamine, 1a tyramine, 1‘octopamine et 1a S5
hydroxytryptamine (%3). Les voies de synthése de ces composés chez les
insectes sont celles identifides chez les Vertébrés, mais certains
trongons ne sont pas encore démontrés avec certitude (figure 7). Par
ailleurs, de nombreuses wvoies de métabolisation de ces différentes
substances lors de leur incorporation dans les cellules nerveuses ont
été décrites <(figure 8) ; ces conjugaisons, réversibles - stockage -,
ou définitives - inactivation -, jouent de toute évidence un rbdle
régulateur de 17activité synaptique. Une revue de 1a localisation et
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des foncions de toutes ces substances n’est pas le but de notre travail
i un court résumé s'en trouve simplement en annexe 1.

2.1.4, Quinones et stratégies de défense
De nombreux composés  aromatiques plus ou moins oxydés et
polymérisés ont été mis en évidence chez les insectes dans le cadre de
substances Jjouant un rdle directement ou indirectement défensif : il

s’agit soit de substances toxiques ou phago-répulsives, soit de

substances vénimeuses ou urticantes. Citons pour exemples la p.
Benzoquinone extraite de certains Coléoptéres et des Blattes (%4 et 73,
ou le cocktail de quinones de la sécrétion défensive de certains
Coléoptéres (%8) . Les quinones sont souvent glyco-conjuquées,
probablement & des fins de transport physiologique, pour augmenter leur
solubilité aqueuse. Leur biosynthése est peu connue, mais la tyrosine
partage probablement son réle de précurseur avec de nombreuses
substances exogénes. L‘encapsulation mélanique d‘endoparasites ou de
microorganismes dans 1‘hémolymphe rentre aussi dans ce cadre (ASHIDA et
coll, 1982).

2.1.5. Composés aromatiques divers

Avant d“aborder Ta sclérotisation proprement dite, i1 faut signaler
qu’a 1’instar de ce qui se passe dans le systime nerveux, différents
conjugués d’acides aminés aromatiques ont été identifiés dans
1’hémolymphe, 1le tégument, ou des glandes spécialisées de certains
insectes. I1 leur a été attribué des réles allant du stockage 4 1a
protection et au transport de substrats phénoliques ou catécholiques
des enzymes de 1la sclérotisation. I1s varient notablement selon les
ordres ou les familles étudiés ; ce sont principalement:

- les peptides aromatiques observés chez les Dipteéres; ce sont des
formes abondantes et spécifiques d’accumulation de la tyrosine. La
synthése débute aprés 17éclosion et cesse lors de 1’utilisation massive
du dipeptide, & 1la formation du puparium. L’exemple le plus "parfait”
de cette forme d’accumulation reste 1a B alanyl-tyrosine des
sarcophagidés (*%), qui 1libére A& la fois la tyrosine et 1a B alanine
qui sont incorporées dans la cuticule de la pupe (JACOBS, 1978). De
structure trés proche, la gamma glutamyl phénylalanine remplit les
mémes fonctions, mais presque exclusivement chez les muscidae (#10).

- les glucosides phénoliques : ce moyen de protection de
1“hydroxyle phénolique ou catécholique (en 4-0H le plus souvent) a été
découvert dans les glandes collétérales de nombreux dictyoptéres
(blattidae et mantidae), et prévient 1“oxydation du substrat avant son
excrétion dans la cavité ol se forme 1‘cothéque. Cette solution est
aussi adoptée dans des glandes séricigénes de Lépidoptéres saturniidae
(%¥11), et méme dans certaines cuticules (¥ {2) ou hémolymphes (%13,
*¥14). Le tableau | ci-dessous présente les différents aglycones liés au
B glucose chez divers insectes ; les références reportent toujours a
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1“annexe 2.

PHENOL FAMILLE ORGANE REF.
ACIDE PROTOCATECHUIQUE BLATTIDAE GL. COLLETERALE =15
ACIDE DIHYDROXYBENZYLIQUE BLABERIDAE GL. COLLETERALE =14
N~ACETYL DOPAMINE (%) MANTIDAE 00THEQUE *{7
N-MALONYL DOPAMINE (8&) MANT I DAE 00THEQUE *{7
N(N-ACETYL B ALANYL) DOPAMINE (&) MANTIDAE 00THEGUE %18
N B-ALANYL DOPAMINE (§) MANT IDAE O0THEQUE *19
NI(N-MALONYL B ALANYL) DOPAMINE (&) MANTIDAE OO0THEQUE *#19
ACIDE GENTISIQUE SATURNIDAE GL. SERICIGENE  =1{
ACIDE 3-HYDROXYANTHRANILIQUE SATURNIDAE GL. SERICIGENE =1t
N-ACETYL DOPAMINE DROSOPHILIDAE CUTICULE *12
N-B ALANYL DOPAMINE SATURNIDAE CUTICULE *¥20
TYROSINE DROSOPHILIDAE HEMOLYMPHE *13,#14

Tableau 1 : Différents aglycones de B glucosides aromatiques chez
les insectes. (§)= 3-OH glucosides . V. annexe 5

- les esters : 1la tyrosine-O-phosphate semble jouer chez les
Diptéres drosophilidae 1le r6le des dipeptides aromatiques chez les
muscidae et sarcophagidae (*21), La phosphorylation peut aussi avoir
lieu sur des composés plus avancés dans la voie de la sclérotisation
(N-acety! dopamine 3 O-phosphate), de méme que 1la sulfatation
(dopamine et N-acetyl dopamine 3 O-sulfate) (%22), Cette conjugaison
peut donc jouer un réle régulateur dans le déclenchement de la
sclérotisation, ce que semblerait confirmer 1a présence d'activités
phosphatases et sulfatases dans 1la cuticule de certaines glandes
épidermiques de Ja blatte (%23).

2.1.6. Tyrosine et sclérotisation : jusqu‘aux années 50
environ, 1le durcissement de la cuticule était attribué 3 une forte
chitinisation de celle-ci. Mais 1la présence de protéines dans les
structures tégumentaires a conduit A un bouleversement de cette
conception et & rechercher 1les mécanismes capables de conduire 3 la
rigidificaion des protéines. A 1la suite de PRYOR ¢(1940), de nombreux
travaux ont accrédité la these du tannage quinonique des polypeptides,
selon le schéma de base devenu classique

O-dihydroxybenzyl
+ O-quinone
oxygéne > + —e—t» SClérotine
protéine

L’extraction d‘une myriade de quinones, d‘acides et d’alcools
catécholiques des cuticules d’insectes a encouragé 1‘approfondissement
de cette voie. L’inventaire de ces composés, dont bon nombre sont
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probablement des artéfacts d’extraction, ne présente pas d’intérét
ici (voir a ce sujet la trés compiéte revue de BRUNET, 1980).

Mais wune étape fondamentale a été franchie vers les années &0, avec
1"isolement de 1a N-acétyl tyramine (BUTENANDT, 195%9), mais surtout de
ta N-acétyl dopamine <(KARLSON et SEKERIS, 1942). En effet, les
premiéres étapes de cette voie ont alors été élucidées et la tyrosine
s‘est révélée étre le précurseur métabolique des agents tannants. De
plus, 1la sclérotisation s’est révélée biochimiquement séparée de la
mélanisation (elles peuvent &tre dissociées expérimentalement
KARLSON et SCHLOSSBERGER - RAECKE, 1942), car les tyrosinases de cette
derniére semblent inactives sur les composés N-substitués: . Deux
enzymes contrdlent les étapes clés de ce métabolisme : 1a dopa
décarboxylase, formant la dopamine sous stimulus ecdystéroidien
(KARLSON et SEKERIS, 1962 D) 3 la dopamine transacylase (acetylcoA ou
autres donneurs d’acyls), encore mal identifiée mais qui devrait jouer
un role régulateur non négligeable.

La suite des réactions reste encore mal connue car difficile A
manipuler expérimentalement (réactions en phases hétérogénes,
insolubilité des substrats ...). Cependant, on peut affirmer que la
cuticule tannée n‘est sOrement pas le résultat de réactions simples
et uniques, mais plutdt le fruit de multiples intéractions,
enzymatiques ou non, entre ses constituants essentiels ; les différents
équilibres entre ces réactions pourraient rendre compte de la grande
diversité des situations rencontrées, On peut néanmoins distinguer deux
types de sclérotisation par la localisation du point de substitution
(donc de polymérisation) sur le monomére N-acyl dopaminique:

-la sclérotisation “"classique" avancée par 1°équipe de KARLSON,
d”aprés les connaissances sur le tannage des protéines; la substitution
se fait sur un carbone du cycle aromatique; ce dernier se trouve alors
1ié directement ou indirectement 3 une protéine, vraissembiablement par
les groupements nucléophiles de leurs résidus acides aminés (E NH2 de
la lysine par exemple).

-La béta sclérotisation ferait par contre intervenir un carbone de
la chaine latérale <(carbone en béta du noyau de 1a N-acétyl
dopamine). L’argumentation pour l1’existence de telles liaisons vient de
ta récupération de cétocatéchols divers, tels que 1la N-acétyl nor
adrénalone (*24), aprés hydrolyse de la cuticule de certains insectes.

(o]
N-acétyl nor adrénalone Ho§;>~&—CH;NH-E:B-CH5
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Cela est actuellement bien établi (ANDERSEN, 1979 ), mais semble
Timité de fagon intéressante aux cuticules vraies d’insectes (absent

chez 1les arachnides, crustacés, et méme dans les oothéques de blattes
~ WELINDER et coll.; 19747,

A cOté de 1a sclérotisation sensu stricto, des mécanismes variés
interviennent dans le durcissement de la cuticule : «citons pour
exemples 1%intervention des lipides (WIGGLESWORTH, 1970) et de 1a B
alanine <(JACOBS, 1978); les réarrangements des réseaux de chitine liés
a une déshydratation prononcée (FRAENKEL et RUDALL, 19403, ainsi que
les interactions protéine-protéine (HACKMAN, 1974). Une tentative de
résumé de cet ensemble complexe d’interactions est exposée en figure 9.

2.2 METABOLISME GENERAL DES COMPOSES AROMATIQUES.

Toute la biochimie exposée jusqu’ici 1’a été dans des cadres
fonctionnels bien précis. C’est d’ailleurs la principale raison de leur
étude. 11 n‘en reste pas moins qu‘un métabolisme oqénéral et
intermédiaire des acides aminés aromatiques existe aussi chez les
insectes, Nous en décrivons rapidement les grands traits.

2.2.1 Métabolisme de la chaine latérale:

Comme chez 1les mammiféres et apparemment les autres animaux, la
phénylalanine semble n7avoir pour devenir que 1’incorporation en
peptides et protéines, et la conversion en tyrosine 1§ quelques
exceptions existent cependant, comme 1la synthése d‘une phéromone
aromatique non phénolique, 1“alcool phénethylique, chez un iépidoptére
noctuidae (%*25)., La tyrosine, elle, peut &tre transformée en de
nombreux dérivés phénoliques parfois présents en quantités non
négligeables. Ils peuvent remplir des fonctions antibiotiques ou
antioxydantes, ou bien représenter une forme d’excrétion du cycle
aromatique. Les principales réactions affectant 1a chalne sont des
transaminations et des décarboxylations, mais aussi des N-acétylations,
des B hydroxylations ou des échanges de chatne latérale (BRUNET,
198033 elles sont représentées A la figure 10. Seules quelques enzymes
ont été extensivement étudiées, dont 1a DOPA-~décarboxylase localisde
dans les hémocytes avant la mue, et assez récemment purifide et
caractérisée (FRAGOULIS et SEKERIS, 1979). Son activation par
1“ecdysone semble aller de pair avec 1/inactivation de 1’activité
aminotransférasique (KARLSON et GSEKERIS, 19642), orientant alors le
métabolisme de la tyrosine du catabolisme de la chaine latérale vers la
voie de 1la sclérotisation. D’autres travaux assez ponctuels font état
de propriétés particuliéeres, telles que la rythmicité circadienne de
17activité tyrosine-aminotransférasique (%24), ou de la localisation
dans les oenocytes de 1’activité N-acylasique(*27),

2.2.2 Oxydations du cycle aromatique: Avant déja décrit
les COMmposés mis en Jeu lorse de la mélanisation et de la
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- sclérotisation, nous nous bornerons ici & mettre un peu d’ordre dans
les enzymes impliquées dans ces réactions. Que ce soit chez les
vertébrés ou chez les invertébrés, cette enzymologie est assez complexe
et les difficultés de nomenclature, liées & des purifications
difficiles et des spécificités trés wvariables, rend toute synthése
délicate. La +figure 11 représente les principales réactions oxydant le
noyau aromatique chez les insectes, et le tableau 2 tente de réunir les
définitions et les propriétés des enzymes qui en sont responsables. Un
des traits 1les plus marquants est 1‘absence d’identification d’une
tyrosine 3-hydroxylase stricte chez les insectes, rendant la tyrosinase
- qui est aussi une D-diphenol oxydase - responsable de 1‘oxydation de
la tyrosine en DOPA dans 1‘hémolymphe ; 1a compétition tyrosinase ~
DOPAdécarboxylase pour 1’utilisation de 1a DOPA pose donc un probléme &
priori.

Enzyne nomenclature  réaction cofacteurs présence chez  Ré{f,
(activitd) officielte (v, fig.11) cosubstrats les insectes
phénylalanine 4-hydroxylase E.C.1.14.3.1 $9)] ptérine DUIChémolymphe) %28

+ péductase
tyrosine 3-hydroxylase E.C.1.14.16.2 (2) et (1) ptérine NON(syst. nerveux?)
+ réductase
monophénol oxydase / () ? sans ?
ptérine

D~diphénol oxydase E.C.

¢ 3.4 &) ptérine OUI{cuticule) %29
tyrosinase E.C.

]
4.18.1 (2) et (3) Cut+ et O-diphénol (ver(dbrés)

Cut+ sans diphénol (invertébrés) OUI #29
laccase E.C.1.14.18.1 (3) et (4) Cut+Otyrosinase) ol 230
peroxydase E.C.1.11.1.7 (%) , (3) ? H202 ou1 3]

{.1
]

Tableau 2: caractérisation des enzymes responsables de 1’ oxydation
du cycle aromatique chez les insectes (d’aprés BRUNET, 1980).

2.2.3. Catabolisme du noyau aromatique : i1 semble
qu’aucun travail n‘ait été effectué sur le catabolisme du cycle
benzénique chez les insectes. Pour 1les mammiféres, les voies de ce
catabolisme ont été identifides (annexe &) et font intervenir une étape
complexe et importante transformant 1le p hydroxyphenyl pyruvate
(présent chez les insectes, voir fig. 10) en acide homogentisique. La
connaissance de cette voie est pourtant 1’indispensable préalable 3
tout bilan complet des acides aminés aromatiques. Certaines
expériences, wutilisant de 1a tyrosine marquée sur le carbone gamma ,
suggérent cependant wun faible taux d‘un tel catabolisme chez la blatte
adulte C(HOPKING et coll.; 1974). Dans une telle hypothése, les formes
circulantes des différents acides ou alcools phénoliques et
catécholiques décrits précédemment pourraient bien étre des formes
d’excrétion du novau aomatique. Il n’‘est cependant fait aucune mention
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des composés 2,5 di-hydroxyphénoliques, remplissant ces fonctions chez
les vertébrés,

En conciusion a cette revue de la biochimie de la tyrosine, on
s’apergoit que ce composé joue bien chez les insectes un rdle aussi
important que dans le régne végétal et le reste du régne animal. Aux
originalités développées par les insectes, on peut cependant apposer
17absence de certains métabolismes "évolués® <(thyroxine et hormones
thyroidiennes des mammiféres), ou spécialisés (synthése d’alcalofdes
chez les végétaux : morphine, mescaline, codéTne...).
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3. MODELE POUR LA PHYSIOLOGIE DU "SYSTEME TYROSINE" CHEZ LES

INSECTES

Méme parfaitement ordonné et synthétisé, 1le dépouillement des
voies biochimiques ne constitue pas une fin en soi. Ce n’‘est que son
intégration dans 1la physiologie générale de 1‘organisme étudié qui
puisse objectivement satisfaire 1‘esprit. Or, malgré 17 énorme
accumulation de connaissances effectudes par les sciences
physiologiques au cours de ces deux derniers siécles, nous sommes
encore "loin du compte' dans 1a grande majorité des cas abordés. En
effet, il suffit que les composés considérés soient un tant soit peu
ubiquitaires (et c’est le cas le plus courant) pour que 1‘écheveau
devienne wvite inextricable. Et si 1a réalisation in vitro de formes de
vie quelque peu évoluées paralt logiquement utopique, 1a modélisation
compléte du comportement de ces mémes formes de vie n‘en est pas
moins tout aussi difficile.

Néanmoins, 17ampleur de 1la t&che ne doit pas nous faire oublier
cet objectif conceptuel, et 1la construction de modeles, 3 divers
niveaux d‘intégration, procéde d‘une démarche raisonnable. Nous sommes
bien conscients qu’‘ils ne pourraient souvent pas &tre fonctionnels
(diagnostiques, prédictifs...) ; 1a encore, si les mathématiques et
1/ informatique ont accompli ces derniers temps des progrés
considérables, 1la somme d‘information et 1a complexité des intéractions
font des modéles biologiques des objets bien délicats A manipuler sous
1“angle cybernétique. Les bescins, notamment industriels, en ce domaine
sont toutefois de précieux moteurs & 1‘avancement des recherches
(ATLAN, 19845,

Le modéle que nous présentons ici voudrait simplement servir de
cadre, o0 une recherche sur le sujet pourrait trouver sa position et
identifier par- 13 les interactions  qui 1/intéressent. La
compartimentation se fait a différents niveaux, et c’est 1/ imbrication
de toutes ses composantes qui rend compte de la complexité réelle. Deux
types de compartimentation sont familiéres aux modélisateurs en
biologie, car elles découlent de deux typologies courantes en
phrvsiologie <(biochimie et histologie). Une troisiéme peut y étre
superposée en tenant compte des différentes phases ontogéniques
sujvies par 1‘insecte. Enfin, ce dernier véhicule des informations
génétiques qui sont 1a base de la plus triviale des compartimentations
t la systématique. La représentation schématique étant le meilleur
moyen d’illustrer cette optique, nous avons réuni en trois figures les
principaux traits de la compartimentation biochimique (résumé du

chapitre Az, figure 12), spatiale (figure 13) et temporelle (figure 14)
de la tyrosine chez les insectes.
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I1 est évidemment hors de question de vouloir actuellement aborder
1“ensemble des interactions suggérées pour les trois compartimentations
précédentes. On peut seulement essayer d’illustrer 1/intérét d’une
telle approche globale par 1‘exemple d‘une synthése des recherches
actuelles dans un sous-ensemble particulier de cette compartimentation
: la figure 15 montre de fagon claire et compléte la localisation
histologique et 1les régulations hormonales de toute 1a chaine de 1a
sclérotisation chez un Diptére sarcophagidae (d“aprés NEVILLE, 1975).
Notre but, dans ce travail, voudrait &tre une modeste contribution &
1“enrichissement de tels modéles.
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B — MATERIEL ET METHODES

{ ELEMAGE ET  DETERMIMATION DES PARAMETRES BIOLOGIGUES DE
LITTORALIS

oy

1.1. ELEVAGE

La <souche de Spodoptera littoralie <(Boisduvwal.}) que nous avons
utilisée est d’origine éqvptienne, et nous a aimablement été fournie
par Mr BUES, de la Station de Zoologie INRA d'AVIGNON. Les larves ont
été dlevédes sur Je milieu artificiel de POQITOUT et coll. (19722%, et
dans les conditions avant permis 17élevage au laborateire de nombreuses
noctuelles (POITOUT et BUES, 1974),

L élevage débute en petites logettes ¢1,0 X 1,0 cm) et les larves
sont transférédes vers le cinguiéme stade en logettes individueliles «2,0
¥ 3,0 cm) pour des raisons d hygiéne et de comportement ; la nymphose
est réalisée pour les mémes raisons sur tourbe stérilisée, Four
conserver une taille raisonnable <{cent couples environ) sans faire
apparaltre de problémes de consanguinité, 17élevage a été divisé en
quatre “souches" et un protocole régulier de croisements a été adapte
d“une ogénération sur 1 autre <{fiqure 16).

La température de 25 4+ 1° C a été adoptée, avec une humidite
refative de 70 A 80 ¥ et une photopériode 12/12. Pour des besoins
techniques ou de synchreonisation, nous avons parfois et hors périodes
expérimentales, fait wvarier 1la température de 22" C a 27° C <la gamme
de températures admises pour 17élevage de S.littoralis va de 20° C &
35° C - GSIDIBE, 1974). MNous avons en outre expérimenté un cycle
d’élevage <sans adjonction des antimicrobiens aromatiques - nipagine et
acide benzoique retirés de la composition -, pour déterminer
1“éventuelle influence de ceux-ci sur les variablec étudiées.

1.2, DETERMINATION  DES  PARAMETRES  BIOLOGIQUES DE 8.
LITTORALIS

1.2.1. Expérience : Afin de déterminer les
caractéristiques du développement et de la croissance de S.1ittoralis,
84 ‘larves néonates ont été suivies individuellement sur un cycle dans
noe conditions d élevage. WYingt d’entres elles furent pesées tous les
jours ainsi que juste aprés chaque mue, et certains caractéres fins du
comportement ont été observés, notamment au cours du dernier stade
farvaire.

Les principaux résulitats obtenus concernent :

* Pour la composition, se reporter au paragraphe 1.3 et & 17annexe 7
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1.2.2. Développement et mortalitéd 1 tout au long du
déueloppement larvo-nymphal, les mues et mortalités individuelles ont
4té notées pour permettre 17obtention de données précices sur les
movennes et variances des durées de ‘tous les stades. Aucune donnée
quantitative n“a par contre été relevée sur Ta fécondité et la
fertilité,

1,2.3, Capsules céphaliques : la détermination pratique
des stades larvaires peut se faire & tout moment par mesure des
capsules céphaliques, Les valeurs témoins ont été obtenues au cours de
cette expérience sur des larves endormies au CO2 : la largeur maximale
des capsules est mesurée grdce a un micrométre oculaire {loupe
binoculaire ZEISS),

{.2.4. Croissance ¢ la courbe de poids témoin a été
obtenue par pesées journaliéres des larves sur une microbalance
(balance gamma analvtique GSETARAM). Les poids a la mue ont aussi &té
notés pour permettire des comparaisons lorsque les durées de
développement sont différentes <fvoir 1.3.2. D autre part, les données
de poids & 1la premiére et & la douziéme génération ont été comparées
pour déceler une éventuelle dérive de la souche.

1.2.5. Gexage : les chrysalides sont sexées sans grosse
difficulté a T‘oeil nu <(iiqure 17 a)., Chez 1les chenilles, le
dimorphisme n‘est a priori pas apparent. Nous avons cependant testé une
méthode préconisée par HAINES (1982) pour les derniers stades (figure
17 b). Le travail est effectué a la loupe binoculaire. Si le résultat a
été concluant (93 % de déterminations correctes), la délicatesse et le
temps passé a cette détermination se sont avérés rédhibitoires a une
utilisation courante. Comme les phénoménes étudiés ne semblent pas a
priori 1iés au sexe (ISOBE et coll.; 19817, nous 17avons négligé dans

la suite de notre travail.

1.3. DETERMINATION DES PARAMETRES NUTRITIONMELS :

La connaissance de certaines grandeurs nutritionnelles, telles que
consommation brute ou digestibilité apparente de certains composants du
milieyu alimentaire, est apparue nécessaire pour valider certaines
conclusions. Aussi est-ce une des raisons pour lesguelles nous avons
entrepris quelques expériences de nutrition.

1.3.1. Expérience sur les gels conditionnés : saon but
est hors de notre sujet mais, certaines conclusions nous intéressant
directement, nous avons jugé utile de reporter en annexe 7 53
description compléte. On pourra aussi ¥ trouver le détail de la
composition du milieu artificiel que nous avons utilisé (milieu dit
“agar").
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1.3.2, Expérience sur l7assimilation des acides aminés !
pour évaluer 1 apport excgéne vrai de tyrosine et de phénvialtanine, la
digestibilité apparente des acides aminés dans notre milieu a été
estimée { (quantité ingérée - quantité dans les fécés) / guantité
ingérée ; WALDBAUER, 1948), Dix laruves ont été élevées individuellement
pendant 24 h en conditions contrdlées @ 17ingéré a été ectimé par la
mé thode gravimétirique classique avec la correction relative au
desséchement (WALDBAUER 3 1968), et les +Féceés totales récoltées et
congelées puis Iyophylisées., L analyse des acides aminés est ensuite
réalisée sur les milieux et les fécés <(voir 2.2.1.7 et les bilans
calculés. Cette expérience a été réalisée, pour comparaison, sur des
tarves en milieu de cinguiéme stade et en début de sixieme et dernier

stade.

1.4, RECOLTE D'HEMOLYMPHE DE CHENILLES DE LEPIDOPTERES

L‘hémolymphe de nombreuses espeéces de Lépidopiéres a é&té récoltée
pour plusieurs types d“analyse dont nous parlerons plus loin. Nos
besoins portaient sur de 1‘hémolymphe de chenilles de dernier stade
tarvaire, en +fin d alimentation., Nous nous les sommes procurédes de
différentes fagons,

1.4.1, Elevage ou origine des chenilles : outre
S.,littoralis, nous avons éleyé au laboratoire deux espéces, Bombyx mori
et Philogsamia cynthia, respectivement sur feuilles de murier et
d’ailanthe, 4 1a température ambiante. Pour les autres espéces, nous
les avons soit récoltées dans 1la région Lyonnaise et le Jura, et
amenées au dernier stade sur aliment naturel, soit obtenues grace a
différents laboratoires et nourries sur un milieu artificiel approprié.
L”annexe 8 fournit la liste de ces Lépidoptéres et leur origine.

1.4.2, Prélévements d‘hémolymphe @ pour toutes les
espéces traitées, 1 hémolymphe a été préievée par coupure d’une fausse
patte abdominale (généralement de 17avant derniére paire’. Les
chenilles propres préalablement anesthésiées par le froid, sont tenues
par la main gauche gantée (pour éviter de polluer le prélévement). Une
fois la fausse patte coupée, la goutte d'hémolymphe ect rapidement
pipetée <ipipette automatique ou aspirateur artisanal, pour les volumes
importants) ; elle est alors immédiatement placée au +roid et en
contact avec un tampon d“inhibition de 1ta mélanisation : ‘tampon
phoshate 0,15 M, & pH é,9 et saturé en phénylthiourde(3 mM, 1a PTU est
dissoute & 50°C, puis le tampon filtré). Aprés une centrifugation de 13
mn, au froid, & 2000 g, le surnageant est séparé des hémocvytes et
éventuellement stocké & -20°C jusgu’a utilisation,
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2. COMPARTIMENT DE FAIBLE P.M. : ACIDES AMINES ET PEPTIDES

2.1, PREPARATION DES ECHANTILLONS ; EXTRACTIONG ; STOCKAGE

Z.1.1 Précipitation des protédines : pour les dosages
individuels, sur Tlarves entiéres comme sur hémolymphe, une méthode a
été mise au point afin d’assurer une récupération maximale, un dosage
précis des faibles quantités ainsi gqu’un temps de opréparation
relativement bref : pools de larves dstades 1 & 42 ou larves
individuelles <{stades 5 ou &) sont brovés in tofo & 0° C en présence de
TCA ¢S5 % pds./vol. final, dans 1.5m1)> et d’une quantité déterminée de
etandard interne <fvoir 2.2.2.Y. Trois extractions par deux volumes de
chioroforme, suivies de centrifugation & 4 C (2000 g, 10 mn
permettent de débarasser 1la phase aqueuse de lipides, des protéines
précipitées et d‘une partie du TCA. L extrait conservé & -20° C est
amené A& pH 4-7 par NaHCO3 en poudre préalablement & 1‘injection HPLC.
La neutralisation est wvérifiée au papier pH pour s’assurer une bonne
reproductibilité des temps de rétention. Aux stades 5 et &,
1'hémalymphe des Tlarves individuelles (10 & 150 pl) est traitée de
fagon analogue en volumes réduits fenviron 300 P] finaux en tubes
eppendorf’.

2.1.2 Dialyse : pour les besoins préparatifs, les larves
de dernier stade <50 & 100 individus) sont ébouillantées pendant Z mn
dans de 1‘eau distillée {pour les tuer et dénaturer les enzymes). Elles
sont alors brovées <(broyeur & couteaux j inox 3 9500 mid, puis
grossiérement filtrées sur mousseline et 1’extrait aqueux est dialysé 3
fois contre un litre d‘eau ultra-pure sur un temps total de 14 heures
et & 4°Ci{Tubes VISKING ; pouvoir de coupure de 10 - 12 kD). Le dialvsat
est ensuite amené A sec sur évaporateur rotatif de BUCHI, et stocké &

-20° € jusqu’s utilisation.

2.1.3 Uttrafiltration : lorsque les besoins, analriigues
ou semi-préparatifs, se portaient a la fois sur la fraction de faible
P.M. et 1a fraction protéique, les échantillons ont &té soumis 3
1“ultrafiltration en cellule AMICON de 10 ml, sur une membrane UMID
{coupure & 10 KD environy., Cette technique a également été utilisée
pour débarasser la fraction protéique des substrats dialvsables, lors
d'essais d'enzymologie (vair 4.1.2.3.

2.1.4 Filtration sur gel : lors des analyses
d‘hémolymphe des différents Ilépidoptéres, 1a fraction de petit poids
moléculaire est obtenue par filtration sur gel fwoir 3.3.10, suivie
d‘une concentration et dfune précipitation des protéines au T.C.A.
{yoir 2.1.1%avant 17analyvse H.P.L.C.

2.2 METHODES ANALYTIQUES :
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2.2.1 Analyse automatique d’acides aminés : les analvses
ont été effectudes directement sur extraits individuels ¢(Z.1.1) ou
aprés hydrolyse acide; celle-ci est réalisée par HC1 &N, 24 h a 120°C,
en présence d'acide thioglycoligque & 0.1% et en ampoule scellée, & une
pression inférieure a 25 ym de mercure. L analyseur est un KONTROW
LIQUIMAT TI1@ équipé d'une résine AS 70 ¢7 pmi 124 de réticulationy.
L"élution par 5 tampons Lithium se fait d’aprés une modification du
programme “liquides biologigues” du constructeur f{voir le détail en

annexe 93, Le standard de référence est soit Ta Norvaline, soit la

p-amino phénylalanine f{voir 2.2.2), Un chromatogramme "tvpe" est

précsenté en figure 18.

2.2.2 Chromatographie liquide sous haute pression:

-injection: 20 p! d’hémolymphe traitée (2.1.1
-colonne it silice greffée NHZ, 30 cm de longueur, 4.6 mm
de diamétre, particules de 5 ym (MERCK Lichrosorb NH2).

~détection: absorption U.M. & 2ZB0 nm

~débit; 1.9 mli/mn.

~élution: Ar NaHZP04 0.0IM ajusté a pH 4.3

B: acétonitrile-eau (S060-707

~temps 0: 974 de B dans A + B
-temps 1.5 & 8.5 mn.: gradient lindaire de 97% & 0% de B /A+B
~temps 8.5 & 18.5 mn.: " . de 204 a 304 "
- 18.5 mn.: 30% de B /A+B
- 23.3 mn.: réagénération en 5 mn. jusqu‘a 97% de B /A+B

La méthode est adaptée d‘une séparation d’acides aminés par HPLC
(SCHUSTER, 19802, Un chromatogramme standard est donné en fiqure 1%a
(séparation d‘acides et acides aminés naturels; la pNH2 PHE est
utitisée comme standard interne). Les caractéres de linéarité du dosage
total sur les hauteurs des pics apparaissent en figure 19b.

2.2.3 Pression osmotiquej pH i quelques mesures ont été
effectuées sur hémolymphe brute immédiatement aprés le prélévement
£47C). L’osmométre wutilisé ecst un appareil digital FISKE 0S & lecture
directe., L“échantillion, d’environ 250 pl, est évidemment exempt de tout
ajout, notamment en inhibiteurs de mélanisation., Le pH métre utiliscé
est un RADIOMETER modéle 24.

2.3 METHODES PREPARATIVES :

2.3.1 Chromatographie d’échange d”ions

~colonne i polystyvréne greffé acide sulfonique, dchangeuse
de catiens, forme H+ ; 25 cm de longueur, 12 mm de diamétre ; 50-100
mesh (DOWEX S0W-X4),
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~détection: absorption U.Y & 280 nm
-débit ! 2 mi/mn
—étution ! lavage par 50 ml d“HC1 0.2 N
géquilibrage par 50 ml d‘HCY O.05 N
dépdt de 1 échantillon <10 & 30 ml?
~0-43 min : HCY 0,03 N
-43~-20 min 1 ringage eau distillée
-20-120 min ¢+ Li0H 0.2 N

La derniére fraction est recueilifie et neutralisée par 17HCI
concentré., Elle est ensuite concentrée, grossiérement dessalée par
passage sur Sephadex G153 et reconcentrée avant la chromatoaraphie
suivante,

2.3,2 Chromatographie sur 5i-NHZ préparative : c’est la
transposition, & 1‘échelle préparative, des conditions employées en
HPLEC.

-colonne i Silice greffée NHZ ; 30 cm de longueur, {0 mm
de diamétre, 25 & 40 gm de diamétre des particules (MERCK, LICHROSORB
NH2)

~détection: absorption U.V & 280 nm

~débit : 1 mi/mn

~dlution : gradient linéaire, passant en une heure de la
solution B & un mélange & S0 % de A et de B (voir 2.2.2).

La figure 20 résume 1le protocole d’extraction préparative du
glucoside de 1a tyrosine.

2.4 IDENTIFICATION DES COMPOSES :

Différentes molécules, présentes dans les diverses fractions

obtenues précédemment, ont été identifides ou partiellement
caractérisées. Les critéres utilisés sont physiques (point de fusion,
coulteur?d, physicochimiques {caractéres de solubilitél et

spectroscopiques.,

2.4.1 Cristallisations ! le glucoside de tyrosine a été
cristallisé deux fois dans un mélange eau - alcool., L acide urique a
¢té recueilli sous forme de cristaux spontanés A partir de fractions
acidifiées de Ta chromatographie d’échange d’ians.

2.4.2 Synthese de Bgle-TYR : afin de posséder les
données phyeicochimigues de référence, la B-D~Glucopyranosyl
O-L-tyrosine a été swynthétisée selon la méthode utilisée par notre
laboratoire (DELOBEL et coll., & paraitre>. L annexe 10 décrit cette
syntheése,

2.4.3 Cochromatographie ' des critéres supplémentaires
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d’identification sont +ournis par Ta cochromatographie du "pic" ou de
la “tache" inconnue avec un produit de référence, et cela dans
plusieurs systémes chromatographiques <(couches minces avec différents
solvants, HPLC, autoanalyseur - pour les produits aminés -).

2.4.4 Propriétés spectroscopigues : les spectres U.W. -
visible des composés en solution aqueuse ont été effectués sur un SAFAS
2000 & double faisceau, et les spectres I.R. des composés cristallisés
réalisés en pastilles de KBr sur un spectrophotométre I.R. SAFAS
utilisé en mono faisceau.

2. COMPARTIMENT DE HAUT F.M. : LES PROTEINES

3.1 PREPARATION ET STOCKAGE DES ECHANTILLONS

Four les purifications de protéines hémolymphatiques, 1‘hémolymphe
propre non mélanisée (1.,4.2) est utilisée directement. Pour les dosages
de protéines sur prélévements individuels, 1a P.T.U. est soit omise,
soit présente & wune concentration Finale n’interférant pas avec le
dosage des protédines {100 g,

Le tissu adipeux, aprés dissection dans le tampon phosphate 0,15 M
(1.4,.23, est homogénéisé au potter dans ce méme tampon, puis
centrifugé & 2000 g pendant 30 mn. La fraction aqueuse non lipidique
est prélevée et précipitée par du sulfate d'ammonium (90 ¥%). Aprés une
autre centrifugation dans les mémes conditions, le surnageant est
jeté et e oprécipité repris et dialysé {une nuit & 4° C) contre le
méme tampon phosphate, mais exempt de P.T.U.. Pour toutes les
manipulations préparatives de protéines, les concentrations et 1la
conservation sur des périodes de plus de 48 h se font par dialyse
contre de 17eau ou un tampon, lvophilisation et stockage & - 20° C.

3.2 DOSAGES ; SPECTROPHOTOMETRIE

3.2.1 Méthode de LOWRY-PETERSON : cette méthode est
décrite en détails en annexe 11 (PETERSON, 1977). Elle a été utilicde
soit complétement, c est-&-dire avec 17étape de précipitation des
protéines, soit simplifide pour des dosages plus routiniers et en
absence de substances interférentes {voir 3.2.2). L interférence légére
de 1a P.T.U. peut &tre négligée dans nos gammes de dosage si sa
concentration {finale n'excéde pas 100 ou méme 500 pM (1/10° de la
saturation).

2.2 Méthode de BRADFORD : cette méthode ¢BRADFORD,
mple, s’est révéléde parfoise plus adéquate car moins
a précédente a la présence de substances phénaoliques

1974, plus s

3
i
sensible que |}
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en haut: dosage de LOWRY-PETERSON tsur cérumalbumine bovine)
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- zur sérumalbumine seule

- syr cytochrome C

- gur sérumalbumine en présence de PTU et de SDS
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interftérentes (vyoir résultats £.3.1.2.1>, Sa mise en peuure ect
présentée en annexe 12. Un minimum de précautions ect cependant
nécessaire 1 en effet, la présence de phénylthiourée déplace le spectre
dabsorpticon du bleu de coomassie (coloration plus verte du complexe
Bleu de coomassie/protéine), et 1‘adjonction de SDS peut entrainer
des interférences f{adsorption non compétitive) interdisant 1 emploi de
ce dosage dans certaines conditions ‘en présence de tampons
d'électrophorése § 3.4.1 et 3.4,2),

Par ailleurs, et comme pour la méthode de LOWRY, des différences de
réponse non négligeables sont obtenues avec des protéines standards
différentes. Nous avons utilisé la Serum albumine bovine Sigma fraction
Y dans toutes nos gammes étalon. Signalons & ce sujet que les courbes
étalon des deux méthodes emplovées s’ accordent mieux & des ajustements
“puissance” que linéaires (droites en coordonnées LOG/LDG). C'est donc
cet ajustement qui a é1é préférd pour l1“estimation de nos
concentrations en protéines ; T‘estimation graphique est méme
supprimée par 1‘utilisation d‘une calculatrice programmable (HP 41,
module statistique ; programme d’ajustement ‘puissance”’. La figure 21
résume les différentes remarques qui viennent d’étre effectudes.

3.2.3 Densitométrie sur plaques d’électrophorése :

L7analyse quantitative des résultats des électrophorése en gels
d'acrylamide a3 été effectuée par balayage monodimensionnel des bandes
electrophorétiques d’un puits aprés la coloration au bleu de Coomassie.
L' appareil wutilisé est un photométre enregistreur intégrateur YERNOW,
modéle FHI &, muni d’un filtre rouge 23& pour améliorer le contraste du
bleu. Les résultats sont exprimés en mg de protéines par pic ou groupe
de pic par répartition, proportionnelle & la surface, de la quantité
totale connue de protéines par puits. Ces résultats sont donc assortis
des mémes limitations que précédemment <vpir résultats : C 3.1.2),

3.2.4 Spectrophotométrie visible : les spectres dans le
visible de certaines protéines en solution aqueuse ont &té enregistrés
comme en 2.4.4, 11 en est de méme pour le spectre dans le dioxanne de
pigments liés & des protéines de 1" hémolymphe.

3.3 CHROMATOGRAPHIES

3.3.1 Chromatographie de perméation sur qgel :

dépdt : 500 & 2000 yl d’hémolymphe {voir 1.4.2)

colonne ! agarose larges pores } 100 cm de longueur,
18 mm de diamétre ; particules de 40 4 140 pm (IBF, Ultrogel Ad)

détection : absorption UV 3 280 nm

débit t 10 & 12 mi/heure

élution ! tampon phosphate 0.01 M pH 6.8 ; NaCl 0.2 M
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MaN3 0.02 %,
La figure 21 bis montre un chromatogramme de protéines standards et
T7ajustement des poids moléculaires aux volumes d*élution.

3.3.2 Chromatographie sur hydroxvapatite :

dépot : fraction brute de sortie de colonne
précédente, ou protéine lvophylidée dissoute dans MaCl 0.15 ™,
colonne : hydroxylapatite immobilisée sur agarose j; 25

cm de Jongueur, 12 mm de diamétre ; particules de &40 & 180 pm C1BF,
Ultrogel HAD

détection 1+ absorption U.Y A 280 nm

débit : 1,5 ml/mn

élution : gradient de molarité de tampon phosphate pH
4.8 1 équilibrage par 50 ml de tampon SmM ; 50 ml de tampon 200 mM :
gradient linéaire passant en 40 mn de 200 & SO0 mM ; ringage par 30 ml
de 500 mM.

3.3.3 HPLC

dépodt : 20 y! d'hémolymphe traitée {selon 1.4.2)

colonne : Silice greffée neutre pour perméation des
protéines ; 7.8 mm de diamétre (WATERS, Protein Pak 125 et Sl 300
débit + 0.8 mi/mn

élution : tampon phosphate 0.05 M, pH 7.0

3.4 ELECTROPHORESES

Toutes les électrophoréses ont été réalisées sur gels en plaques de
150 x 180 x 1,5 mm, dans un appareil & électrophorése verticale LKB
2001 muni d‘une réfrigération, maintenue & 18° C environ,

3.4.1 Electrophoréses sur gradient d’acrvlamide avec SDS

la plupart de nos électrophoréses ont €1é réalisées selon cette

technique f(d’aprés LAEMMLI, 1970), permettant une séparation correcte

de protéines dans une large gamme de poids moléculaires, Le détail des

opérations est résumé en annexe 13, Les protéines utilisées comme

marqueurs de poids moléculaire sont celles des mélanges BIORAD pour
electrophoréses en présence de SDS

MYOSINE (200 kD), B GALACTOSIDASE (114 KD>, PHOSPHORYLASE B (92.4
kD), SERUM ALBUMINE bovine (é6 kD), ANHYDRASE CARBONIGUE (31 KD,
INHIBITEUR TRYPSIQUE de scja 21 KD), LYSOZYME ¢14.4 kD3,

Sur la qamme des faibles poids moléculaires {jusqu‘a 80 kD), la
migration dans notre cyctéme est bien sensiblement proporticnnelle au
poids moléculaire. Mais 1les déterminations sur une large gamme font
apparaitre une meilleure correlation & un ajustement exponentiel (PM
= a exp b x dmigration’?, La figure 22 le montre bien et donne la
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retation utilisée pour 1 estimation des poids moléculaires de protéines
trée ditférentes sur un méme gel fvoir réeultats, T 2.2.12., Cela
pourrait s’expliquer soit par une migration incompliéte, soit par un
gradient non gxactement lingaire {artéfact d’agitation, de
polymérisation...).

2.4.2 Electrophoréce sur  gradient d acrylamide cans
DE:1- adjonction de SDS rendant impossible 1‘obeservation de¢ protéines
natives oligomériques, nous avons utilisé une méthode permettant une
estimation des P.M. en absence de 5DS (LAMBIN et FINE ;1979). Le gel
est préparé comme en 3.3.1 avec remplacement du 3DS par du glvcérol
faussi & 10w, et de la solution & 154 d7acrvlamide par une solution &
10% igradient 35-10¥). L‘échantillon de <standardse ou de protéine
purifiée est mis & migrer pendant des temps différents (de 1h & Bh:, &
courant constant de 20 mA {150 M au départ). Aprés coloration des
bandes, on peut figurer sur un graphe la racine carrfe du temps de
migration en fonction de 1z distance de migration pour chaque protéine.
Les droites obtenues +font correspondre une pente a chague protéine.
L7ajustement linédaire, en coordonnées semi-Logarithmiques, de cette
pente aux poids moléculaires des protéines natives permet d'estimer
correctement ces derniers pour des protéines inconnues. Les protéines
"marqueurs” sont ici
FERRITINE (450 kD3, CATALASE <240 D>, ALDOLASE (138 kD),
SERUMALBUMINE BOVINE (48 kD), OVALBUMINE {45 kD), CHYMOTRYPSINOGEME (25
kD); {(Boehringer MANNHEIM),

w

3.4.3 Electrophorése sur gel dacrylamide sans gradient,
en présence de SDS: La composition du gel et 1e protocole sont aussi
fournis en annexe 13, Ces électrophoréses ont été réalisées pour
affiner Ta séparation dans une gamme donnée, ainsi que pour estimer
différemment les P.M. des protéines purifiées. Le meilleur ajustement
est jci aussi exponentiel, exprimé classiquement par 1a relztion
LOGCP.MY = axRf + b, ot Rf est le rapport de la distance de migration
de 1a bande & celle du front matérialisé par le bleu de bromophénol.

3.5 ELECTROFOCALISATIONS

3.5.1 Sans urée: Des gels d'acrylamide en couches minces
ont été wutilisés (Ampholines 3.5-%9.5 PAG plates, LKB). Les plagues
prétes a4 1 emploi cont étendues sur 1a sole réfrigérante (4°CH de
17appareil A Slectrophorése horizontale LKB  MULTIPHOR. Apreés
préfocalisation, S0 & 100 pg de protédines purifidecs sont déposés et le
générateur mis en route pour Y0 minutes & la puissance constante de 30
W (1500 Y pour 50 mA en début de focalisation . Les échantillons sont
encadrés par des protéines témoins (BIODRAD) pour la détermination des
p.l.

AMYLOGLUCOSIDASE (p.1.=3.5), INHIBITEUR TRYPSIQUE de soja (4.35), B
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LACTOGLOBULINE A(5.200, ANHYDRASE CARBONIGUE B bovine (5.85), A.C. B
humaine ¢&.55), MYOGLOBINE de cheval (&4.85,7.35», LECTINE de lentille
(8.13, B8.45, B.45» et TRYPSINOGENE ¢9.30).

3.9.,2 dAvec urde : Pour obtenir 1“électrofocalisation en
milieu dénaturant, la technique analytique de premiére dimension d* O’
FARREL{1975) a été réalisée, Elle a &té réalisée en tubes de 130 x 2.5
mn et figure en annexe 14,

3.6 IMMUNOLOGIE

Lans le cadre de 17étude cycstématique de certaines protéines de
1“hémolymphe des larves de lépidoptéres, une comparaison de certaines
de leurs propriétés immunclogiques a été tentée,

3.6.1: Préparation de 1”immun serum

Une protéine de 1"hemolymphe de §S.littoralis, d‘une pureté
Blectrophorétique de prés de 90%, sert & immuniser un lapin de 3.5 kg,
selon le protocole suivant (KAMINSKI, 19793 1/adjuvant de FREUND
utilisé est de type "incomplet"{sans mvcobactéries).

premiére injection : 3 mg dans { ml de tampon mélangé &
iml d“adjuvant de FREUND, par voie intrapéritonéale.
deuxiéme injection : 2 mg dans 0.5 ml de tampon et 0.5 ml
21 Jjours apres d’adjuvant, par voie sous cutanée.
troisiéme injection : 1 mg dans les mémes conditions.
21 jours aprés
prélévement : par ponction intraveineuse dans la
15 jours aprés veine marginale de 1 oreille,

Aprés une coagulation de 2 h A température ordinaire et 10 h & +
4*c, le sang est centrifugé 30 mn a 2000q, et le sérum recueilli est
fractionné puis congelé & -~ 20° ¢ jusqu’d utilisation. Les détails de
préparation sont ceux décrits par KAMINSKI (1979).

3.6.2 immunodiffusions ! nous avons éffectuéd des
immunodiffusions simples en gels d agar ( technique d“"Ouchterlony"),

4 ENZYMOLOGIE - ENDOCRINOLOGIE - MARGUAGE RADICACTIF

4.1 ENZYMOLOGIE

4.1.1 Analyses qualitatives rapides:Pour réuéiler
T"existence de certaines activités a des moments oprécis du
développement de $S.ljttoralis et dans certains tissus particuliers,
nous avons utilisé des plaquettes de diagnostic rapide APIZYM. Les
tissus sont homogénéisés en tampon phosphate ¢ & pH 4.8 ou 5.4) et une
quantité aligquote introduitedans chaque cupule de la plaguette. Aprés
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incubation de 3 h A 37" [, la réaction est stoppée, révélée et les
résultats enregistrés sur une échelle & 5 classes. Les activités
testées , les substrats emplovés ainsi que les correspondances de
I“échelle de lecture sont consignés & 1 annexe 15.

4.1.2 B _Glucosy] transférase : cette activité a été
recherchée de différentes facons., MNous avens fait 17hypothése que 1a
synthése de Balc TYR était réalisée par une activité de ce tvpe &
partir de glucose activé sous forme d°UDPG., En effet, une telle
activité a 6té suggérée, et Tlocalisée chez certains insectes, comme
intervenant dans certains mécanismes de détoxification de substances
phéncliques exogénes (MEHENDALE et DOROUGH, 1%72). Nous avons essayé de
détecter cette oqlucosvlation sur du 1-Naphtol et sur 1a tvrosine dans
des expériences de deux types :

4.1.2,1 Sur homogénats de tissu adipeux ou de tube
digestif : le protocole expérimental est décrit en <+iqure 23.
L'incubation a lieu & 37° C et le milieu d’incubation est le suivant
(d7aprés VAISANEN et coll., 1983) : tampon glycine NaOH 50 mM pH 7.8 ,
MgClz 10 mM, UDPG 0.5 mM, i-Naphtol ou tyvrosine 25 pM.

4.1.2.2 Sur tissus intacts : des incubations d’une
heure de tubes digestifs vidés ont été tentées. Les protocoles sont
présentés en fiqure 24a et b. Si 1‘expérience 24a ne pose pas trop de
difficultés, 1la perfusion de tubes digestifs (d’aprés NEDERGAARD, 1972)
a posé un certain nombre de problémes technigues, notamment
d’adéquation de tailles, qui n‘ont pu é&tre résolus. Nous avons
néanmoins choisi de la présenter car nous pensons qu’elle est
réalisable,

4.1.3 B Glucosidase :

4,1.3.1 Mise en é¢vidence de T activité B
Glucosidasique : dix chrysalides blanches sont brovées a 4° C dans 20
mli de tampon phosphate 0.15 M 3 pH 4.2. Aprés centrifugation (30 mn,
2300 @), 1’homogénat est débarassé des lipides flottant et de la
cuticule du culot, et ultrafiltré pour se débarasser des composants de
faible P.M., notamment de 1la tyrosine. L‘incubation a ensuite lieu
pendant wune heure & 37° C dans le précédent tampon, aprés adjonction
soit de Bglc TYR, soit de p-nitrophenyl-B-Glucoside <(SIGMAY, &
concentration de 10 mM. La tyvrosine formée est détectée par HPLC aprés
traitement des échantillons comme décrit en 2.1.1 et 2.2.2. La
détection du p-nitrophenol est décrite dans le paragraphe suivant.

4.1.3.2 Dosaqge au cours du développement
17activité B Glucosidasique a été dosée au cours des 5° et &° stades
tarvaires ainsi que sur des chrysalides jeunes, selon la méthode
utilisée par CHARARAS et CHIPOULET (1982). Cing invidivus par &ge
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sont pesés et utilisés comme suit (le tampon utilisé est celui décrit
en 4.1.3.1, additionné de P.T.U. 0.5 mM) :

LARVE
prélevement "total™ d’hémolymphe larve saignée
10 p! pour '
le dosage des x pl l
horTones + 100 p1 de tampon + 1 ml de tampon au 1/5°
congeler peser l broyer, rincer

centrifuger 3 4°C

' t

prélever tout le surnageant

~—

congeler, lyophiliéer

¢

reprendre par 100 pl d'eau reprendre par 200 pl d‘eau
+ 30 ul de p NPG 20 mM + 100 Jl pNPG 20 mM
60
30

ou 10 min & 37°C
arréter par 3 ml Na2C03 2%

lire 1a D.0. & 400 nm

Des témoins sans enzyme, ou inactivés par la chaleur, ainsi que des
extraits de contenu de tube digestif ont été soumis au méme protocole
pour les contrbles,

4.1.3.3 Propriétés: Un tout début de
caractérisation de la B glucosidase a été effectué avec 1“établissement
de sa courbe d'activité & différents pH. L extrait enzvmatique est
obtenu comme précédemment (4.1.3.1), et le dosage de la dégradation du
pNFG  est réalisé dans des tampons Citrate pour les pH les plus bas, et
en tampons Phosphate (SORENSEN! pour la gamme 5.4-9.

4,2 ENDOCRINOLOGIE

4.2.1 Echantillons ¢ <cur les échantillons de dosage de
la B OGlucosidase, 10 pl d’hémolvymphe brute ont été prélevés et
congelés, puis utilicés pour doser les hormones Jjuwéniles et les
ecdvstéroides au cours du dernier stade larvaire. Les prélévements
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d'hémolvmphe <ont séparéds, par plusieurs extractions {uoir en annexe
14>, en wune phase hexane contenant les hormones juwéniles totales et
une phase méthanol-eau (70/30) conternant Jes ecdystéroides. Ces
extraits sont ensuite traités séparédment et finalement dosés par R.I.4.
4.2.2 Séparation des hormones Jjuuéniles 1 aprés un
tavage de 1la phase hexane sur une colonne de silice, les hormones
Juvéniles sont ¢éluédes par du dioxanne. Cette derniére phase est alors
acidifiée par de 1“acide sulfurique et portée & 40°C pendant 12 heures
pour assurer la conversion des J.H. en leurs diols immunoréactifs,
Aprés  une deuxiéme purification par C.C.M. sur silice ¢solvant: Heptane
A4 Dioxanne - 70/30), les diols sont récupérés pour le dosage. Sur fous
les échantillons, les JH totales sont dosées par R.I.A.. Pour un petit
nombre d'entre-eux f{en début de stade &, lors du filage, chrysalides
blanches, chrysalides 3 & 35 heures aprés la mued, les différentes
hormones ont été séparédes par H.P.L.C. (PLANTEVIN et coll., 1984,

4.2.3 Séparation des ecdystéroides : ici également, le
dosage par R.I.A. des ecdystéroides totaux est effectué sur tous Tes
échantilions, Ceux présentant les plus fortes teneurs en
ecdrstéroides <(larves lors du filage, chrvsalides 24 heures aprés la
muel ont été soumis & une séparation de 1‘ecdvsone et de 1 ecdvstérone
par chromatographie en couches minces (CALVEZ et coll.; 1974).

4.2.4 Radio immuno essaig: pour les hormones juvémiles
(GTRAMBI et coll.; 1981} comme pour les ecdystéroides (DE REGGI et
coll.; 1973), le dosage est effectué par dialvse A 1’équilibre avec des
hormones ou analogues d“hormones marqués & 1°lode-125 et des anticorps
provenant dIMMUNUOTECH (MARSEILLE).

4.3 RADIDACTIVITE

4.3.1 Mesure du volume d’hémolymphe par dilutiaon
isotopique : des groupes de 5 & 7 Tarves, d”&ge déterminé dans le
dernier stade, sont icolés et anesthésiéds au gaz carbonique. A 1 aide
d'une micropipette en quartz, un microlitre {correspondant & environ
2.3 bKgy d’une <golution aqueuse d'hydroxy 14 C-inuline (CEA) leur est
injecté au niveau d’une fausse patte abdominale. Trois heures aprés, un
prelévement de 10 pl est effectué et le volume hémolymphatique évalué
par la dilution de 1“inuline C(LEVENBOOK, 1958). Le comptage de
17échantillion {10 pl d“'hémolymphe ; 10 pl de tampon d’inhibition de
mélanisation ; 10 yl d‘eau) se fait dans 4 ml de scintillant 299
{PACKARDY, avec un compteur TRICARB 32305 {PACKARD).

4.3.2 Expérience de margquage des composés aromatiques:
Dane le but d’une part d analyser le devenir d’un apport de
tvrosine en début de dernier stade larvaire, et d autre part d évaluer
e réle de 17intestin dans la synthése édventuelle d’une des formes de
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stockage de la tvrosine, nous avons effectué 17 expérience de marguage
suivante:

Deux 1lots de dix larves &géec de 24 heures aprés la derniére mue
larvaire sont isclés en logettes dans des dessicateurs dtanches placés
& 25°Cy la quantité d'alimentation fournie f{environ &00 mg de milieu
frais) est calculée pour 8tre totalement ingérée en 24 heures,

Un premier lot regoit de l1a 14-C tyrosine par ingestion: environ 72
bKg de tvrosine uniformément marguée {(C,E.AY sont injectés dans
1"alimentation de chacune des dix larves,

Le second 1ot est traité par injection: la méme dose de trrosine
est ici injectée & «chague larve sous forme de solution saline & pH
neutre ¢8§1). Les Tlarves avant perdu de 17hémolymphe & la suite de
1 intervention ne sont pas utilisédes pour 1 expérience,

Yingt quatre heures aprés la mise sur milieu marqué ou 1 injection,
les larves des deux lots sont ponctionnées comme décrit précédemment
et 17hémolymphe recuveillie & 0°C. Deux échantilions de 20 pl sont
retirés de 1°hémolvmphe prélevée dans chaque lot, Jaquelle est alors
additionnde de P.T.U, et stockée & -40°C pour upe utilisation
ultérieure. Un dee deux échantilions est passé immédiatement en
H.P.L.C. sur une colonne "protéine” SW300. L autre est traité au T.C.A.
pour précipiter les protéines, et stocké & -20°C en attendant son
passage en H.P.L.C. pour séparer la tyrosine libre de son glucoside.

Les sorties de colonne H.P.L.C. sont fractionnées puis comptées
comme précédemment., Une fraction aliquote de 10 pl de 1 hémolymphe de
chagque lot est par ailleurs comptée telle guelle,

La radioactivité présente dans les fécés est aussi mesurée aprés
digestion basique <(SOLUENE - PACKARD) et une décoloration par 17eau
oxvagénée, Le C0Z dégagé au cours des 24 heures, piéqgé par de la soude
0.25N, est également soumis au comptage. Pour chaque type de mesure, 1le
"quenching” est déterminé par addition d’une dose connue de
14C~tyrosine et recomptage {standardisation externe),

3. STATISTIGUE ET ANALYSE DES DONNEES

3.1 GCtatistigque descriptive - tests classiques : toutes les
méthodes utilisées sont décrites, avec les restrictions qui s7v
rapportent, dans les ouvrages de SCHWARTZ (12492 et de DAGMNELIE (12493,
Chague +fois que <cela a ¢été possible f{répétitions et  populations
normales), nos données ont #té présentées avec 1“intervalle de
confiance de 1a morvenne au seuil de 5 % i1x t ts/UW , avec ¥ = moyvenne
de ~1’échantillon, & = écart-t¥pe corrigé (estimateur sans biais) de
17échantilion, n = +taille de 17échantillon, t = valeur limite du test
de GStudent au <ceuil de 5 4. Lorsque 1 hypothése de normalité ne peut
Btre émise <résultats en pourcentage...’y, seul 17écart réduit s/Unm
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est fourni,

Les comparaisons cimples ou multiples de movennes sont réalisées
grace & wune calculatrice programmable (HP 41 ; module statistigue H
programme d’analyse de variance A un critére), L hypothése d’égalité
des variances est supposée si les valeurs le permettent, mais non
testée,

Mous avons avsst utilisé & plusieurs reprises des méthodes
statistiques multidimensionnelles permettant une représentation concise
de résuyltats concernant un nombre éleyé de variables. Ces méthodes
peuvent étre assorties de tests sur une hypothése de départ icas de
1"analvee discriminante?., Elles peuvent aussi étre plus descriptives
et traduire graphiquement 1les caractéres essentiels d“un “grand
tableau"; c7est le cas de 1" analvse factorielle des correspondances et
de la classification hiérarchique telles que nous les avons utilisées
sur des donnédes de composition de protéines en acides aminés,

Nous ne nous étendrons pas ici sur le détail de ces technigues,
maie nous en exposerons quand méme les principes pour permettre
17 interprétation des graphiques obtenus,

T.2 Analvyse discriminante:

Cette méthode a été utilisée pour certains résultats présentés en
annexe 7. Les données se précentent sous forme d‘un tableau croisé
d’individus, regroupés & opriori en populations <{dans notre cas:
répétitions des expériences <sur un méme milieu nutritionneld, et de
variables f(dans notre cas: indices nutritionnels). Le principe de la
méthode est de projeter les individus, dans 1’espace des variables, sur
un plan maximisant 1la wvariance interpopulation par rapport & la
variance intrapopulation, Finalement, un test statistique permet
d’apprécier globalement 1la wvalidité de la subdivision en populations
distinctes <dans notre cas: existence d'un effet des différents milieux
utilisés sur les grandeurs étudiées). Le programme informatique utilisé
a été ecrit par P.FOUILLET et E.WAJNBERG {Laboratoire de biclogie des
populations, UNIVERSITE CLAUDE BERNARD, LYON» sur un microordinateur
APPLE 11,

2.3 Analvse factorielle des correspondances (A,F.0.0:

Mise au point & 1'prigine pour 1°étude des tableaux de contingence
twoir  BENZECRI, 1979 ; LE BART et coll,; 1982), nous avons utilisé
cette méthode sur des tableaux de composition en acides aminés de
protéines homologues,

Comme les autres techniques d’analyse multidimensionnelle , elle
permet en premiére approximation la condensation de 1’ information d’un
tableau assez aride en un graphe d appréhension plus directe. 11 faut
cependant <signaler que, d‘une fagon générale, la perte d’information
die & cette <simplification peut occasionner des erreurs notables
d’interprétation dans 1le «cas de tableaux acsez complexes. Elles sont
donc toujours assorties de nombreux indices ("contributicns" par
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pﬂrme**ant de minimiser ces erreurs d appréc|
b dors dfanal: azser finesy nous ne

E' H
dét iz,

w

Regsumons cependant &n guelgues mots le principe de )

elle wpartage awvec d7autres techniques un but consi
fes  awes iucceSCi4: d'inertie maximale du  “ruage®
cindividus  dans [ espace deg variabhles, ou 17 inverse’,
SR urs®, permetten. d obt anr dee projections conte

nous

soguent noup

de 1a variance (éguivalant & “information™? du nuage init
sommes  1ci contentés du premier plan factoriel, contenznt s
les petits tablesux 1a plus agrande partie de 17 information utiie.

Sane  entrer dans  des considératians technigues exc
que V'aF.C. utilise pour la constitution de ces
particylier de distance idite métrique du X)) mettant
ditférences de profils plutdt que sur des différences
permet dP plus une représentation oraphique simultande
et dez  “individus" dans le plan factoriel Cici protéine assoc

spece donnée, et aminocacides 1a constituanty,

o

5.4 CLASSIFICATION HIERARCHIGUE
Sur lez mémes données aue celles  avant seruwi & 17 anal
precedente, nous avons effectué (toujours grice a des programmes de
Fo FOUILLET et E. WAIJNBERG) wune classification =sur les dif+ rt
insectes & partir des compositions en acides aminés de la protéine
dtuydide, L classitication aufnma+ique utilicde
hiérarchique ascendante, c’'est-a-dire agrégeant les ¢l
de proximité (les claccses les pluc proches éfant regroupd
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. RESULTATS ET DISCUSSIT O

{. BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE GEMNERALE DE 5. LITTORALIS

1.1 CARACTERISTIQUES DU CYCLE BIOLOGIQUE DE §. LITTORALIS EN
LABORATOIRE:

1.1.1 Développement : dans nos conditions d'élevage, la
durée totale du cvcle biologigue de S,1ittoralis est d'environ 35 jours
ge répartissant comme suit ¢ 3,5 jours environ pour le développement
embrvonnaire, 18 & 1% jours pour la totalitéd des six stades larvaires,
8 & % jours pour le développement nymphal et 3 & 4 jours pour
1“obtention dune ponte fertile. On observe moins de 44 de mues
syurnuméraires, Les fiqures 25 et 26 illustrent le déroulement normal du
développement Tarvao-nymphal de S.littgralis et des données plus
précises sur la durée movenne des différents stades, ainsi que sur la
mortalité larvaire, sont fournis au & 1.1.4,

La reconnaissance morphologique des différents stades ne pose pas
de probléeme particulier : elle peut &tre effectuée 3 tout moment
d’aprés une évaluation informelle du couple taille - poids associé &
1“observation A& 170eil nu de la capsule céphalique. Les doutes peuvent
étre levés en mesurant la largeur des capsules céphaliques. Ces
derniéres sont en effet distribudes en classes disjointes comme le
montre la figure suivante {les capsuies des Lé ne sont pas représentées
car elles sont fendues & Ta mue nymphale) :

fiqure 27  distribution des largeurs

de capszules céphaliques des

CAPSULES CEPHALIQUES
0.5

diftérents stades de 5. littoralis

FREQUENCE RELATIVE DE LA CLASSE

I

ki ot 20
Rx0.262 Xz0.406 X=0.657 nmn %=1.731 TAILLE (mm)
S 0010 0.011 S 0.028 s 0.088 s 0.089
Lt L2 L3 4 LS

L élevage étant effectué en continu sur un lot d'animaux, des
problémes d'homogénéité de développement risquaient d'apparaitre au
course des qénérations. Une <sorte de resynchronisation a donc #té
effectuée & chaque cycle en plagant les oceufs fratchement pondus &
une température de Z21° C <ralenticssant leur développement - 5 & 4 lours

P
=
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1.1.2 Croissance : elle a été suivie au cours du
développement et 17évolution des poids frais ‘bol alimentaire compric)
est montrée en coordonnées semi-logarithmiques & la figure 28. La
croissance  est donc de type exponentiel avec, semble-t-il, une phase un
peu plus rapide pour les deux premiers stades larvaires. On peut
estimer les temps de doublement & 0.7 jour dane la premiére phase et a
1.2 Jjour dans 1a seconde. Il est entendu que cette vision "semi-fing"
de 1a creissance ne rend pas compte de 1 évolution au voisinage de 1a
mue,

Le tableau 3 donne les poids movens & la mue fanimaux pris moins de
4 h aprés wune mue), permettant une comparaison avec des élevages dans
d’autres conditions.

début du stade L1 L2 L3 L4 L3 L4 N

Poids ¢ ts/Un .028:.002 .55 1.05 3.65¢.61 15.941.4 74,2424 250425 337430
~Mq- (n) 29 42 3 15 34 20 18

1.1.3 Ages physiclogigques : lors de tout suivi d un
phénoméne au cours du développement se pose le probléme de 1a mesure du
temps., La méthode la plus directe est la mesure réelle du temps &
partir d’un évenement particulier pris comme base, par exemple
17éclosion. Lorsqu’on étudie certaines portions du développement, on
peut déplacer le =zéro des temps a un événement particulier, comme une
mue larvaire précise. Cela commence cependant & poser de petits
problémes techniques tels qu“une surveillance continue des mues. Une
autre approche consiste & mesurer le temps par une grandeur qui Tui
soit bien corrélée § nous avons vu que le poids peu convenir ici et
nous 17avons utilisé parfois dans ce but.

Dans certaines situations, cependant, cette grandeur ne suffit pas
a& caractériser 174ge assez précisément ; soit que la variabilité
inter—individuelle interdise son wutilisation dans des intervalles de
temps trop courts, soit qu’elle ne constitue plus une fonction monotone
du temps comme c‘est le cas en fin de dernier stade larvaire avec
TFarrét de 1 alimentation. Dans ces situations, 1‘existence de
marqueurs anatomiques ou éthologiques du développement permet un
repérage fin et fiable, puisqu’il est & prieri sous-tendu par un
ensemble de déterminants phrsiologiques contrbélant aussi les
phénoménes que nous étudions. Une certaine variabilité parasite peut
ainsi &tre réduite.

Les Timites d“une telle démarche résident d’une part dans le choix
dun “marqueur” correct, dont la précision est inévitablement
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restreinte, et de 1‘autre dans le risgue de masquer un phénoméne dont
ta cause esi indépendante des déterminants physiclogiques gouvernant le
“marguage”., Dans le «cas étudié, ce risgue nous a pary assez minime ef
nous avons utilisé une grille de descripteurs caractérisant les étapes
de la fin du développement larvaire. Elle est exposée au tableau 4 et
illustrée par les photos de 1a figure 2%,

f.1.4 Evaluation de 17#4tat de 1“élevage : étant donné
notre manque dexpérience dans 1“élevage de noctuelles, nous avons
comparé certaing de nos caractéres d’élevage, d'une part avec les
résultats obtenus par d’autres auteurs, et d7autre part entre deux
générations de notre élevage., Cette comparaison entre générations
éloignées de plus d'un an montre (fableay 5) une légére auagmentation du
poids moven des chrysalides, gui n'est cependant pas significative, et
une stabilité de 1la durée de ce stade. On constate cependant une
légére baisse de la sex-ratio dcette derniére mesure étant globale &t
£ans répétitiaon, on ne peut pas dire grand chose guant & sa
signification?.

Poids Poids des Poids des sex Durée (j)

en mg chrysalides chrysalides ratio du stade
tableauy 5 ¢ comparaison Q v d ? /4 nymphal
de quelgues caracteres
dec chrysalides & 1a Génération | 275445 258435  0.97  8.940.2
premiére et 1a deuxiéme {n) 10 (an {443) (30

génération de 17élevage
Géndration 12 317432 300428 0.81 8.8i0.2

(n) (10) (10 218 (29)

________________

La comparaison des durées des différents stades larvaires avec
celles obtenues dans un élevage semblable (SBIDIBE, 1976) ne révéle
aucune différence +Frappante (tableau 4). Les durdes relatives des
stades Jarvaires sont aussi trés comparables avec un élevage sur
fuzerne, mais la duréde du stade nymphal ¥y est nettement plus grande.
C’est éventuellement un élément A retenir pour des comparaisons avec
des résultats obtenus avec des élevages sur aliment naturel.

Auteur  Aliment temp, LI L2 L3 L4 LS Lé N
oY )% s (s X oY% (s)E O(8)

BAKER etlluzerne | 22,5[3.5 [3.0 [3.0 |40 {2.8 {72.0 |2

_ MILLER

SIDIBE |[miliev | 25°C{3.2Q0.741.500.4{3.3(0.802.2(0.7) 2.1 0. 4)5.5 (1.3} 11. (2.4)
POITOUT .

notre  Imiliev | 25°C|2.9(0.202.7(0.502.3(0.5}3.0(0.22.70.3)5.2(0.4)8.9 (0.4}

travail [POITOUT

R L Lot USRI UR AE R S p—

tableau & : comparaison de la
durée des stades et de sa
variabilité entre différents
#levages de S, littoralis
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En ce qui concerne la mortalité, le tableau 7 montre qu-elle reste
comparable a celle obtenue par SIDIBE, la principale différence étant
le deplacement wers le stade nymphal de 1la mortalité obseruée par
SIDIBE au dernier stade larwvaire.

Auteur L{ L2 L3 L4 ] Lé N TOTAL

tableau ¥ : mortalité larvaire - N
st 1 nymphale de S, littoralis SIDIBE 3.3/ 3.4/ 0% 1.7 1.8 12.9 04 21.4%

dans deux élevages de laborataire

cur aliment artificie] notre 484 2.3 48 04 L2 0% 13,04 26.%

travail

Buoiqu’il en soit, 1 utilisation pour nos expériences d’individus
“normaux", c’est-a-dire sans retard de développement, permet d’éliminer
17intluence des facteurs aldatoires de 17élevage.

Far ailleurs, comme nous employons des antimicrobiens phénoliques
dane le milieu artificiel, nous avons grossiérement évalué Teurs effets
sur quelques variables étudides, 5711 parait évident qu’ils
ralentissent quelque peu le développement larvaire {quand méme de
prés de 13 %), leur suppression paraft impossible sans trouver un
autre moven de limiter le développement fongique {QUYE, 1942,

L'hémolymphe d“animaux élevés normalement ne présente, en H.P.L.C.
& une censibilité habituelle <(détection A 254 pu a 280 nm), aucune
différence par rapport & des animaux élevés sur milieu dépourvu d”acide
benzoique et de nipagine. Les fecés présentent par ailleurs un pic
pouvant correspondre & de 1“acide hippurique {(N-Benzoyl alycinel), forme
d’excrétion du noyau benzénique chez de nombreux herbivores,

IT est aussi & noter que 17amino acidémie semble légérement
modifiée <(modification de certains niveaux d acides aminés, mais sans
changement du spectre) par 17incorporaion de ces antimicrobiens dans
17alimentation. Comme 1“effet était léger, nous n‘avons pas approfondi
ta question par des répétitions, et avons utilisé le milieu "POITOUT et
BUES" standard pour toutes nos expériences.

& titre d’information, signalons gu’un certain nombre de
renseignements peuvent &tre trouvés sur divers aspects de la biclogie
de S.littoralis :

- hiologie, comportement, rythmes d'émergence en milieu naturel
(BISHARA, 1934  JARCZYK et coll. 1957 ; HASSAN et coll. 1940 ;
BALACHOWSKY, 19720

- effets de 1a température et de la thermopéricde sur le
développement (BAKER et MILLER, 1974 ; SIDIBE, 1974 ; MILLER, 1977
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- caracteristiques de la fécondité et de Ta fertilité en élevage de
laboratoire (BENITO ESPINAL, 1774 ; MILLER, 197%.

1.2 MUTRITION

i.2.1 GQuelques paramétres nutritionnels : nous ne nous
étendrons pas ici sur 1‘expérience réalisée, gui est décrite et
commentée en annexe 7. Seuls quelques résultats concernant 1a nutrition
de S.littoralis sur notre wmilieu artificiel sont fournis dans ie
tableay B,

Consonmation  Indice de Indice de Digestibilité E.C.IL
brute (g/j) consommation croissance apparente
tableau B : quelques paramétres
relatifs & 17alimentation de Y s/vh 3 s/VR % N /T % S/VT
S, Tit10ralis SUP T8 MITIBU s e e o e o e i e et s e
de POITOUT et BUES

0.85 0.3 1.69 0.20) 0.42 0.10 § 27 &

La donnée qui nous sera utile est surtout celle de la consommation
brute journaliére <(en poids frais). C‘est une valeur movenne calculée
sur  une périnode de 48 h en début de dernier stade larvaire. Elle nous
permetira d'estimer les intrants en tyrosine au cours de cette période,
grace au taux par ailleurs connu des différents acides aminés dans
17alimentation (_tableau 93,

ASX THR SER GLX PRO GLY ALA VAL MET ILE LEY TYR PHE LYS KIS ARG

pmol/ tableau 9 :
q P.fres 22,2 10,6 7,4 39,2 15.5 24.1 29.9 18.8 4.5 13.5 2.6 5.9 18.8 13.9 4.7 12.7 composition en
s 14 6 6 2 117 214 4 816 5 7 13 .8 9 arides aminés
(n=4) du milieu de
4 8.8 4 28149 5.9 9.211.4 7.2 1.7 300000 2.3 41 5.3 2.5 49 PRITOUT et BUES
gmM/

g P.Sec 97 46 32 172 48 105 131 82 20 5Y 117 2 47 41 2% 34

1.2.2 Absorption intestinale des acides aminés:
L7expérience réalisée <dvoir B.1.3.2y sur des Tarves agées de 24
heures dane chacun des stades 9 et & permet d’estimer leg bilan en
acides aminés entre 17ingéré et 17excrété au cours de cette période.
Les résultats de digestibilité apparente pour chague acide aminé sont
présentés dans les histogrammes de la figqure 30.
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IT faut ici souligner que notre protocole d'estimation de la

“digestibilité" ne comporte pats de marqueur de fin dingestion
(colorant? ni de marqueur interne non digestible (oxyde de chrome, par
exemplel. Une erreur est donc introduite dans 1"estimation de 1a

quantité exacte de +éces correspondant a 17ingéré, Eile entraine danc
un  certain  accroissement de la variabilité inter-individuelle: pour un
individu, 1les wvaleurs obtenues pour tous les acides aminés peuvent
étre légérement décalées; néanmoins, les profils de "digestibilité"
ne sont pas atfectés par ce biais (valeurs rapportées & LOO pour chaque
individur,

Ces remarques permettent de faire ressortir deux points des
résultats présentés en figure 30:

a~ A 17intérieur de chacun des deux groupes vstades 5 et &), les
différents individus présentent des profile tout & fait analogues
tcorrélation inter-individuelle trés significative), Cela veut dire que
les valeurs movennes présentées a Ta figure 30 sont bien
représentatives des différences réelles de "digestibilité" entre les
divers acides aminés au cours des périodes étudides.

b~ En comparant les <ctades § et &, on observe & 1“évidence une
différence entre les niveaux movens pour chaque acide aminé. Cependant,
nous ne pouvons en déduire des différences réelies de digestibilité: en
effet, des différences dans le transit intestinal entre ces deuy
périodes peuvent entrainer des wvariations de ce type. Cela pourrait
étre le cas ici, une larve dgée de 24 heures dans le stade 5
n“étant pas exactement comparable A une larve agée de 24 heures dans
le stade &, qui est plus long.

La comparaison entre les deux stades reste néanmoins possible sur
les profils de "digestibilité", et montre qu’il n-existe pas de
différence significative de classement des acides aminés entre les
stades 5 et 4: La figure 31 présente les profils comparés et leur trés
forte corrélation {test de corrélation des rangs de SPEARMAN
significatif a mieux que 1%. ).

Cette expérience montre en outre les statuts particuliers de 1a
glvcine et de 1la sérine, qui présentent un bilan bien différent des
autres acides aminés. Cela est trés vraissemblablement do & ia
preésence dans les fécés de formes d'excrétion contenant de ta glycine
ou de la sérine {acides aminés non indispensables dont 1la néosynthése
est forte, & partir du glucose par exemple -KASTINGS et MC GINNIS,
19423, Leur nature exacte demeure inconnue tglvcine ou sérine libre,
acide hippurigue ou autres glvcolséro?iconjuqués...).

Par ailleurs, on peut noter que la tyrosine est 17un des acides
aminés présentant Te meilleur . bitan {aprés 17arginine et la
méthioninel, Clest cette observation <{au terme d’une expérience
préliminaire analogue en début de dernier stade larvaire), qui nous a
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suggéré la réalisation d’une comparaison entre les stades 5 et &. En
effet, comme nous le verrons par la suite, le métabalisme de 1a
t¥rosine change brutalement & 1la derniére mue larvaire, et il
paraissait intéreszant de savoir si ce phénoméne s'exprimait au niveau
de 1 assimilation intestinale de tvrosine. Nos résultats montrent donc
que cette grandeur ne semble pas particuligrement affectée par le
pascage de 1“avant dernier au dernier stade larvaire; cela ne prouve
cependant pas que 1 intestin soit étranger aux changements constatés de
metabolisme <«<qui sont principalement des synthéses actives de composés
de stockage de la fvrosine ),

1.3 GQUELQUES CARACTERES PHYSIOLOGIGUES DE S. LITTORALIS

Les points exposés dans ce paragraphe regroupent de nombreuses
informations, tant qualitatives gque guantitatives, sur 1a physiclogie
de §.littoralis. Ils nous ont été utiles & un moment ou & un autre de
notre étude mais, ne concernant pas directement les différents volets
que noue avons abordés, ils ont été exposés i part. Certaines des
données qui suivent proviennent d‘autres auteurs ; nous les avons
reportées ici pour leur intérét dans la discussion de certains
résultats, Elles sont généralement encadrées en trait gras,

1.3.1 Le tissu adipeux : 1“interprétation de certaines
expériences nécessite de connattre 17 importance quantitative de
certains tissus, dont e corps gras. Malheureusement, ¢c‘est une donnée
trés difficille & appréhender précisément, notamment chez S.1ittoralis
ok ce tissu est souvent diffus et trés fragile. De plus, sa teneur en
eau apreés dissection étant difficile & contréler, seules des méthodes
assez lourdes de dissection totale et de dessication (par
lyophilisation par exemple) peuvent donner des résultats fiables.
N‘étant pas absolument indispensable A notre travail, nous ne les avons
pas mises en oeuvure, mais avons simplement estimé 17 évolution du poids
frais du corps gras dans le dernier stade larvaire par dissection
totale sous liquide ophysiclogique. L7excés d'eau est retiré le plus
complétement possible par capillarité, le séchage sur papier filtre ne
permettant pas de récupérer facilement le tissu déposé. La figure 32
montre 1 évolution de ce tissu en fin de vie farvaire.

Par ailleurs, 17évolution de 1la teneur en protéines du tissu
adipeux a aussi été estimée {(figure 32). La présence de lipides nous a
obligé & utiliser la méthode de LOWRY-PETERSON avec précipitation {voir
matériel et méthodesy ; cette raison, combinée & 1‘expression de la
teneur "par mg de poids frais” conduit A considérer les résultats de Ta
figure 32 avec précaution.

1.3.2 L'hémolymphe
1.3.2.1 Yolume @ cette grandeur, trés utile &
connaftre, est aussi assez délicate & obtenir. En utilisant la
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méthode emplovée par LEVENBOOK (1938 ; dilution d“inuline marquéer,
nous avone estimé, avec une précision qui semble bonne, les variations
du wvolume hémolymphatique danc le dernier stade larvaire (fiqure 33).
D'aprés les travaux de LEVENBOOK, qui travaillait sur une noctuelle
voisine, le temps de diffusion utilisé (3 h) est largement suffisant.
L*hvpothése de non absorption de 17inuline par les tissus n'a pas ¢té
testée ici mais semblait wvérifiée par les résultats de LEVENBOOK.
Enfin, les volumes calculés cont cohérents avec les résultats de
ponctions totales, et leur sont toujours légérement supérieurs.

1.3.2.2 Pression osmotique et pH : quelques mesures
de pression osmotique ont été réalisées chez Spodoptera littoralis.
L7 amino-acidémie en étant une des principales composantes dans
1“hémolymphe des insectes, nous avons trouvé utile de présenter aussi
les valeurs plus complétes obtenues par MESTRES (1%947) sur Galleria
mellonella ; le pH de 1“hémolymphe a aussi été étudié par cet auteur,
et la figure 34 ¢a et b» montre les variations observées en fin de
développement larvaire +iles donnédes sur Galleria sont reportées sur
1“échelle de temps de S.littoralis pour comparaisen j la correspondance
est effectude grice aux marqueurs de comportement’.

1.3.3 Divers 1 les travaux d’I1SHAAYA et MNAVON de 1974
portent sur 1-activité phénoloxydase de S.littoralis. Avant trait au
métabolisme de la tvrosine, nous avons jugé utile de porter ce résultat
en figure 35. I1 faut noter que cette activité D-diphénoloxydase est
essentiellement cuticulaire, et que le pic d'activité du sixiéme stade,
nettement plus important que les autres, a lieu pendant le "stade"
prénymphe (l17activité dans une chysalide blanche étant
significativement plus de deux fois plus faible’.

L4 T L5 1 L6 N

ACTIVITE U/ 100mg polds frais

figure 35 : activité phénoloxydase cuticulaire pendant les trois derniers
stades larvaires de 5. littoralis (d aprés I[SHAAYA et MAVON, 1974
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2. ACIDES AMINES ET PEPTIDES :

Ce compartiment étant 17objet oprincipal de notre étude, notre
démarche a été d'essayver d“identifier dans un premier temps les
différentes formes de t¥rosine précentes dans les tissus de
S.littoralis, puis d'en quantifier la dynamigue.

2,1. TIDENTIFICATION DES PRINCIPALES FORMES DE TYROSINE DE
FETIT POIDS MOLECULAIRE

Avant d7aller plus loin, précisons que nous désignons ici par
"compartiment de petit poids moléculaire” 1 ensemble des molécules qui
ne sont pas précipitées par le TCA & 5 % {poidssvolume?. I1 est clair
que certaines protéines de petite taille peuvent ne pas étre
affectées par cette précipitation et seront comptabilisées crmme
peptides,. Cependant, nos résultats de dosage des protéines de
1"hémolymphe avec ou sans précipitation par le TC& (uoir C.3.1.2)
montrent que la majeure partie de ce qui est dosé comme protéine par la
méthode de LOWRY-PETERSON, est précipitable par un mélange DOC-TCA.
L appelfation de ce compartiment est donc sans trop d’équivoques.

2.1.1 La tyrosine 1libre 1 de la tyrosine libre a été
identifiée & tous les stades et dans les différents tissus étudiés,
Lidentification est faite par co-chromatographie <{en HPLC comme en
autoanalyseur) avec de la tyrosine étalon. Des chromatogrammes HPLC
"types” d’échantillons biologiques sont montrés en fiqure 34.

2.1.2 Le glucoside de tvrosine : identifide récemment
chez M.sexta <(K.J. KRAMER et coll., 1980), cette molécule a été
recherchée chez S. littoralis. Les chromatogrammes HPLC d‘hémoliymphe de
larves en +fin de développement présentaient un ou plusieurs pics
supplémentaires (& 280 nm) par rapport & ceux de larves plus jeunes. Le
principal et dernier de ces pics cochromatographiant avec du
B-D- Glucopyranosy1-0-L-Tyrosine de synthése, nous ayons essayé
d’iealer et de purifier ce composé., La méthode de séparation
préparative a déja été exposée (figure 200, Elle nous a permis
d'obtenir environ 48 mg de cristaux & partir de quelques S0 g de larves
de dernier ctade. Le spectre u.u, du composé purifié est
caractéristique et analogue & celui du glucoside de synthése ifiqure
373. Les spectres I.R., et R.M.N. sont également identiques & ceux du
produit swynthétisé, de méme que la température de décompaosition des
cristaux obtenus. Le tableau suivant compare quelques propriétés
physico-chimiques du glucoside avec celles de la tyrosine,
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ESFECE

Spodoptera littoralis
Spodoptera frugiperda
Sesamia nonagrioides
Mamestra suaza
Scotia segetum
Mocis latipes
Thaumetopoea p:tyocampa
Ostrinia nubilalis
Galleria mellonelia
Diatreae saccharal:s
Chile suppressalis
Chilo parteilus
Chilo zaccontys
Aglais urticae
Yponomeuta”?
Bombyx mor:
Philosamia cynthia
Malacosoma neystria

? ?
Lossus cossus

presence
de
BqlcTYR

oul
oul
oul
oui
oui
oui
oui
oui
out
oul
oul
oui
oul
out
oul
nont?)
oul
out
out
oul

rapport
molaire

BateTYR fryg

[N

—

tableau 11 & detection de Bglc TYE
par HPLC dans 1 hémolymphe des
ditférents Lépidopteéres étudiés
fuoir annexe §)




Fropriété TYR BgleTYR
_______________________ | UV RO |
Poids moléculaire ' 18] o343 !
point de décomposition ' 343°C ' 280°C !
Max abs (N proche) ! 275mm ! 27imm !
Eabs (280nm) pHé ' 1150 ' 1000 '
Ll H20 1 -10* 1 9t
solubilité H20 pH7 ' 2.5aM ' 40m4 !
pka T 2,20 bo2.28 !
t d'élution HPLE ' B.émn ! 12.4mn !
t d’¢lution avtoanal, ! 70mn ! 3émn !

tableau 10: comparaison de quelques propriétés phyvsico-chimigues
de la tyrosine et de son glucoside.

La propriété phrvsiologiquement 1a plus intéressante est Jla
solubilité molaire, environ 24 fois plus importante pour le glucoside.
Qutre 1“occupation de 1a position para du novau aromatigue {qui n’est
cependant pas réalisée dans les +ormes de stockage de certains
diptéres: beta alanvl-tyrosine et gamma glutamyl-phenylalaninel), cette
substitution permet donc un stockage et une mobilisation en milieu
aqueux bien plus impeortants que pour la tyrosine libre. Pour le
dipeptide B alanyl-tyrosine, 1e substituant s avérait &tre aussi un
constituant cuticulaire {LEVENROOK et coll., 194%) ; dans notre cas, si
le alucose peut trés bien btre utilisé dans 1a cuticule
tM-acetyiglucosamine de la chitine, par exemple), 1la réalité d’une
telle incorporation reste totalement & prouver. Cela nécessiterait pour
le moins que 1la B glucosyl tyrosine soit dégradée dans des structures
tégumentaires ou cuticulaires, et cela ne semble pas le cas (voir
C.4.2).

Nous avons voulu tester Ta généralité de ce systéeme de stockage de
la tyrosine chez les Lépidoptéres. Pour cela, 1‘hémolymphe de larves de
dernier <stade en fin d’alimentation a été soumice & upe perméation sur
gel (B.3.3.1), et le pic des composés de petit poids moléculaire soumis
&4 1“analvse HPLC., Toutes les espéces étudiées se sont avérées présenter
un pic de temps de rétention égal & celui de Bgic-TYR, & 1’exception de
B. mori (tableau 11). Chez Bombyx, un pic d’importance analogue & celle
du pic prévy de Bglc~-TYR a été observé 3 wun temps de rétention
d'environ deux wminutes inférieur & celui de ce dernier. Cette absence
de Bglc~TYR serait en contradiction avec Tes travaux d“ISOBE et coll.,
{1981) chez ce méme ver & soie, et détonne avec les résultats obienus
par ailleurs . Aucune explication satistfaisante ne peut étre fournie
sur cette observation, mais 17on peut malgré cela affirmer que les
Lépidoptéres semblent bien tous utiliser ce méme moyen de stocker 1a
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tyrosine, bien qu'4 des degrés divers; 1a situation est donc ici
différente de celle prévalant chez les Diptéres.

2.1.3 Peptides contenant de 1a tvrosine : en comparant,
sur les mémes échantillons, les valeurs fournies par 1‘autoanalvseur
sur  la quantité de "“tvrosine liéde" <f{non libre) avec 1ies valeurs
fournies par HFLC sur la quantité de B Glucosyl Tyrosine, an peut en
déduire le montant de tyrosine réellement peptidique :

£

Concentration (nmoles/mg poids frais)

Temps (age dans L6 — v. tabl. 1)

a b c d e f g N
A Bglucosyl Tyrosine
(HPLC) 0 8,3 18,9 20,9 20,3 16,4 18,4 31
B Tyrosine « peptidique » '
{analyseur) 0,6 8,7 20,5 23,5 29,5 21,2 25,2 3.4
A % (B-A/A x 100) - +48 + B85 + 124 +453 + 293 + 400 + 97

tableau 12: évaluation de la quantité de twyrosine réellement
peptidique au cours du dernier stade de S.littoralis.

Signalons d“abord que, par dosages de tyrosine en présence d'étalon
interne (pNH2 PHE), 1les deux méthodes fournissent des résultats qui
différent rarement de plus de 5 ¥. Les écarts de 30 & 40 ¥ constatés
chez les prénymphes traduisent donc bien, 4 ce moment, la présence de
peptides contenant de la tyrosine. Cependant, 1“absence de pic
supplémentaire important apparaissant a cette période sur les
chromatogrammes HPLLC Jlaisse penser que nous ne sommes pas en présence
d’'une espéce peptidique wunique, mais plutét d'un pool hétérogéne et
non  spécitique; i1 reste néanmoins quantitativement non négligeable,
Nous ne pouvons cependant en dire plus sur Ta guestion en 1‘absence de
données plus nombreuses,

2.1.4 Fics non identifiés : de nombreux pice <HPLC 3 280
nm), présents & différents moments sur les chromatogrammes de larves
entiéres, n“ont pu @étre identifiés. Certains peuvent correspondre &
des métabolites de 1a tyrosine du type pOH phenyl lactate ou acétate
tvoir fig. 19 &), mais sont de toute fagon trop peu abondants et trop
mal résolus pour &tre dosés. D‘autres pics doivent s(rement
representer des compeosés nucléiques ou apparentés qui absorbent dans
cette région de 17UM. . De cette famille, le représentant de loin le
plus  abondant & ¢été localisé en HPLC : c‘est 1acide urique, gue nous
avons identifié par purification & partir de nos extraits. MNous
n‘auricns cependant pas pu le doser car notre protocole expérimental
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Larves Concentration
age poids état (nmoles/mg de poids frais)

Temps (heures) moyen {mg)} TYR BglcTYR TRY

aprés la mue abrév,
éclosion -~ 12 w — 1.4 0 0,085
éclosion + 24 L1 0,11 + 0,01 actives 1,3 + 0,03 0 0,26 + 0,03

1/2 + 24 t2 1,69 + 0,04 actives 5,95 + 0,10 0 0,14 + 0,02

2/3 + 24 L3 6,92 + 0,19 actives 52 + 0,08 0 0,21 + 0,01

3/4 + 24 L4 25,4 + 0,7 actives 0 0,10 + 0,01

4/5 + 12 Lsa 88,7 + 5,3 actives 3,2 + 0,09 0 0,14 + 0,00

4/5 + 36 LBb 177 + 5 actives 73+ 14 0 0,27 + 0,07

5/6 + 24 L6a 285 + 43 actives 39 + 05 0,05 + 0,030,07 + 0,00

couleurs vives
5/6 + 51 L6b 482 + 43 actives 23 +02 68+08 0,05+ 0,01
alimentation import.
5/6 + 78 L6¢ 417 + 62 + actives 43 +08 16,8 + 1,5 0,13 + 0,03
couleurs ternes
inactives
5/6 + 86 L6d 377 + 30 en purge 52+ 07 169 + 1,4 0,23 + 0,04
téte en rétraction
immobiles
5/6 + 102 L6e 291 + 34 ayant filé 63 +04 157 + 150,32 + 0,03

rétractées, annelées .

5/6 + 112 L6f 279 + 29 prénymphes 825 + 0,6 156 + 2,0 0,32 + 0,04
sensibles

5/6 + 128 L6g 292 + 18 prénymphes 93+ 12 16,56 + 1,0 0,27 + 0,05
peu sensibles

nymphose + 0 Cc8 300 + 34 chrysalides blan-
ches 75+ 13 155 + 0,9 0,27 + 0,01

nymphose + 12 N 289 + 36 chrysalides tannées 3,1 + 0,6 7.6 + 1,4 0,32 + 0,04

Les moyennes sont effectuées surn = 3 {w — L4) ou n = 5(L5 — N) individus {ou groupes} et les
temps sont déterminés & + 3 h.

tableau 13 : évolution des concentrations en tyrosine, tryptophane et Bglc
TYR au cours du développement larvaire de §. littoralis
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débute par une étape en milieu acide trés peu propice & son extraction
quantitative,

FPar ailleurs, en +in de dernier stade larvaire {temps ¥, g, MO),
P"apparition de pice supplémentaires de temps de rétention juste
inférieurs a celui de Bole-TYR souligne éventuellement fes
transformations de la tyrosine & 1 approche de la nymphose. Les travaux
trés récents de HOPKINS et coll., (1984 semblent impliquer des composés
comme la B Glucosyl 0-(N-B alanyl dopamine? dans les étapes ultimes
pre~ecdrsiales. Le comportement prévisible (?) de ce corps en HPLD le
placerait en candidat pour 17explication de ces pics, par ailleurs
pratiquement absents des analvses d’hémolymphe en début de stade . Ici
encore, en 1 absence de faits plus précis, nous ne pouUVONS NOUS BYARCEr
plus,

2.2 DOSAGE DE LA TYROSINE ET DE SON GLUCOSIDE AU COURS DU
DEVELOPPEMENT

2.2,1 Concentrations
2.2,1,1 Dans les tissus totaux : le tableau 13
montre 1“évolution des concentrations de la tyrosine, de son glucoside

et du tryptophane au cours du développement de S, littoralis. La
principale remarque reste gue Je glucoside de tyrosine est une forme
spécifique au dernier stade larvaire et & 1a nymphose. Nous n’avons pas
poursuivi les dosages précis au deld du troisiéme jour aprés la
nymphose, mais avons vérifié la présence de glucoside dans 1 hémolymphe
des chrysalides dgées (& un taux Tégérement inférieur & celui des
prénymphes?, et son absence chez les adultes. Les travaux d°IS0OBE et de
ses collaborateurs sur les nymphes de B, mori ¢1981) montrent une
accumulation hémolymphatigue de "sucre A" qu’ils identifient &
Bglec-TYR.

Four 1a tyrosine 1libre, i1 faut noter qu’elle s’ accumule jusqu’i
des valeurs atteignant, pour les prénymphes, 9.3 nmol mg. Cette
concentration est ‘largement au-dessus de la solubilité dans 1 esau & pH
neutre (2.5 nmol/mg) ef suggére que ce facteur est sOrement limitant
dans le contexte phyvsiologique de la nymphose. A titre indicatif, les
concentrations en tyrosine totale (protéines comprises) chez des
holométaboles en fin de vie larvaire vont de 35 nmoles/mg (Dacus oleae
; MANOUKAS, 1972) & 100 (Phryxe caudata ; BONNOT et coll., 1974 ou
méme 113 nmoles/mg tSitophilus orvzae ; WICKER et coll., 1984). Chez
S. littoralis, on atteint 50 & &0 nmoles/mg en faisant la somme des
différents compartiments étudiés. Le probléme se pose donc dans les
mémes termes chez tous ces insectes.

IT est & noter que pour le tryptophane, on observe le méme schéma
évolutif que pour JTa twrosine, avec upe accumulation au cours de

acT a4
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dans 1°hémolymphe au cours du dernier stade larvaire ften majuscules
figurent les pointe movens pour chaque A&ge’.




17inter-mue et une utilisation ou une excrétion lors des nmues
larvaires, L7excrétion d'acide cynurénique, ou 1 accumulation de
pigments ommochromiques dans des structures spécialisées (tégument ou
organes visuels) semblent en effet le principal devenir du trvplophane
chezx certains insectes, hormis son incorporation dans les protéines Ly
migratoria ; BOUTHIER, 1%84:.

2.2.1.2 Dans 1‘hémolymphe : 1a figure 38 montre les
variations de teneur hémolvmphatique du glucoside et de Ta tvrosine
pour les trois derniers ctades larvaires. Les résultats sont les
mémes que précédemment, avec cependant des amplitudes de variation
bien plus fortes § Bglc-TYR est dans ce tissu accumulé % un taux prés
de six fois supérieur & celui de la tyrosine libre. L interprétation
des wvariations doit ici tenir grand compte des changements de volume du
compartiment hémolymphatique (voir C.1.3.2.1 et le paragraphe suivant).
La figure 3% donne par ailleurs une idée du svnchronisme des
variations de TYR et Balc~TYR dans 1 hémolymphe (schéma de corrélation
des deux formes surles données individuellesy, Elle fait apparaitre
une bonne correspondance d‘ensemble, excepté d’'une part pour les points
précédant la mise en place de la synthéese de Bglc-TYR, et de 1 autre
pour un petit groupe de points issus de périodes précédant les deux
phases de dégradation du glucoside {voir plus loind.

IT faut aussi remarquer, tant pour le glucoside que pour Ta
tvrosine, 1la chute trés significative de concentration entre lesc iges
d ¢+ B8é& h) et e ¢+ 102 hy. Etant donné que le volume hémolymphatique
baisse aussi entre temps, on ne peut invoquer un effet de dilution.
Pour 1a tyrosine, wune explication pourrait résider dans une oxvdation
et/ou un transfert de compartiment tissulaire (vers les hémocvtes qui
sont précipités, le tissu adipeux ou plus probablement la cuticule),
Rappelons que «c‘est & ce moment qu’apparait le pic dfactivté de 1a
di-phénoloxydase cuticulaire C(ISHAAYA et NAVYON, 1974, et probablement
aussi de la "tvrosinase" hémolymphatique. Pour le glucoside,
1 “oxydation semble peu probable mais une hydrolvse ou un transfert
pourraient expliquer cette baisse. Nous en reparlerons plus loin.

2.2.2 Quantités :
2.2,2.1 Dans les animaux entiers : les résultats ze
trouvent en figure 40 et suscitent les remarques suivantes ;

- pendant la période d'alimentation, les intrants nets de twrosine
sont estimés par nos mesures nutritionnelles &4 3.9 umoless/j et ceux de
phénylalanine & 4.3 ymoles/j. La synthése de Bglc-TYR consommant & elle
seule plus de 2.3 uymoles de TYR/j, on voit que les autres besoins en
tyrosine f(synthése des protéines, trés active & cette périade) devront
étre couverts 3 la fois par le stock protéigue accumulé et par
17active conversion de phénylalanine en tyrosine. Notons ici que ni le
bol alimentaire, ni les fécés ne contiennent de Bglc-TYR : cette forme
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figure 40 : Quantités totales de tyrosine el de son glucoside par individu
iU cours dec trois derniers stades larvaires de S.1ittoralis.

ASX THR SER G6LX PRO GLY ALA VAL MET ILE LEU TYR PHE LYS HIS ARG quantité par

cee me= =-= animal (pmol)

gl. séric. 9.4 4.7 5.4 11.6 -~ 11,3101 83 - 4.8 %1 3.5 3.5 10.9 2.7 5.602.2 (.08 TYR)

*spie*  15.4 3.1 8.9 117 37170 11.% 3.2 - 2.8 3.7 1.9 LD 49 42 45 ?

tableau 14 : composition en acides aminés totaux (pourcentages molaires)
des glandes séricigénes au stade np4d" et des sécrétions totales ("soie'l
de 5. littoralis au stade prénymphe taprés la purge intestinalel.




n‘est donc pas excrétée.

- la dégradation du gluccside est assez précoce et présente deux
phases : une dégradation assez Tégére entre les Ages "c" et "e", et
une chute drastique de 1a quantité & la nymphose.

- le compartiment tyrosine "total" (T¥R + Bglc-TYR ; courbe haute
de la {figure d40) présente aussi ces mémes phases. S5i la seconde est
éuidemment liée aux transformations de 1‘ecdysis, 1la premiére doit
gtre expliquée par un transfert & un autre compartiment <{soit
spatial, soit biochimique). La premiére hypothése a é&té exclue par
17analvse du principal produit de <cecrétion durant cette période
(tableau 14». Ni la aquantité de soie secrétée, ni la teneur de cette
soie en tvrosine ne peuvent expliquer ces pertes. La seconde hypothése
a déji été dvoquée précédemment avec 1‘pxvdation de la tyrosine en
dopa, et semble la plus probable.

2.2.2.2 Dans 1 hémalymphe : une questicn importante
est celle de 1la répartition tissulaire du glucoside. Les données que
nous avons obtenues nous permettent d appréhender la répartition entre
1"hémolymphe et Te reste des tissus au cours du dernier stade larvaire:
Age dang Lé b c d e f g

Quantité calculée dans 1"hémolymphe totale 1.8 7.4 5.7 2.3 1.9 0.9
{concentrations x volume?
fluantité mesurée dans une larve entiére 3.4 7.2 4.4 3.3 5.4 4.9

¢ en pmoles de B glucosyl trrosine 2

Ces résultats ne sont évidemment qu’indirects et portent sur des
moyennes effectuées sur des animaux différents {ce qui explique la
valeur plus forte pour 1’hémolvmphe totale que sur animaux entiers au
temps "c"). La dissection et le dosage dans chacun des tissus auraient
été beaucoup trop longs & réaliser j cela a été cependant effectué sur
M. sexta & wun moment précis du dernier stade ¢(fin d’alimentation -
age c) et donne la répartition suivante (AHMED et coll. 1983 :

hémolymphe 1 972.7 + 0.7 Y, tégument : 0.0 7
tissu adipeux : 2.0 t 0.4 7 intestin : 0.3 + 0,2 Z

Cette cituation est cohérente avec la nbtre au méme Aage,
puisque la quasi totalité du glucoside ¥y est aussi présente danc
1“hémolymphe. Cependant, cela ne permet pas de généraliser ce fait &
tout le dernier stade. I1 ressortirait plutdt de nos résultats que le
glucoside synthétisé <ailleurs que dans 1“hémolymphe 7?) soit bien
totalement déversé dans 1 hémolymphe, mais ensuite éventueliement
repris par d’autres tissus lors de la préparation de Ta nymphose. Cette

interprétation est cependant & prendre avec toutes les précautions
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Acide aminé
{par groupes)

Concentration {wmoles/animal)

Temps (age dans L6 )

- Cystathionine

(o]
4

a b c d e f g N § i
o
G.A.B.A. 4,3 15,5 3,0 019 0 0 0 0 €
B Alanine 1,45 3,62 0,65 0,17 0 0,05 0,08 0,30 2
Cystathionine 0,27 1,28 0 0 0,05 0,04 0,05 0,08
Ornithine 0,13 1,02 0,03 0,02 0,02 0,04 0,03 0,08 abcdefaN
Peptide 3 (4) 0,25) (1,000  {0,33) (0,31) (0,18) 0 0 0 15_ vali
atine
Glycine () 0,27 4,45 2,66 2,37 0,25 0,45 0,42 0,59 =
Thréonine (1) 0,55 1,68 1,34 0,71 0,51 0,58 0,30 0,42 8
Valine 0,46 1,67 1,02 0,85 0,42 0,51 0,31 0,57 <
Alanine 0,59 1,28 0,60 0,67 0,65 0,53 0,40 0,82 S
Leucine 0,46 1,15 0,69 0,98 0,26 0,46 0,17 0,44 2
Sérine {2} 1,59 6,62 8,31 8,92 0,95 2,88 1,25 2,582
Glycine (1) 0,27 4,45 2,66 2,37 0,25 0,45 0,42 0,59 TrrT T T
Proline (1) 0 075 092 0,76 030 042 020 0,22 g b ¢cdefgN
Isoleucine 0,14 0,41 0,40 0,46 0,21 0,27 0,18 0,35 10
- ] Serine
Histidine 1,01 3,15 3,08 2,63 3,68 4,19 2,63 1,66 g
Tyrosine 0,61 1,07 2,07 1,45 1,85 2,36 1,88 0,79 N
Phénylalanine 0,16 0,18 0,44 0,40 0,32 0,35 0,20 0,10 2
Tryptophane (3) E
EY
Arginine 0,66 1,47 1,15 1,07 1,01 1,63 1,11 1,37 .
Lysine 0,27 0,91 1,12 0,83 0,57 0,92 0,87 1,28
Ac. aspartigue 0,07 0,12 0,08 0 0,19 0,08 0,08 0,12 ° b cde fgN
Peptide 1 (4) 052) 0 (0,72 (0,44) {0.72) (0,87) (1,000 (0,66) 5-0- Histidine
Peptide 2 (4) (0,15)  (0,12) (0,08} {0,20) (0,39} (0,54) (0,58) (1,00 =
Peptide 5 (4) 0 0 0 0 (0,49) {0,54) (1,000 {0,77) o
Peptide 6 (4) 0 0 0 0 (0,95} (1,000 O (0,47) =
Peptide 7 (4) (0,65) (1,000 (0,54) (0,63) (0,39) (0,330 (0,78 (0,38) g
2 1
(1) GLY présente un profil intermédiaire entre les groupes 2 et 3. -
(2) Le pic SER comporte un peptide (Peptide 4) et se tjouve donc surestimé, notamment au

temps « ¢ » — 20 % environ.
(3) TRY présente le profil de ce groupe mais les valeurs ne proviennent pas de I'analyseur d’ acn-
des aminés (v. tabl. 1).

obcdeng

(4} « Peptides » ou composés « ninhydrine + » labiles & 'hydrolyse (v. texte) GLU et GUN ne

peuvent étre quantifiés directement par suite d'interférence avec SglcTYR.

tableau 13

éuyplution des acides aminés

dane les larves entiérec de stade 4.

libres

fi gure 41 1 Profil ivpe

des quatre groupes principauy
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liédes au mode d'obtention des résultats.

£.3 EMOLUTION DE L7EMVIRONMEMENT EN ACIDES AMIMES DANS LE
DERNIER STADE LARVAIRE :

2.3.1 Acides aminés libres : pour situer les variations
de 1a ty¥rosine dans un cadre plus général, des échantilions du sixiéme
stade larvaire ont été analvsés. Les acides aminds sont regroupés par
comportement analogue au cours de cette période {(tableau 15 et fiqure
413, Les pics non  identifiés des chromatogrammes avant hrdrolyse, et
disparaissant aprés, ont été concidérés comme peptides, numérotés par
ordre de <cortie, et évalués par rapport & leur concentration maximale
notée 1 1 1a B alanine et 1a phénylalanine sont assez mal séparédes, et
il peut en résulter quelques imprécisions. D’ autre part, le peptide 4
avant le méme temps de rétention que la sérine, cette derniére est
surévaluée (20X minimum en début de staded, GLU, GLN et ASN ne peuvent
etre évalués directement pour cause d’interférence avec Bglc-TYR.

Le groupe dacides aminés comprenant GLY, THR, WAL, ala ot LEU
constitue, avec Jles acides aminés diacides ¢{GLU et ASP) et diaminés
(LYS, ARG, 17essentiel de 17apport alimentaire <{plus de 75 % -
molaire)., Les fortes concentrations au deuxieéme jour doivent donc
correspondre a 17apport digestif maximal, et leur décroissance
ultérieure & une utilisation non spécifique.

Un autre groupe d‘acides amingés est l1ié & la période
d’alimentation (G.A.B.A. ; B ALA...) ; présent presqu’uniguement au
deuxiéme jour, il opourrait s expliquer par un métabolisme actif des
acides aminés digérés : transformations respectives de la méthionine
et de 1’arginine en cystathionine et ornithine, décarboxylation des
acides aminés dicarboxyliques en P alanine et alpha amino butyrate.
Leur turn-over trés rapide les ferait disparaitre dés la fin de
17alimentation.

Un troisiéme groupe, dominé par la sérine et la glycine, présente
la caractéristique d’une trés forte chute de concentration entre + 84 h
et + 102 h, moment ol se produit entre autrec leg tilage d‘une soie (pey
abondante) et 1la constitution d“une case nymphale. Ce moment semble
aussi coincider avec un  changement du catabolisme azoté, oi
s’installe une accumulation d’acide urique dans le corps adipeux {(chez
M., sexta ; BUCKMER et CALDWELL, 1980).

Parmi les acides aminés & profil d’accumulation de type t¥rosine,
on  trouve la phénylalanine et le tryptophane. Le cas de 1 histidine,
dont la teneur augmente considérablement, peut s’interpréter comme une
accumulation d’un acide aminé & trés faible catabolisme (NAKAMURA et
@il., 19773 et/ou comme un résidu basique, donneur de groupements NHZ,
incorporé dans les protéines cuticulaires (RICHARDS, 1978).
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Concentration (Vmoles/animal)

Acide aminé Temps (age dans L6)
{par groupes)

a b c d e f g N
Ac. aspartique 0,42 1,72 0,45 0,57 0,64 0,71 0,74 1,01
Proline 0,28 0,75 0,20 0,22 0,18 0,24 0,18 0,47
Thréonine 0,06 0.34 0 0,12 0,09 0,01 0,06 0,24
Lysine 0,15 0,86 0,13 0,36 0,18 0 0,21 0,47
Alanine 0,09 0,40 0. 0,15 0,03 0,05 0,14 0,26
Isoleucine 0,15 0,33 0,14 0,21 0,16 0,15 0,13 0,26
Leucine 0,24 0,50 0,12 0,28 0,10 0,08 0,09 0,34
Valine 0,09 0,29 0,14 0.31 0,19 0,19 0,20 0.25
Glycine 2,25 4,90 3,21 5,67 3,50 3,70 2,90 4,98
Arginine 0,23 0,36 0.42 0,27 0,52 0,38 0,56 0.65
Histidine 0,10 0,46 0,18 0,72 0,84 0,07 0,14 0.34
Tyrosine (1) 0,09 4,28 9,30 9,03 8,52 7.62 6,54 1,08
Phénylalanine 0,15 0,24 1,05 0,27 0,13 0,07 0,05 0.1
G.A.B.A. 1,79 2,52 0,81 0,06 0,17 0,21 0,18 0
3 Alanine 0.29 0.1n 0 0 0 0 0 0
Ac. Glutamique {2} 2,31 7,07 3,87 4,41 3,21 3,68 3,02 2,94

(1) Les valeurs de ce tableau sont obtenues par différence — aprés et avant hydrolyse —. La tyro-
sine « peptidique » comprend donc SglcTYR (v. tabl. 4}.

(2) Somme des acides aminés libres et peptidiques (GLU et GLN). '
tableay 16: évolution des acides aminés peptidigues dans lee Tarves
rablea
entidres de stade 4.




Motons enfin que, d’un point de wue global, les variations de
pression osmotique de 1 hémolymphe vont dans le méme sens que celles
du volume, «ce qui indique 1“existence dune régulation effective de la
p.0. ; de plus le maximum de p.0, correspond au maximum de teneur en
acides aminés libres dans Jles animaux entiers, suggérant le réle
ocemorégulateur des acides aminés chez les Lépidoptéres CSUTCLIFFE,
19631,

2.3.2 @cides aminés peptidiques : ils sont dosés par
différence f{aprés et avant hydrolyse) ef sont aussi regroupés par
analogies de profils (tableay 14). Les groupes sont cependant moins
nets que pour les acides aminés libres, et la plupart d'entre eux
montrent une concentration maximale au  deuxiéme jour, ainsi qu’ i 1a
n¥mphose.

Buantitativement, on retrouve les principaux acides aminés signalés
dans les peptides de diptéres (GLY, GLU + GLN, ASP + ASN), lesguels
sont considérés comme des formes de stockage non spécifiques des acides
aminés hémolymphatiques réquliés par des peptidases (COLLET, 197681,

Le G.A.B.A. peptidique est probablement do & 'a décarboxylation
d'acide glutamique peptidique, et i1 faut noter, en plus de Bglc-TYR,
la présence en quantités non négligeables de tyrocine et de
phénylalanine peptidiques. Far ailleurs, on remarque les acides aminés
basiques arginine et histidine dans un groupe non 1ié & 1"alimentation,
peut-etre analogue & ceux intervenant dans les dipeptides de diptéres
riches en histidine et en lysine (BODNARYK, 1978).
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figure 42 comparaison des profils protéiques

de 1 hémolymphe et du corps adipeux au Cours

des 2 derniers stades larvaires (électrophoréses

sur gradient d’acrvlamide 5 - 13 % en présence de SDS?
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3. PROTEINES

3.0 IDENTIFICATION D/UNE FROTEINE DE STOCKAGE DES ACIDES AMINES
ARDMATIGUHES

Les besoins nutritionnels de la nymphe et méme du Lépidoptere
adulte sont exclusivement cu majoritairement couverts par ce qui a été
accumulé au cours de la vie larvaire. Or, le taux de tvrosine libre ou
conjuquée (de faible P.M.), dans 1"hémolymphe comme dans Tes tissus
taotaux, tombe aprés 1a nymphose & des niveaux extrémement bas (moing
de. 2 nmoles/individud. Ces quantités semblent par exemple incapables
d’assurer le déroulement normal de la mue imaginale, et doivent &tre
doublées d“unm stockage sous une forme que nNOUsS nTavons pas encore
abordée jusque 1a 1 les protéines. Un certain nombre de protéines de
1"hémolymphe des insectes les plus étudiés avaient été regroupées sous

le terme général de protéines de stockage (L.S5.P. - "larval storage
proteins" - de la drosophile, 5.FP. de E. mori). Par 1a suite, les

fonctions et propridtés de certaines d'entre elles ont &té mieux
cernées, et il semble s”avérer qu-iune classe de protéines joue, par sa
richesse en résidus aromatiques, un rale particulier dans la gestion
de «ces acides aminés au cours du développement (5.J. KRAMER et coll.,
1#80 3 TELFER et coll., 1983 ; LEVENBOOK, 1983). Nous avons donc
entrepris 1a recherche des formes protéiques de stockage de la tyrosine
chez 5. littoralis pour compléter les renseignements acquis sur les
tormes de petit poids moléculaire.

3.1.1 Mise en évidence

3.1.1.1 Electrophoréces : cherchant une forme
protéique de stockage & priori assez aboendante, nous avons effectué des
électrophoréses sur wune période incluant une phase alimentaire intense
et le début des transformations de 1a métamorphose. Mous avons choisi
dez gradients dfacrylamide (5.0.5. F.A.G.G.E.} pour une meilleure
résoclution dans wune gamme étendue de FP.M. . Les résultats de ces
premiéres #électrophoréses de protéines de 1"hémolymphe et du tissu
adipeux sont présentés en figure 42, Le trait marquant est
V7accumulation dans 1°hémolymphe de deux ou trois protéines <de poids
moléculaires entre 75 et 90 KD). La plus petite, déja faiblement
preésente dans 1“hémolymphe au Seme stade, s’y accumule dés le début du
dernier stade, alors que la ou les plus lourdes n‘apparaissent que chez
ta prénymphe, Danz le corps adipeux, on ne trouve par ajilleurs en
quantité que 1a plus petite de ces protéines i asser faiblement
représentde  pendant les péricdes d alimentation {cinquiéme et début du
sixieme stade), elle s’accumule par contre fortement danc 1e corps gras
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de ta oprénvmphe et de la nymphe. Ce “"comportement® correspond & celuj
d'une protéine de stockage, et nous avons essayé de purifier puis de
mieux caractériser cette protéine,

3.1.1.%2 Puritication : cette protéine étant
majoritaire dans 1°hémolymphe de larves en fin d’alimentation (L& ¢ ~
¢’ 1 wair figure 47 au & 3.1.2.2), nous sommes partis de ce matériel
pour la puritfication. Le processus est illustré en fiqure 43, Le profil
de perméation sur gel est comparable & celui de M. szexts et 1z
congélation . décongélation de 1'hémolymphe permet d'éliminer du pic 11
une fraction des lipoprotéines (8.J, KRAMER et coll., 1980, donnant en
une étape une protéine retativement “propre" H sa pureté
¢lectrophorétique wvarie en effet pour le pic I1 de &40 & 75 ¥, La fiqure
44 montre le profil de monoméres protéiques des différents pics en
sortie de perméation sur gel.

La deuxiéme étape de purification, sur colonne d'hyvdroxyapatite,
permet de se débarasser d'une protéine {(par ailleurs accompagnée d’une
grande partie de Ta pigmentation verte de 1 hémolymphe) élude en pic 1
{figure 43}, Les électrophoréses de cette seconde série de pics
constituent la +{fiqure 45, La caractérisation de la protéine recherchée
étant une forte teneur en résidus aromatiques, nous avons analvsé les
différents pics de nos chromatographies. Les résultats, exprimés en
pourcentages molaires en résidus aromatigues, soat lessuivants:

pic I 11 111 LV O 113 I 114 %
% TYR: 4.3 9.4 3.9 4.,% 5.4 3.8 10.4 i1.4
4 PHE: 3.1 7.4 4,5 3.5 5.0 3.2 7.9 8.4

Le pic II-4 s“avére donc bien contenir 17arylphorine de 8§,
littoralic 3 en électrophorése dénaturante, la principale protéine de
cette +Fraction <(pure & plus de 90 ¥ - figure 435> nest jamais résolue
en plus d’une bande de poids moléculaire estimé a 7%-80 kD. La
disparité de composition des différentes portions du pic 4 peut étre
attribuée soit A& la fraction contaminante, soit & 1 existence de deux
protéines peu différentes <(en composition et en poids moléculaire?,
Tégérement séparées sur Ta colonne d'hydroxylapatite. Nous en
rediscuterons plus lgin.

3.2.2 Dosages en fin de wie larvaire

3.1.2.1 Protéines totales : le dosage des protéines
totales de 1 hémolymphe par la méthode de BRADFORD donne les résultats
présentés en figure 44, Du point de vue technigque, i1 faut noter ici
que le dosage des protéines hémolymphatiques par la méthode de
LOWRY-PETERSON ne donne de reésultats fiables que si 17étape de
précipitation par le mélange D[.0.C,-T.C.H8. est réalicée., Elle donne
dans ce cas des valeurs tout & fait comparables & celles de la méthode
de BRADFORD tmoins de S % d'écart sur les mémes échantillongl. Le
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tableau suivant rassemble les résultats de dosages sur les mémes
échantilions par la méthode de LOWRY-PETERSON compléte ocu non:

pg de prot. . 1ge
Syl d'hy (5 Le N o

- b ¢ d 0 & a2 b ¢ d e 0 b ¢

Losans précwp. | 5,05 9.1 7.2 12,4 12,6 8.2 14.3 31,7 45.7 48.1 43.8 57.4 44.2 44.2

X avec précip. 3002 L9 24035 6.2 13.7 311 44,9 46,8 54.9 49,3 44,7 44.1

gifference () 43 40 79 T2 024 4 2 20 2 14 14 g 0
tableau 17 + influence de 1a précipitation des protédines dans le dosage de
"LOWRY-PETERSON" des protéines hémo tymphatiaques de S. littoraliz (n = 23,

On voit nettement gqu aux alentours des mues, des résultats
aberrants sont ohbtenus i les protéines ne <cont pas preécipitées,
indiquant des interférences notables de substances solubles avec la
réaction colarde,

Un assiste au cours du dernier stade & une accumulation trés
importante de protéines dans 1“hémolymphe, qui renferme en fin de stade -
4 environ 30 mg de protéines par ml, soit dix fois plus quien fin de
stade 3. Si cette situation est tout & fait analogue & celle de M.
sexta (38 mg/ml chez la prénymphe ; S.J. KRAMER et coll. 19803, elle
différe quantitativement de <celle de G. mellonella qui en accumule &
cet 4ge A des concentrations concidérables (375 mg/ml ; MILLER et
SILHACEK, 1982 a). La différence entre ces Lépidoptéres provient
probablement d“un volume relati+ d’hémolymphe beaucoup plus réduit chez
G. mellonella <(apparemment plus prés de 10 % de poids du corps gue des
presque 30 X chez §. littoralis au stade Léc) ; les conséquences de
telles différences de concentration et de pression oncotique ne peuvent
gtre négligeables et réflétent peut @&tre des particularités
phvsiologiques chez G. mellonella au niveau de 1“osmorégulation (voir
figure 34ad; on peut logiquement invoquer ici comme explication les
différences de teneur en eau des aliments de ces espeéces,

Une derniére remarque concerne Jles quantités de protédines
présentes dans 1 hémolymphe totale d’un individu. Un calcul rapide nous
montre que cette quantité est dfenviron 180 ¥g par individu & 174ge
Léa, passe & plus de 5 mg en fin d’alimentation et retombe 3 moins de
1,5 mg uste avant 1a nymphose. Nous n’avons effectué dans ce travail
aucune recherche sur la biosynthése, le turn over ou la séquesiation
des protéines hémolymphatiques, mais les résultats dautres travaux sur
les Lépidoptéres (MILLER et SILHACEK, 1982 b ; J. LOCKE et coll., 1982
montrent que les protéines de stockage, dont pobablement les
arviphorines, sont <synthétisées dans le corps adipeux, exporiédes dans
1 hémolymphe, puis en partie reincorporées dans le corps gras de la
prénymphe.

3.1.2.2 Profils protédigues : les électrophoréses

¢5.0.8. P.A.G.G.E.> de protéines hémolymphatiques & différents 4ges
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dans e dernier stade <(figure 47) ont été analysées par lectfure et
intégration des pics, et tles profils quantifiés, Les principales
protéines ont été repérées par numérotation de leur bande et estimation
de teur poids moléculaire, Les résultats exhaustifs figurent en annexe
17 et comprennent Te repérage des bandes {page 1 d”annexe 17) et les
concentrations calculées de chacune des protéines ipage 3 d”annexe 177,
MNous n“en retiendrons ici que 17utile A& notre propos.

La résolution, meilleure ici que sur les gels précédents (figure
423, confirme 17accumulation de 3 monoméres différents dans Ta gamme 75
- #0 KD : Varylphorine de §, littoralis, correspondant & la hande 13,
ainsi que deux autres protéines apparaissant un peu plus tard dans
V'hémolymphe (temps c et di, et correspondant aux bandes 11 ¢R8.5 KD?
et 12 (84 kD). Chez Calpodes ethlius (J. LOCKE et coll., 1982) comme
chez G, mellonelia (MILLER et SILHACEK, 1982), plusieurs de ces
protéines sont réincorporées dans le corps gras j; notre observation de
ta figure 42, o0 seule 1 aryiphorine semble présente dans le tissu
adipeux (d’ol elle a été aussi isolée) serait & confirmer par un suivi
plus fin au cours du temps. Toujours est-il que 1‘ensemble de ces
résultats suggére 17existence d“une séquestration différentielle de
certaines protéines de stockage. Par ailleurs, une différence de
dvnamique selon le sexe existe pour 1‘une d‘entre elles chez B.mori. La
protéine §.,P.1 de Bombyx, qui n'est pas 1-“arylphorine, est spécifique
de la femelle maic semblerait différente de 1a vitellogénine (TOJO et
coll.,, 1980 ; KAWAGUSHI et DOIRA, 1973). Cependant, ce résultat nest
pas confirmé chez G. mellonella (MILLER et SILHACEK, 1982).

Nous wvorons donc que, si tous les Lépidoptéres et Diptéres étudiés
possédent bien des protéines dites de stockage au comportement alobal
homologue, des différences existent soit dans leur nombre, soit dans
teur évolution, compliquant sérieusement une wvision synthétigue du
probléme. L identification des homologies passe donc par 1‘étude, dfune
part de caractéres structuraux de chaque protéine (P.M., composition en
acides aminés...), et d'autre part de leurs propriétés dvnamiques
tlieux de synthése et d’utilisation, profil ontogénique...). Ce dernier
aspect, étudié par des expériences de radiomarquage et de culture
organotypique, permettrait en outre de faire le lien avec les
déterminismes endocriniens des événements observés., Les travaux les
plus avancés dans ce domaine sont ceux effectuéds sur les Diptéres; ils
font apparalttre gque 1a svnthéce de 17arylphorine <D. melanogaster,
L.5.P.1 beta) n’est pas stimulée par 1‘ecdvstérone (LEPESANT et coll.,
1982) contrairement & celle d7autres polypeptides de stockage iLSPZ,
L5P1 alpha et gamma’. Par contre, la séquestration de protéines
hémolymphatiques sous forme de granules dans le corps gras nymphal
serait sous contréle ecdystérofdien (COLLINS, 1974,

La figure 48 représente 17évnlution des quantités totales des
protéines 11, 12 et 12 dans 1 hémolymphe de S.littoralis, Elles sont
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calculées d’aprés Tles valeurs de l1a "page 3 d“annexe 17" et celles du
yolume d'hémolymphe dans Te dernier stade <¢étant donné rce mode
d”évaluation, 1 unité utilisée - Ho de protéine — eet en fait assez
approximativel. La bande 13, pour autant quielle corresponde bien
partout & Ta seule arylphorine, est bien largement majoritaire; apreés
avair atteint prés de 3 mg dans 1 hémolymphe, elle tombe % prés de 4
fois moins dans Ta prénymphe au temps "$". En 1‘absence de changement
notable des activités protéasiques de T°hémolymphe CAPIZYHY
1"hypothése de 1a séquestration de 1“aryiphorine par le corps gras est
la plus probable.

Four ce qui est du reste des protéines plasmatiques apparaissant
sur les gels de la figure 47, on peut dire briévement que :

- les protéines les plus abondantes aprés celles de stockage sont
d’assez haut poids moléculaire (bande 3 & 220 kD ; bandes 5 et & vers
1530 - 140 kD). Elles <sont présentes & tous les dges et pourraient
8tre des glycoprotéines {bande 37 ou des constituants de
. lipoprotéines circulantes {(de type HMDL pour les bandes 5 et & au vu de
leur élution en perméation sur gel’.

- un bon nombre des protéines de petit P.M. ne sont plus visibles
au stade 4. La baisse la plus flagrante est celle de la bande 17 de 4é
KD environ, et i1 ne reste plus de protéines de moins de 30 KD que la
bande 27 & 17.5 KD {(nous en reparlerons plus loin).

- certaines protéines sont manifestement associées A des événements
phvsiologiques assez brefs. C'est le cas des bandes 9 et 10 (10l et 94
KD» qui présentent un pic en fin d’alimentation (L& c.d), ou des bandes
14 et 15 (70 et 52 kD) qui paraissent liées & la mue nymphale.

3.2 FROPRIETES DE L ARYLPHORINE DE §. LITTORALIS

3.2.1 Poids moléculaire : 1“aryiphorine de S, littoralis

semble &tre constituée d'un seul monomére de poids moléculaire ectims

a 7% kD par électrophorése sur gradient d’acrylamide ou sur gel a 10 ¥
ten présence de SDS)., La mesure du wvolume d‘élution du pic Il en
perméation sur gel permet d estimer le poids moléculaire de la protéine
native & 300-350 KkD.

Les électrophoréses en milieu non dénaturant selon le protocole de
LAMBIN et FINE (1979) permettent de mieux préciser le poids moléculaire
de la ‘"spodoptérine” native purifiée (470 KD>, et confirment sa nature
héxamérique & pH neutre (figures 4% et 50). Elle ressemble en cels aux
trois ar¥lphorines de Lépidoptéres déja décrites 7 oelle  =e
rapprocherait cependant plus du type de celle de Hyalophora cecropia
thomohexamére, sous wunités de 73 KD ; TELFER et coll., 1983 que des
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hétérohexaméres de B, mori (83-89 kD) et M. sexta (B7-92 KD).

Des ispélectrofocalisations d’aryiphorine purifide de 5,
littoralis ont été effectuées en milieu non dénmaturant (+igure 5i),
comme en presence d'urée, Dans Jes deux cas, aucune bande netfement
tfocalisée n’a 4té obtenue; le p.l. de la zone colorée se =itue entre &
et 4.3 pour e gel sans urée, et entre 5.7 et 5.4 pour 1autre. Ces
résultate sugoérent 17existence soit de moditications
post-traducticnnelles non  spécifiques du polvpeptide d7arviphorine,
soit des artéfacts de déaradation au cours de la purification. Cette
derniére hvpothése ne doit cependant pas &tre retenue car  de
1"hémalymphe fraiche de &, littoralis tet de B. mori - CAlVE?,
communication personnelle’ produit des résultats analogues dans cetis
zone de pH.

3.2,2 FPigment associé ¢ 1“hémolymphe de 5. littoralis
est progressivement colorée en vert lors des intermues. Or, lors de 1a
perméation sup gel, Ta fraction verte e <cépare des autres
chromoprotéines <{jaunes) et se retrouve totalement dans Jle pic 11
contenant 17arylphorine. Far contre, la deuxiéme étape de puritication

sépare la majeure partie de la coloration verte de 17aryiphorine qui
#lue dans le dernier pic telle garde cependant une trés Tégére teinte
verte en colution)., Cette fraction verte se trouve é&tre accompagnée
de deux protéines de faible poids moléculaire ¢pic l-ou 11 i-de 1a
figure 43). L‘un ou 17autre de ces polypeptides (ou les deux) doit
constituer ce que LAMY a décrit comme "chromoprotéines vertes" dans
1“hémolymphe de la processionnaire du piny Thaumetopoea pitvocampa. Les
poids moléculaires de ces protéines sont d’environ 15 et 45 KD et
devraient’ correspondre aux bandes numérotées 27 et 17. Notons que chez
M. sexta, une chromoprotéine bleue a été isolée et purifide
tinsecticranine, CHERBAS, 19732 ; trimére de sous-unités de 23 kD, elle
serait associde, comme les protéines décrites par LAMY, & un pigment de
type biliaire.

Nous avons réalisé le spectre dfabsorption dans le visible en
milieu aqueux de cette protéine pigmentée (figure 52) qui pourrait bien
gtre 17homologue de 17insecticvanine de Manduca. Un fait intéressant
est qu'elle est transportée dans 1‘hémolymphe soit en complexe avec
V'arylphorine, soit sous une autre forme (multimére, lipoprotéine) de
poidse moléculaire wvoisin de 500 kD; on ne la retrouverait en effet pas
dans cette zone de P.M. si cela n’était pas le cas.

3.2,2 Composition en acides aminés : la composition en
acides aminés est montrée dans le tableau 18. La cvystéine et le
tryptophane, partiellement détruits par nos conditions d’hydrolrse,
n‘ont pas été dosés,
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10,9 2.1 3.812.1 3.9 4.5 5.2 7.3 2.0 3.4 8.9 11.4 8.4 8.3 3.z 4.

tableay I18: Composition en acides aminés de 17arylphorine purifiée de
S.littoralise .

Pour comparaison avec les arviphorines décrites par ailleurs, nous
avons réalicd une analree des correspandances, ainsi  quiune
classification hiérarchique sur les compositions molaires en acides
aminés (17intégralité des valeurs est donnée en annexe 18).

Les résultats de ces analvses se présentent sous la forme dfune
projection sur le premier plan factoriel {figure S53a) et dun arbre
hiérarchique regroupant les différents insectes ifigure S53by.

5711 apparait bien que les teneurs en TYR ot PHE sont un paint
commun entre ces protéines {positions assez centrales dans le plan
factoriel), certains acides aminés contribuent & la constitution de
groupes distincts:

- C’est le cas du triplet SER, HIS / L¥S qui différencie bien les
hyménoptéres des deux autres groupes (valeurs élevées en sérine et en
histidine et trés faibles en Tvsine).

- Une situation analogue 1lie 1le triplet PRO, VAL ~/ MET a 1a
séparation des lépidoptéres du reste du nuage.

Les résultats de 1a classification automatique de 1a figure 33b
font apparaltre des regroupements respectant tout & fait 1la
clagsification taxinomique., Ce n‘est pas & priori un résultat trivial,
car tes mécanismes gvolutifs agissant au niveau des ségquences
nucléotidiques pourraient bien &tre masqués & la seule observation de

cette résultante qu’est 1a composition en acides aminéds., Les
conclusions de telles analyses ne permettent cependant pas d’aller
aussi Tain que les comparaisons de séquences d’acides aminés

fautorisant 1“établissement plus direct des parentés),

Signalons que le tvpe de protéines choisi devrait Togiquement
étre le plus adapté & «ce genre d’analyse. En effet, le haut paids
moléculaire peut é&tre considéré comme un "tampon® A des wariations
“intempestives" de composition <dcas des peptides et petites protéines
dont la composition en acides aminés est trés sensible A un petit
nombre de mutaticnsy.

D7autre part, le caractére de protéine de stockage, aux propriétés
fonctionnelles a priori moins strictement définies que pour des
molécules enzymatigques, doit conférer une plus grande sencsibilité & 1a
varabilité évolutive; qui plus est, s‘i1 existe une pression de
sélection sur un tel type de protéines, i1 parait logique quielle
s’exerce en partie sur leur composition en acides aminés.

Cependant, nous wverrons par 17exemple traité un peu plus loin (C
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3.3 que Tes résultats ne sont pas aussi probante lorsquion s attache &
ur niveau d'observation  taxinomique plus fin Cen degd de 1 ordre des
Tépidoptéres par exempled.

2.2.4 Propriétés diverses: Divers calculs nous
permettent de préciser quelques propriétés de 1 arviphorine de
S.littoralis : Une molécule héxamérique <470 KD environ) contient prés

de 430 résidus de ty¥rosine j un microgramme de protéine transporte 0.94
nmole de tvrosine, et 1a "spodoptérine” peut totaliser jusqu’id 3 pmoles
de trvrosine par animal (& comparer avec les & pmoles par animal du
glucoside de tyrosine Y, Cette wvaleur est donc Jloin d'étre
néaligeabie, et pose le probiéme de 1a solubilité d'une protéine aussi
riche en acides amings aromatiques., Plusieurs hypothéses sont
envisageables, dont celle d’un masquage & 1 intérieur de la protéine
d“une grande partie des résidus aromatiques peu Favorables & la
solubilité; les protéines cuticulaires riches en tyrosine, gui sont
trés peu scojubles, possédent par exemple fous leurs agroupements tvrosy!
accessibles (HACKMANN et GOLDBERG, 1%97%). Une autre possibilifé est
celle d’une medification post-traductionnelle par greffage de
groupements hydrophiles. Les aryiphorines de M.sexta et de H.cecropia
portent en effet dee résidus mannose et N-acetyl glucosamine. Nulle
mention n“est par contre faite de la possibilité de phosphorvlation des
résidus  tyrosine, mais cela pourrait é&tre le cas et expliquer les
profils d’iscélectrofocalisation obtenus.

Buant aux lipides, certains auteurs (8.J. KRAMER et coll.; 19802 en
signalent 1‘association & hauteur de 2¥ avec 1’aryliphorine native.
Différentes classes sont identifiées (phospholipides, cholestérol,
diglycérides), mais 1“hypothése d’une contamination nfest pas vraiment
exclue, Seule une é&tude des propriétés d'association intrincséques de
17arylphorine purifiée avec les lipides pourra lever ce doute. Par
ailleurs cependant, des travaux récents Ffont état d’un transport
d'ecdystéroides par 1a calliphorine (ENDERLE et coll.; 19833; un tel
taisceau dfarquments, auquel on peut rajouter 1 association éventuelie
aver une insecticranine et son pigment, plaide en faveur dune
structure cupramoléculaire de type lipoprotéine, toutefois irés riche
en protéines (M,H.D.L.2.

3.3 PROTEINES DE STOCKAGE ET METAMORPHOSE : LES ARYLPHORINES

DE LEFIDOPTERES.

La méme analvse que précedemment a été conduite sur des protéines
que nous avons purifié & partir d'hémolymphe de <chenilles de
Lépidoptéres en +fin d'alimentation., Faute de temps et & la suite
d'ennuis techniques <{(détéroration des performances de la colonne
d“hydroxyvapatite aprée un certain nombre de passages),nous n’avons po
pousser la purification aussi loin que pour 17arviphorine de 8.
Littoralis, Mous avones néanmoins obtenu des fractions correspondant au
pic 11 <perméation sur gel, voir +igure 43 chez tous les lépidoptéres
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gtudiés, Le wolume d7élution correspondant toujours & des poids
moléculaires de 400 & 500 KD, et les compositions en acides aminds
gétant assez comparables iavec des taux dlevés de tvrosine - entre 7.5
et 10.3 %, voir annexe 1%), nous pouvans affirmer qu’il s agit bien des
arylphorines de ces Lépidoptéres. Evidemment, Tleur taux de pureté
navant pas été controlé, nous ne pourrons discuter les résultats sans
tenir compte de cette incertitude.

Etant donné  17absence de structure facilement interprétable et 1a
complexité des graphiques obtenus, nous avons préféré consiagner tous
ces résultats en annexe 1%, Nous ne retiendrons ici que les principales
conclusions:

- Une wision d‘ensemble des résultats bruts de composition en
acides aminés <{(page 1| d annexe 19) montre que nous avons affaire & des
protéines & priori trés cemblables (profils complets tout & fait
analogues?,

- L7allure de 1“arbre de classification obtenu {page 2 d”annexe 1%
indique wune mauvaise qualité d’ agrégation (les premiers regroupements
se tfont assez “haut", indiquant 1‘absence de qroupes ‘“serrés’ et
significatifs),

- Contrairement a 17exemple précédent, la tyrosine et 1la
phénylalanine participent & 1’étalement du nuage et ne constituent pas
un  véritable point commun f{relativement). La tyrosine est méme
17acide aminé ayant 1la meilleure contribution & 1la formation du
deuxiéme axe factoriel,

En résumé, nous pouvons dire que 1‘information conterue dans le
tableau des compositions en acides aminés est distribuée de fagon assez
aléatoire et ne fait pas ressortir de groupements Fforts et
significatifs.,

Nous pouvons citer deux raisons A cet état de fait:

D7une part la purification insuffisante introduit vraisemblablement
un “bruit parasite" nuisible ) une bonne interprétation de
17 information;

D7autre part la nature méme de la protéine peut la rendre inapte
a étre un bon outil de discrimination au niveau d‘analyse ol nous
nous situons ici finformation intrinséque insuffisante pour une analyse
a un niveau taxinomique correspondant aux familles?,

Les résultats que nous avons expocé mettent en tout cas 1 accent
sur la nécessité daccorder le plus grand soin au choix de 1 outi]
d'analvse pour un but donné ¢1°outil étant ici le couple "analyse des
correspondances / arvlphorine de pureté donnée).




-
(8]
Ril

4. ENZYMOLOGIE - ENDOCRINOLOGIE -~ MARGUAGE :

4.1 ACTIVITE B GLUCOSYL-TYROSINE SYNTHETASE

Aucune des incubations effectuées sur homogénats de tubes digestifs
ou de corps adipeux n'a permic de révéler une telle activité., Auvec la
tyrosine tresp. 1-Naphto!) comme substrat, aucune détection sans
équivogque de Bglc TYR <{resp. {~Naphtv] glucoside) n'a été possible par
HFLC 3 i1 faut opréciser que 1‘incubation d“UDPG avec des extraits
tissulaires entraine 1 apparition de nombreux pics importants en
HFLL, perturbant ainsi 1le chromatogramme. Beaucoup de produits de
dégradation de 17UDFG sont en effet séparés dans notre systéme HFLC et
absorbent & 280 nm. De trés faibles quantités de Bgolc TYR ont
éventuellement pu &tre synthétisées mais ne sont pas identitiables
par notre protocole expérimental (1“utilisation de 14C twrosine aurait
par exemple p0 Jlever ce doute). Une explication pourrait étre que

T7activite recherchée soit localisée dans d’autres tissus
(hémocytes...), Pourtant, chez la blatte, le corps adipeux contient la
quasi—-totalité d‘une activité UDPG -~ phénol (fcatéchol) qlucose
transférase ; elle est localisée dans une fraction centrifugeable de

}“homogénat et son rdle ¥y est de synthétiser le B glucoside de

1 acide protocatéchuique transporté alors VErS les glandes
collétérales <(TAKAHASHI ; 1971 - méthode au 14C-UDPG)Y., Nos résullats
négatifs pourraient aussi s‘expliquer par une inactivation de 1 enzyme
recherchée fexcés d’UDPG ?, enzyme membranaire fragile ?2,

Dans le but de mieux conserver 1’intégrité cellulaire, nous avang
aussi procédé & des incubations sur tubes digestifs intacts (figure 24
a et Db). L7incubation "en sac" (24 a) n’a pas permis non plus de
révéler de synthése et de transfert de Bglc TYR ¢(du compartiment
tuminal au compartiment extérieur - in vive = hémolymphe -). Des
problémes techniques de dimensions de 1a verrerie nous ont par ailleurs
contraints & abandonner 17expérience de perfusion (24 b,

En conclusion, nous pensons que T activité glucosyl-trancférase
doit pouvoir é&tre identifide dans des tissus de S, littoralis, mais
que la sensibilité de détection doit étre accrue (radiomarquage? et
les conditions d'homogénéisation et d’incubation mieux définies.

4.2 ACTIVITE B GLUCOSYL TYROSINE HYDROLASE :

4.2.1 Analyses enzymatigues rapides : des plaquettes
APIZYM  permettant 1a détection qualitative de nombreuses activités ont
ete wutilisées pour détecter la présence de B glucosidase {voir annexe

OCT 84




nmol PNP/min

168 h aprés la mue 5-6

d
N ‘. ——a . N s PN . ., age physiologique

L5 Le N

fiqure Sda: évolution de 1 activité "B glucosidase" dans 1 hémolymphe
in=57,

120
nmol! PNP/min

QO 24 a8 72 96 120 44 168 h aprés la mue 5-¢

L6o No
bc d a o b ccdd et g ab c d
- a2 [ . PPN PN . N . age physiologique
LS Le N

figure 54b: évolution de 17activité "B glucosidase” dans 17ensemble des
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15 3 puits 17 = hydrolyvse du & Bromo-Z-naphtyl B-D-glucoprrancside).
Jusquiau  stade prénymphe, aucune hvdrolvse du substrat par des extraits
tissulaires n‘est observable, Ont été testés, & ditférentes
concentrations, dee extraits de tissus totaux, de tube digestif, de
corps gras, d hémolvmphe, de tubes de malpighi et de tégument. Pour les
prénymphes et les chrysalides, nous avons tecté séparément le tégument
et le reste des tissus. Les prénymphes et les chrvsalides trouvées
présentent une activité non nulle, et les chrysalides "blanches” ‘moins
de 3 & 4 heures aprés la mue nymphale) montrent une nette hydrolvse du
substrat ;1 activité est présente & plus de 90 ¥ dans les structures
non tégumentaires.

4.2.2 Mise en évidence de 1 activité hvdrolasigue sur
Bole TYR : sur chrysalides “blanches" de moine de trois heures, des
extraite tissulaires totaux ont été tectés pour la dégradation de Bglc
TYR et d’un gluceoside phénolique chromogéne, 1le p-nitrophényl B

glucoside twair B.4,1.3.13. Lractivité B oglucosidase constatée
précédemment semble bien étre responsable de la dégradation de Bglc
TYR, opuisquon détecte 1 apparition de tyrosine dans les incubations

(mais pas si les extraits sont dénaturés par la chaleur). Four Bglc
TYR, on obtient enwiron 17 pymoles de tyrosine en une heure f{scit prés
de 28 nmoles de TYR libérées par individu et par minute). Pour le pNPG,
17activité constatée est d environ 2! nmoles de pNP  libérées par
individu et par min. .

4,2.3 Dosage de 1a B glucosidase au cours du
développement : les résultats des dosages au pNP sont présentés en

figure S43 pour 1°hémolymphe "totale® (ponction compléte) et en figure
34b pour le reste des tissus. Deux traits principaux apparaissent

- 1’hémolymphe ne contient qu‘une trés faible partie de 1 activité
totale {(moins de 2.5 ¥ au temps No). Ce résultat est cohérent avec
celui  d’'AHMED et coll. (1983 b) attribuant plus de 75 % de 17activité
Bglc TYR hvdrolase au corps gras chez M, sexta au méme stade.

- 1lactivité est manifestement treés localisée dans le tempe : on
note un faible mais significatif plateau vers 80 - 100 heures aprés la
mue (filage), puis un considérable accroissement de cette activité dés
24 heures avant la mue nymphale. Enfin, une chute brutale survient dés
17ecdysis, ramenant les valeurs 24 heures aprés la mue & moins de 10 ¥
de 17activité maximale.

La dynamique, spatiale et temporelle, de la dégradation de Bglc TYR
semble bien &ftre Tla suivante 1§ accumulé presqu’exclucsivement dans
1"hémolvmphe pendant 1la phase d'alimentation, i1 semblerait devoir
étre progressivement repris par le corps gras de la prénvmphe o il
serait hvdrolvsé pour Tibérer la tyrosine nécessaire au déroulement de
ta mue. Comme pour lec preotéines, les arguments pour ces transferts
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figure 551

"blanches" de S.1ittoralic en fonction du pH du milieu d*incubation.
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tissulaires sont indirects :

1. baisse de 1la quantité de Bglc TYR dans V'hémolymphe ~ wair
figure 38 - sans activité hvdrolvtigue notablement renforcée :

2, localisation de 13 gluccsidase dans le tissu adipeux - et non
dans 1 hémolymphe ou la cuticule - rendant le passage dans ce tissuy
necessaire & 1utilisation du glucoside.

4.2.4 Propriétés : un déhut de caractérisation de la B
glucosidase a2 été tenté pour en comparer les propriétés avec les autrec
B glucosidases {de tvpe cellobiases ou phényl-B-glucosidases) déji
isolées de tubes digestifs d'insectes (CHARRARAS et CHIPOULET s 1982y,

La courbe de pH de 1“enzyme extraite de chrvsalides "hblanchez" ect
montrée en figure 55. Le maximum se situe vers un pH de 5.8, voisin de
Tioptimum  {3-5.3) de 1 enzyme digestive du scolytidae &tudié par les
auteurs précédents,

4.3 CONTEXTE HORMOMAL

Afin de positionner les pics dactivité B nlucosidasique et les
autres grandeurs #tudiées par rapport aux principaux évdnements
hormonaux de &, littoralis, nous avons effectué sur les mémes
échantillons 1le dosage radioimmunologique des ecdystéroides totaux et
des hormones juvéniles de 1 hémolymphe au cours du dernier stade
larvaire.

4.3.1 Ecdrystéroides : 1a figure 546 montre 17/importance
et la position du pic majeur decdvstéroides provoquant la mue
nymphale., MNos échantillonnages sont évidemment trop espacés pour suivre
trés précisément toutes les variations hormonales (PLANTEVIN et coll.,
19843, Le petit pic d'ecdysone qui est maintenant classique n'est par
exemple pas mis en évidence, mais doit se situer vers les &0-70 heures
aprés la mue 5-4 (travaux de MALEVILLE et coll. sur une noctuelle
voisine : Heliothis armigera’.

Chez M. <cexta, 17injection de 20-0H ecdysone entraine une chute
brutale du taux hémolymphatique de Bglc TYR (AHMED et cotl., 1983 br.
Cela suggere donc un contrdle plus ou moins direct de Y activité
glucosidasigue par 17ecdvsone, et le profil d'activité de 1 enzyme est
conforme & un tel schéma <{décalage denviron 24 heures epntre un
éventuel signal hormonal et 1la réponse enzymatique), Cependant, les
fortes waleurs d’ecdystérnides détectées 24 heures aprés la mue ne
semblent pas provoquer de reprise d’activité hydrolasique chez les
chryealides tannédes {48 ou 72 heures aprés la mue - APIZYM?.

Une régulation plus compiexe qu'une simple réponse & un stimulus
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du dernier stade larvaire de
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iableau 19: Distribution

larves en début de dernier stade lTarvaire.

de 1z radicactivité 24 heures aprés 1 injection
Su 17 ingestion d une méme dose d° U-i4C-tyrosine a deux lots de 10
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ecdystéroidien doit donc exister au moins aprés la mue nvmphale.

4.3.2 Hormones juvéniles : les taux de J.H. totale
circulante ont aussi été mesurés (figure 57, Les variations sont assez
conformes aux résultats chez d‘autres Lépidoptéres (G. mellonella H
PLANTEVIN et coll., 1¥84), avec une valeur faible atteinte vers 1a +in
de 17alimentation et deux opics, en fin de fitlage et en tout début de
vie nymphale. La signification de ces wvariations reste encore mal
connue,

La séparation de différentes J.H. ¢1, II et 111} a été réaliséde sur
quelques échantillons mais les résultats sont tropﬂﬁbmbreux pour étre
fiables ; 1les proportions de J.H. varient au cours du dernier =tade
larvaire, avec présence des trois espéces en début de stade,
prédominance de la JH 111 iore du filage et & nouveau prézence des
troie JH en proportions semblables lors du pic de début de stade
n¥mphal,

4.4 MARQUAGE RADIOACTIF:

Les résultats de 1 expérience de marquage sont résumés dans le
tableay 19. Les wvaleurs sont toutes corrigées pour le “quenching" de
17échantillion et les pourcentages expriment la fraction de la
radicactivité {( et non de la tyrosine? retrouvée dans les différents
compartiments.

La partie basse du tableau regroupe les résultats obtenus aprés
fractionnement des aliquotes d‘hémolymphe sur les deux colonnes HPLC
(colonne SW300, figqure 58; colonne de silice greffée amino). Notons que
les wvaleurs pour 1 hémolymphe ont é&té corrigées pour représenter
1"hémolymphe totale des larves au moment du prélévement {vclume pour
une larve" Léb": 120 pld. I1 faut de plus noter que si le volume sous
tequel est injecté 1la tyrosine (Bpl) peut perturber la physiologie de
la larve, la quantité de tyrosine injectée (4.4 nmol.) est assez faible
par  rapport au pool endogéne de tyrosine libre & cet 4ge (i
gmol . animal).

Les principales remarques & tirer de ces premiers résultats sont:

a- La radicactivité retrouvée dans les fécés des larves injectées
est étonmmment abondante. Elle est certes inférieure A celle retrouvée
dans les fécés de 1‘autre 1lot, et ne représente pas forcément de la
tvrosine libre,

Far ailleurs, nos résultats sur 1“acssimilation des acides aminés iC
1.2.2) donnent pour 1a tyrosine une valeur (81%) tout & fait cohérente
avec les 20.44 de radiopactivité retrouvée dans les Fécés du lat
"INGESTION". Deux hypothéses peuvent donc expliquer 1 excrétion de
radioactivite par les larves injectées:

= L7excrétion de tyrosine libre, soit spontanément (et
tes valeurs d'assimilation de 80% seraient alors le résultat d'une
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tigure 58: Chromatogramme HPLC d hémaoivmphe de larves du Tot "INGESTION®
24 heures aprés le début de 1 expérience.
Colonne de type "protéines” (SW300); détection U & 280 nm,
et par fractionnement et comptage en sortie du détecteur.
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absorption exceptionellement efficace, suyivie dune perte assez
importantel, scit sous 1 effet du choc occasionnd par 1 accroicsement
{prés de 10¥) du volume hémolvmphatique lors de 17injection.

- Liexcrétion de métabolites de la  trrosine
consécutivement au traumatisme de 1 7injection, par exemple 3 la suite
de T activation des rhénoloxrdases hémolymphatigues en  partie
responsables des phénoménes de "cicatrisation” et d’encapsulation des
particules exogénes,

Cela serait d'ailleurs plutdt confirmé par les valeurs élevées du

COZ marqué dégagé par le lot des larves injectées (5 fois plus fortes
que pour 1 autre lot), Dans le cadre de cette hypothése, la comparaison
des pourcentages de radigactivité excrétés sous forme de CO2 ou dans
les fécés doivent tenir compte du catabolisme de la chaine latérale de
Ta tyrosine ile crvcle n“étant pas dégradéd. lUne malécule
d'U-14C-tyrosine peut donc Afournir de 1/9° & 3/9° de sa radicactivité
sous forme de CO2Z et par conséquent de 8/9° & &/9° sous forme.d’un
métabolite quelcongued; la waleur du rapport de radicactivité de ces
deux formes d‘excrétion peut donc wvarier théoriguement de a B8y 1a
valeur observée (16/2.9 = 5.3 est donc tout & fait compatible avec
cette hypothese,

-
p
=

b- Les quantités de radicactivité retrouvées dans 1 hémolymphe et
dans les autres tissus sont du méme ordre dans les deux lots: Ja
perte “digestive" du premier 1ot est compensée par une vraisemblable
perte métabolique "parasite" dans le deuxiéme lot.

c- AU niveau de la tyvrosine libre de 1 hémolymphe, on retrouve au
bout de 24 heures 0.184 de 1a trrosine marquée injectée, Cela indique
un  "turn-over® actif de 1a tyrosine dans ce compartiment {demi-vie
d'environ 2h 33mn}, et qui ne doit pas étre trés différente dans les
deux lots: la wvaleur de 0.81% observée dans le 1ot “INGESTION®
s’explique par le fait gque 1 apport n’y est pas instantanéd mais
s‘échelonne sur 24 heures,

d- La comparaison de 1a répartition de 1la radicactivité entre
Bglc-TYR et la fraction protéique contepant 17aryliphorine fait
apparaitre une différence nette: 17incorporation dans le glucoside
est deux +fois plus forte dans le cas de 1 'ingestion de la tyrosine,
alors que son incorporation dans !Yaryiphorine est comparable et méme

légérement supérieure gi Ta tyrosine est injectée., §i cette
observation n’'est pas artéfzctuelle, elle souligne T existence d'un
rdle de 1a paroi intestinale dans 1“élaboration du glucoside de

tvrosine.

e- Un dernier point & scouligner est 1a valeur assez +faible de
1“incorporation totale de radioactivité dans 1 hémolymphe. En effet, le
schéma établi jusquiici indique pour cette péricde un intense transfert
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de tyrosine vers 1 hémolvmphe {sous ses deux formes de stockage?. Or,
nous ne retrouvons, dans un cas comme dans Trautre, que 15 & 14¥% de 1z
tyrosine adminisirde dans 1"hémolymphe, Cette valeur, trés faible au vu
deg "hesoing" en  tyrosine du compartiment heémalymphatique, pose
probiéme. Elle pourrait s expliquer, soit par le démarrage tardif {(an
cours diexpérience) des svnthéses de formes de stockage, soit par un
détour obligé par un compartiment tissulaire jouant un rdle de
stockage temporaire, et retardant T'apparition de la tyrozine marquée
dans 1 hémolvmphe .

Cette expérience a été zussi entreprise dans le hut de oréparer et
de purifier des formes marquées de stockage de la tyrosine tBglc-TYR et
ar¥lipharines. Ces composée, otockés & -40°C, dewraient permettre
d'étudier Teur devenir lors d’une injection 24 heures avant la mue
nvmphale, La quantification de leur répartition d{bicchimique et
tissulaire) & 1 issue de cette mue permettira de cerner avec plus de
précisions leurs différents réales respectifs,
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L. DISCUESSION GERNERSLE @
Essai de synthése sur la physiologie du "svstéme t¥rosine” au cours
du développement d'un Lépidoptére,

Avant de conclure, nous essaierons de présenter dans ce chapitre
une wision d’'ensemble des solutions adoptées par les Lépidoptéres pour
manipuler Jleur pool d'acides aminés aromatiques et adapter constamment
leurs capacités doffre &% une demande en tyrosine ontogéniquement trés
diversifide, Nos résultats, mais surtout la plupart des données
actuellement disponibles dans Ta littérature, seront intégrés dans cet
exposé assez court .

Contrairement & notre approche qui a Jjusque 14 privilégié, pour des
raisons méthodologiques, une certaine compartimentation biochimique,
nous aborderons  ici la guestion d'un point de vue plus chronologique,
En effet, les diverses phases de développement des insectes
holométaboles présentant des métabolismes parfois trés différents, nous
avons préféré choisir ici une compartimentation temporelle., Certains
stades du cvcle des Lépidoptéres n'ont pas suscité beaucoup de travaux
dans notre domaine d intérét 3 <soit que les recherches ¥ ont été
entreprises d’un point de wvue différent de celui du biochimizte
phyeiologiste <(cas du développement embryonnaire) ; soit encore que les
potentialitées du stade dans Te métabolisme étudié aient été jugdes peu
importantes (stade adulte)., Nous essaierons cependant den discuter
aussi.

1. LE DEVELOFPPEMENT EMBRYONNAIRE

En dehors de 17approche purement embryologique qui a été trés
étudiée, par exemple chez B, morj (voir TAZIMA, 197 ), relativement peu
de travaux a finalité biochimique ont été éffectués. Et si
1"endocrinolagie embryonnaire suscite un intérét croissant
Cinitiation des synthéses hormonales, biochimie de 1a diapause
embrronnaire ...), les métabolismes plus généraux ou nutritionnels de
ce systéme "fermé" qu‘est 1“embryon sont peut-étre apparus comme plus
secandaires. Pourtant, chez les Lépidoptéres en tout cas, des
métabolismes tels gque celui de 1a tyrosine doivent jouer un réle
certain dés le début du développement, par exemple lors de la formation
de la cuticule ou de Ta sclérotisation de la capsule céphalique de la
farve néonate,

La forme csous laguelle la tyrosine est transmise 3 17ceuf nest pas
bien connue. Le glucoside de ftyrosine v est complétement absent, de
méme semble~t-il que 1 arylphorine, tout au moins dans ca forme
compléte ; chez B. mori, en effet, 1les oceufs diapausant ou non ne
présentent pas de protéines majeures dans la région de P.M, de
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1“arviphorine, ou *SF 2" chezr «cette espéce (DOREL et COULON,
communication personnelle).

I1 se pourrait ftrés bien que 1 0euf ne contienne pas de forme de
stockage spécifique aux acides aminés aromatiques et nourrisse son pool
de tyrosine libre avant 1“éclosion par la consommation de ses protéines
principales, E.S.P.et witellines, La concentration de tvrosine libre
dans les oeufs 12 heures avant éclosion n’est cependant pas trés forte
comparée 3 celle précédant les mues larvaires (1.4 nmole/mg contre 5 &
7 nmoles/mg), Cela traduit peut-&tre le +fait que les processus
doxyvdation de la tyrosine sont déjd bien avancés & ce moment 1a.

[SHAAYA et NAUOM <1%7%) ont par ailleurs montré que 1 activité
phénoloxvdase responsable des premiéres étapes de la sclératisation
augmentait au cours du développement embryvonnaire, mais aussi quelle
était présente a un taux relativement élevé dans Jes oeufs
fratchement pondus, qu“ils soient d’ailleurs fertiles ou nen, Cela
indique donc pour cette enzyme un apport maternel conséquent.

2. LES PREMIERS STADES LARYVAIRES:

2.1 La croissance

Auec le début de 1”alimentation commence aprés chaque mue larvaire
une phase d'accumutation des acides aminés aromatigues, avec
probablement wune conversion assez active de la phénvlalanine libre en
tyrosine. Mais aprés les premiéres mues larvaires ne se produit
apparemment pas la mise en place du systéme de synthése du glucoside de
tyrosine observé au dernier stade. Les premiéres observations sur la
tvrosine de 17hémolymphe de Lépidoptéres laissaient apparaftre un
accroissement sensible de son taux hémolymphatique au cours du stade
(DUCHATEAU-BOSSON et coll., 1942). Nos observations au cinquiéme stade
larvaire de §. littoralis s‘accordent bien avec ce schéma, qui laisse
penser a une accumulation plus ou meins passive de tyvrosine libre dans
ce dernier compartiment,.

Cependant, des travaux récents et plus précis combinent des
observations histologiques et biochimigues sur 1 hémolymphe et Te tissu
adipeux de 1 avant dernier stade Jlarvaire de Calpodec ethlius (Mc
DERMID et LOCKE, 1983)

Ces auvteurs mettent clairement én dvidence un svstéme
subceilulaire de stockage de 1a tyrosine au niveau du corps gras
tarvaire., En effet, paraliélement & 1 apparition de vacuoles aqueuses
et & 1’extension de leur volume, la proportion de tyrosine parmi les
acides aminéds libres du corpe gras augmente considérablement pour
atteindre prés de 43 ¥ des acides aminés décelables environ 20 heures
avant 1a mue. La forme analysée par ces auteurs est la tyrosine libre
mais ils n'excluent pas un artéfact de 1 extraction acide réalisée;
1"hypothése de 1 existence d‘un conjugué labile de 1a tvrosine est
avancée. En effet Ta concentration ecstimée de ta tvrosine dans ces
vacuoles atteint plus de 40 fois la saturation dans 17eau & pH neutre.
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Comme 1‘hrpothése d“une sursaturation ect Jjugée peu probable, malgré
les observations de cristallisaion de tyrosine lors de 17éclatement des
vacuoles, ces auteurs ont pensé A la présence de conjugués fragiles
iphosphate, sulfate, glucoside?.

Motons quand méme quiaucun de ces conjugués déjid connus
t0-conjugués) rn est suffisamment fragile pour expliquer ces résutats.
Par  ailleurs, 1la tyrosine a une solubilité nettement accrue & pH
faibles, et 1'hvpothése d’une ségrégation & forte concentration dans un
compartiment acidifié¢ n'est pas & exclure,

2.1 Les mues larvaires :

Le devenir des wvacuoles nprécédentes est suivi de la méme fagon
par les auteurs cités : T1a figure 5% résume les résultats obtenus sur
un  cycle intermue/mue. Dés la mise en place du processus de 1z mue, les
vacuoles du corps gras se déchargent de leur contenu (tyrosine, mais
aussi  trvptophane, leucine et phénylalanine) dans 1 hémolwvmphe qui
présente donc un pic de tyrosine pré-ecdysial. Aussitdt aprés, le
taux de tyrosine baisse trés fortement, par suite de son utilisation
dans les processus de sclérotisation puis de mélanisation de 1a
cuticule tarwvaire,

Pour ce qui est du détail de ces derniers, il semblerait que les
mues Tlarvaires impliquent chez les Lépidoptéres des composés tannants
iou des proportions de composés tannants, dérivés des catécholamines)
assez variés et en tout cas différents des espéces chimiques
rencontrees & la mue nymphale <HOPKINS et coll., 1984},

Des trois composés dopamine (DAY, N-B-alanyidopamine (NBEAD) et
M-acétyldopamine (NADA), c’est ce dernier qui est le plus représenté
dans 17hémolymphe au cours d’une mue larvaire (probablement sous forme
4-0H glucolysée et dans des proportions NADA/NBAD et NADA/DA d’environ
3/1 - Id.lbid.). La composition des nombreux types de cuticule larvaire
en ces différentes catécholamines est trés variable et pourrxit rendre
comte de leurs propriétés physiques variées. Enfin, et toujours chez M.
sexta, il semblerait que 1a dopamine soit un précurseur de la
mélanisation qui affecte 1la cuticule larvaire dans les heures suivant
i7ecdysis (AS0 et colly, 19847,

Avant passé en revue le devenir de la tvrcsine libre lors des mues
tarvaires, il nous faut dire quelques mots sur le compartiment
protéique, trés peu étudié & ces péricdes. GQuelques renceignements
concernant 17arvliphorine sont cependant disponibles (TELFER et coll.,
1783 et font état d'une intéressante baisse de son  taux
hémolymphatique au cours d’une mue larvaire <figure &0). Les taux
relativement faibles de cette protéine avant le dernier stade larwvaire
permettent de mettre en dvidence cette baisse que 1°on peut attribuer
soit & une hydrolvse, soit & une incorporation dans le tissu adipeux ou
la cuticule. Cette derniére hypothése serait & tester pour éprouver
17idée d'une wutilisation de 1 aryliphorine dans 17élaboration de la
cuticuie (larvaire en 1’occurence).
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3. LE DERNIER STADE LARVAIRE

3.1 Liaccumulation :

Comme pour les autres stades larvaires, mais & une échelle plus
importante, 1a période alimentaire correspond pour la tvrosine & un
anabolisme actif. MNous avons wu précédemment que la quantité de
t¥rosine ingérée ne pouvait suffire & alimenter simultanément les deuw
formes de stockage glucosidique et protéique. Une contribution d'une
part des réserves fassez faibles) accumulées aux précédents stadec
larvaires, et d7autre part du pool de phénylalanine ingérée paralt
donc indispensable, Le suivi dfinjections de phénvlialanine marquée
comme  de  17activitéd phénylalanine d-hydroxvlase au courz de cette
période devrait permettre de répondre assez facilement & cette
interrogation,

81 la eynthése de 17arylphorine scemble bien s'effectuer dans le
corps gras, celle du qlucoside de tyrosine n'est pour 1‘heure pas
localicée, Les principaux tissus "candidats" sont T"intestin, le tissu
adipeux mais aussi éventuellement les hémocrtes. Un des arguments pour
Ta localisation dans 17épithélium intestinal est qu’il reste une vaoie
de passage obligée pour les aminoacides en question, et gqu’un systéme
de transport pourrait bien &tre associé & une transférase membranaire
comme c'est le cas chez certains Diptéres {gamma glutamy]
transpeptidase dec muscidae ; BODNARYK et coll., 1974).Le taux de
transport apparemment élevé de 1a tyrosine & travers 17épithélium
intestinal pourrait suggérer 17existence d'un tel mécanisme.

Cependant, 1“occurence d’une synthése de Bglc TYR au stade nymphal
et la glucosylation d’autres composés que la tyrosine {(catéchaolamines)
seraient plutdt en faveur des hypotheéses de synthése par le corps
adipeux ou les hémocytes. Les deux directions de recherche restent donc
ouvertes et 1’existence de plusieurs mécanismes ou localisations n'est
pas non plus & exclure & priori.

Fendant toute cette péricde, 1 activité biosynthétique du carps
gras s’accompagne d’une intense exportation de molécules, faisant de
1"hémolymphe le compartiment presqu’ exclusif de stockage & la fois de
17aryliphorine et de la B glucesyl tyrosine.

2.2 LA PRENYMPHE :

A cette période, dont le métabolisme spécifique semble débuter dés
ta fin de 1‘alimentation, est associé non pas un catabolisme, qui
caractérise plutét l1a phase suivante, mais un remaniement "spatial®
de notable importance. En effet, I“aryliphorine hémolymphatique, tout
comme certaines autres protéines, est activement séquestrée par le
corps gras en pleine croissance de la prénymphe. Les mécanismes
cellulaires de cette <céquestration au sein de structurec spécialisées
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"multivesicular bodies") ont été décrite par LOCKE et COLLINS ¢1948)
de plus, la différenciation de res structures selon la nature de 1z
protéine renfermde <(granules protéiques denses non cristallins nour
1"arviphorine de B, mori : TOdO et coll., 1%980), ‘traduit une
compartimentation biochimique etroite nécessitant peut-étre des
structures de reconnaissance telles que des récepteurs membranaires,

Chez Ta oprénymphe les protéines ne sont pas seules & étre
"déplacées” et desz arguments indirects incitent A admettre un transfert
partiel du glucoside de tvrosine dans Je corps gras i en effet, la
quantité de Bglc TYR présente dane le compartiment hémolvmphatique
baisse de fagon notable avant le début du pic important d activité B
glucosidasique § de plus, i cette dernieére est bien compartimentée
dans le corps gras, celui-ci est donc un liey de passage obligé pour
1"utilisation du glucoside lors de 1a phase syivante du dévelappement,

3.3 LA MUE NYMPHALE

C7est en fait un des moments cruciaux affectant le métabolisme de
ta twvrosine chez les Lépidoptéres et Tes autres insectes holométaboles
i elle a de ce fait attiré les travaux de la plupart des équipes
travaillant sur le sujet. Nous essaverons de les rassembler au mieux,

Motons d“abord que le compartiment protéique n’'a pac recu & cette
période toute 1’attention qu’il méritait. Une des raisons en est que Je
stockage survenu dans la période précédente masque (dans les esprits
comme & un certain nombre de techniques) d’éventuels phénoménes fins et
quantitativement moins importants., Ce n‘est que récemment quiun
intérét semble renaitre a4 ce propos, plus particuliérement chez les
équipes travaillant sur Jes Diptéres et sur 1a calliphorine {LIPKE et
coll., SCHELLER et «coll.), Comme les idées sont plus & 17état de
questions que de faits établis chez les Lépidoptéres, nous n’en
citerons que gquelques-unes des plus significatives :

- quelle est la nature de certaineds? protéine(s) transportant des
agents tannants de 1‘hémolymphe dans 1la cuticule de la chrrvsalide
(KOEPPE et GILBERT, 1974),

- 1 arylphorine a-t-elle un réle de transport d’ecdystéroides
chez les Lépidoptéres, et quelles conséquences physiclogigues cela
peut-il impliquer lors de la mue nymphale 7

- chez les Diptéres, Ta cuticule nvmphale contient des polypeptides
trés riches en tyrosine ¢jusqu’a 35 ¥ pour 17un d'entre eux - LIPKE et
HENZEL, 1981). Sont-ils présents chez les Lépidoptéres 7 Si oui, quels
roles exacts ont-ils dans le processus de sclérotisation et quel lien
peuvent-ils avoir avec 1 aryiphorine circulante 7

- quel est le mécanisme réel des liaisons covalentes protéines /
agents tannants dans Ta cuticule nymphale des Lépidoptéeres ? {(réles
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figure é2: Bilan de la tyrocine au dernier stade larvaire de B tittaralis

Le trait gras situe la quantité globale de tvrosine présente & un moment
donné dans une larve feous toutes ses formes conjuguées?, L amplitude
verticale représente le flux total de tvrosine correspondant & une larve
ay) cours duy dernier stade,
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de 1a B alanine et des résidus porteurs de groupements aminés dans les
chaines polvpeptidigues),

Ces derniéres questions nous raménent au compartiment de faible
P.M. et au devenir de la tyrosine, dont le pool hémolymphatique est
trés probablement alimenté par la forte dégradation de son glucoside &
ce moment. Sous 1 influence de Facteurs endocrines encore trés peuy
étudiés, du tvpe PF.T.F. (Puparium Tanning Factor des Diptéres,
homologue probable du bursicon responsable des mémes phénoménes a4 la
mue imaginale - WHITEHEAD, 197Z), de la tyraosine serait intéqrée dans
les hémocytes pour v subir les oxvdations 17orientant vers la voie de
la sclérotisation,

Cette derniéree s ettectus lors de Ta mue nymphale par
Vintermédiaire d“un composé différent de celui prédominant lors des
mues larvaires (NADA) 3 en effet, 1la cuticuie dure et foncée des
chrysalides semble £ans équivogue associée & la présence dans
1"hémolymphe de 1a N-B alanyl-tyrosine (NEAD - HOPKINS et coll., 19841,
La différence de structure avec la cuticule larvaire pourrait
s'expliquer par ce fait, et serait donc dle au remplacement de
tfactivité N-acétvlasique {des oenocytes ? - MARANDA et HODGETTS, 19773
par une N-B-alanvlase.

Le schéma présenté en figure 61 tente de regrouper les différents
éléments que nous venons d’exposer, mais i1 est utile d’insister sur le
grand nombre d’incertitudes régnant sur 1a réalité des
compartimentations spatiales et temporelies et par conséquent sur les
déterminismes hormonaux qui les sous tendent.

3.4 BILAN DE LA TYROSINE AU COURS DU DERNIER STADE LARVAIRE

D’aprés 1les données gque nous avons recueillies au cours de cette
période, qui nous a plus particuliérement intéressé, nous pouvons
élaborer un schéma synthétique semi-quantitatif sur le bilan en
tvrosine . La +figure &2 montre le résultat qui résume bien les
différentes phases anaboliques et cataboliques observées, Signalons que
la taille des compartiments a été estimée assez grossiérement mais doit
néanmoins refléter 1a situation réelle. Un bilan complet aurait
necessité une étude poussée du catabolisme "complet" (COZ et formes
d7excrétion du cycle notées.wo{x.), de méme qu’une évaluation
précise des quantités de protéines non hémolymphatiques.

4, LA NYMPHE

4.1 LA "UIE" NYMPHALE
Mous nommons ainsi la période séparant la mue nymphale des premiers
evénements déclanchant 1a mue imaginale.En fait cette période voit
principalement la restructuration tissulaire conduisant progressivement
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& la formation de 1-“adulte. Du point de vue de la tyrosine, on observe
chez les Lépidoptéres une nouvelle accumulation de Bolc-TYR (IS0BE et
coll., 1981, dont 1 origine est ici nécessairement dans les réserves
aromatiques protéiques. En 17 absence d‘autres arguments, on ne peut
préciser si le principal donneur de tyrosine est la calliphorine {celle
du  corps gras ou la callyphorine "résiduelle® de 17hémolymphe) cu bien
e pool global de protéines de la chrysalide. Le lieu de synthése du
glucoside dans ce stade est & fortiori totalement inconnu,

4.2 LA MUE IMAGINALE
Cette période n'a pas été tréc étudiée chez lez Lépidoptéres, mais
les  éléments & notre disposition indigquent un déroulement assez
homologue & celui  de la mue nymphale., Guelques faits ¥ sont cependant
mieux précisés et quelque peu différents :

- d'une part, 1 initiation de certaineg phénoménes a &ité mise en
évidence & ce moment chez les Lépidoptéres, C’'est en particulier le cas
de la perméabilisation de la membrane des hémocytes & la ityrosine sous
17action de 1‘hormone protéique Bursicon (POST, 197Z). Par ailleurs,
des observations sur le contrdle neurosécrétaire de cette activité
ont €té réalisées chez Tes Lépidoptéres (voir 1a synthése de GIRARDIE,
12807 .

- d“autre part, la nature des catécholamines précentes dans
1"hémolymphe de 17adulte & la mue se rapproche plus de la composition
des cuticules larvaires que nymphale., On  observe meéme une
prédominance encore plus nette de 1a NADA, avec des taux extrémement
faibles de NBAD.

3. L“ADULTE

C7est 1a période du cyele qui a été la moins étudiée, Cette
situation est & opriori lpgique puisque Tes principaux métabolismes
trpiquement adultes, repreoduction ou wvol, ne sont pas directement
concernés par les transformations de la tyrosine, Cet état de fait est
corroboré  par  les résultats de LEVENBOOK et BAUER (1984) chez C.
yicina, qui indiguent que 1la calliphorine présente en guantité
appréciable & 1/émergence disparait presque totalement en moins de
quatre jours. La phénrylalanine et 1a tyrosine marquées de Ta protéine
injectée avant 1la pupaison <ctcalliphorine marquée & la 14-C PHE) se
retrouve chez 1“adulte majoritairement dans 17actine et Va mrosine des
muscles thoraciques, Cette derniére dtape de 1utilisation de
1“arylphorine ne parait donc pas liéde 3 un métabolisme spécifique
des acides aminéds aromatiques.
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Face & 1la diversité des problémes et des questions qui restent
posés, nous commes bien conscients que notre travail n’a pu apporter
que des réponses partielles, Mais, étant donné les motifs qui nous ont
amenés & travailier sur ce sujet, nous avons choisi de ne pas nous
cantonner & un ceul des volets abordés fpar exemple la forme Boglc TYR).

Ce choix nous a condamnés & ne pas pouvair approfondir certaines
voies intéressantes dans les délais imposés ; c’est notamment lg cas de
V'enzymologie de la synthése du qlucoside de tyrosine. La démarche
suivie a par contre conduit A& =se faire une idée assez précise des
diverses sclutions adoptées par les Lépidoptéres pour gérer leurs
besoins en tyrosine au cours de la métamorphose. 11 va cans dire que
cela n’aurait pas été le cas sans 1 aide d'une Tittérature relativement
fournie dans des domaines connexes au nidtre,

Avec un certain recul, il apparait par ailleurs que le choix de
certaines meéthodes aurait peut-&tre permis de répondre de fagon plus
précise ou compléte aux questions posées, Lfutilisation de
radiomarquage aurait par exempie amélioré la résolution et Ja
sensibilité permettant de détecter une synthése de Balc TYR. Par cette
technique, noue envisagions aussi d’analyser quantitativement le
devenir respectif du glucoside de tyrosine et de 1 arviphorine lors de
la mue nymphale. L obtention de ces deux formes marquées a été réalicée
mais 1‘expérience prévue n’a pas pu 8tre poursuivie faute de temps,
Mous avons signalé qu”il en allait de méme pour 1a purification des
arviphorines de différents Lépidoptéres. Nous pouvons néanmains résumer
nos travaux par les principaux résultats acquis :

a - la forme qlucosidigue de stockage et de mobilisation de la
tvrosine est hien caractéristique d’une part des Lépidoptéres, d autre
part de leur métamorphose. En effet, le profil ontogénique de cette
forme est différent de celui des molécules de stockage dec Diptéres j
nous sommes ici en présence d'un composé qui nfest ni “larvaire" {comme
peuvent 17#&tre les dipeptides des Diptéresy, ni "adulte", mais
canfonné & ta péricde de préparation et de déroulement de la
métamorphose. 11 <cerait intéressant dans cette optique de suivre la
présence de la Bglc TYR au cours du développement chez ls Diptere
Drosophila buskii of elle a été mise en évidence SCHEN et call., 19781,
Cela permettrait de voir i sa présence n’est pas anecdotique et si son
accumulation duentusile ezt de type "Diptére® ou hien de type
"Lépidoptére®.
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b - i1 existe chez les Lépidoptéres, mais semble-t-i] aussi plus
généralement chez lez insectes holométaboles, une clasce parmi les
protéines dites de stockage qui  jouerait un rdle de premier ordre
dane Ta gestion des acides aminés aromatiques au  cours dy
développement. Ces * arviphorines semblent pour 17instant Jjouer
principalement le r&le de complément, pour le "long terme", & la
tforme de mobilisation rapide décrite précedemment. Ce ridle niest
cependant aucunement restrictif, =t dautres fonctions plus ou moine
importantes csont actuellement ausci attribuédes & ce groupe de protéines
(SCHELLER, 1983,

Aprés Cce gue nous venone de dire, i1 est clair que les percpectives
de travail sur ce sujet sont 3 la mesure de ce gue nous avons laicsé
dans  17ombre ! Citons quand méme les principaux axes de recherche qui
nous paraissent prometteurs, d’une part dans une optique explaoratoire
“#) et de 1’autre d'un point de vue plus appliqué (%%,

- T identification de Tractivité Bglc~-TYR  synthétase, sa
Tocalisation tissulaire et ses propriétés  apporteront des £léments
serieux & la compréhension de la dvnamique +fine de Bglc-TYR et
permettront dfentreprendre 1‘étude des interactions moléculaires ot
cellulaires, notamment de tvpe hormonal, gqouvernant 1‘apparition de
cette forme nouvelle. Par ailleurs, 1 identification d’une nouvelle
glucosyl transférase pourrait intéresser les chercheurs travaillant sur
les glycosvlations de protéines {voir REYER et coll., 1981y,

$- 1a méme démarche, appliquée & la B alucosidase identifiée,
permettrait de préciser i cette dernikére activité est urigue et sa
localisation tissulaire constante. La récente mise en évidence de
glucosides de catéchols cuticulaires chez les Lépidoptéres (HOPKINS et
coll., 1984) pose 1Ta question de leur dégradation lors de leur
utilisation. Dans 1 éventualité de la découverte de B glucosidases
hémocytaires ou cuticulaires <(WHITEHEAD, 1971, de telles enzvmes
pourraient-elles jouer wun ré&le régulateur clé dans le processus de
sclérotisation et de mise en place des structures cuticulaires.

$~ les insectes transportent & travers leurs divers compartiments
des quantités considérables de tyrosine, L‘étude des syetémes de
transfert membranaires activés aux diverses étapes du développement
pourrait révéler des opropriétés intéressantes. Les mécanismes adoptés
dans les divers tissus (hémocytes, tissu adipeux, intestin, cuticule )
sont-ils analoques, et répondent-ile aux mémes stimuli endocriniens 7
Les réponses & «ces questions devraient intéresser tant le bBiochimiste
structural que le physiologiste.

#~ un autre aspect important, et non des maindres, est celui de la
biclogie moléculaire de la s¥nthése et de 17 incorporation de
{7arylphorine. Cette oprotéine, quantitativement importante, permet
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17étude des mécanismes de sa swvnthése sur le méme tissy qui ta
réincorporera par la suite sous 17 influence d'autres signaux hormonaux,
C'est dailleurs ce modéle f{calliphorine entre autres) qui a &%é choisi
par des équipes de recherches =allemandes et frangaises (SCHELLER et
coil. & WURZBURG; LEPESANT, SHENKEL et coll. & PARIS), pour éudier lea
mode d action des ecdvstéroides sur des cultures de corps adipeux,

%~ pour ce qui est de 1’ intérét appliqué, plusieurs aspects
peuvent &tre considérés ; 1 obiet initial de 1 étude a été satisfait
dés la synthése chimique du composé Balc TYR. Il a pu alors étire
incorporé AUX taux voulug dans Jes milieux de cultures pour
entomophages. §i les problémes n‘ont pas entiérement été résolus pour
autant, «cela = permic de s”affranchir {tout au moins quantitativemant)
du facteur réellement limitant que constituait 1“apport en tyrosine.

#%- dans ce méme cadre, i1 serait intéressant d'expiorer un
r&le dventuel de 1 aryipherine dans les relations hote-parasite. 5i
VVincorporation “commerciale" de cette protéine dane des milieux de
cultures n’est pas envisageable comme pourrait 1°8tre celle de Bolc
TYR, des expériences dans cette optique permettraient peut-étre
d'éclairer et de préciser Tee  réle toujours bénéfique de
1"incorporation d'hémolymphe d’insectes dans les milieux de cultures
pour entomophages. La problématique est ici la méme que celle
rencontrée pour les cultures cellulaires avec 1 adjonction de sérum de
veau foétal. Ce n’est pas tant le ré6le trophique que celui de facteur
de croissance qui doit étre apprécié ici.

$%~ entin, quelques autres aspects peuvent oprésenter des
perspectives appliquées & plus long terme. 11 s'agit d'une part des
processus de sclérotisation et de +ormation de 1a cuticule. Les
particularités des insectes dans ce domaine peuvent conduire & 1a mice
en évidence de toxicités spécifiques intéressantes, A ce propos,
signalone que 1’atiribution d’un certain mode d'action & une classe
d'insecticides perturbant la mise en place de 1a cuticule a peut~étre
¢té un peu hative. En effet, des récents travaux (MAUCHAMP et coll.,
1984) cemblent montrer 17existence de chitine 4 des taux quUasi-normaux
dans des cuticules d animaux traités par du diflubenzuran, r, les
benzovl-urées avaient jusqu’alors é%té considérées comme agissant sur la
synthése de chitine, La remise en cause de cette donnée, de concert
avec la structure chimique de ces insecticides, pourrait orienter les
recherches sur des perturbations des voies de la sclérotisatian.

%%~ pour terminer, on peut théoriquement penser gquiune action au
niveau de la B glucosidase pourrait perturber le déroulement normal de
la mue des Lépidoptéres (et d‘eux seuls), Des essais de toxicite
d’inhibiteurs de B glucosidases sont peut-ftre & gnvicsager?
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Cee derniéres remarques un peu candides ont néanmoins 1a yatonté de
mettre 1‘accent sur une démarche somme toute assez rédcente dans Jes
relations entre Ta phrsiologie de T"insecte at 1"approche
phrtosanitaire, Jusque 1%, les phreiclogistes se "bornajent” & élucider
les mécanismes d acticn d’insecticides découverts par les chimistes, et
éventuellement dans les meilleyrs des cas & orienter les améliorations
possibles, Les progréc de la biochimie et de 1a phrsiciogie
pourront-ils  renverser ce chéma 7 Iciy comme ailleurs, seuis Jes succés
obtenus f{par exemple avec les analogues ou antaqQonistes d°hormones des
incectes) permettrent de s en assuyrer véritablement,
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Biosynthése

ANNEXE n°1

des acides aminés aromatiques chez

les microorganismes (LEHNINGER, 1981)
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ANNEXE n°?2

Références pour le chapitre a4 2
Espéces étudides
Auteurs des travayx
Commentaire succint sur les composés identifiés

ty ! Espéce étudiée référence Commentaire
i
R
I'Schistocerca gregaria WEIS-FOGH, 1961 a et b résiline/ réseau par résidus TYR
2!5chistocerca gregaria ANDERSEN et WEIS-FOGH, 1944 di et tri-tyrosine / résiline
3'Calliphora érythrocéphala MUNN et toll., 1949 calliphorine
4iManduca sexta KRAMER SJ et coll., 1980 manducine
J'Manduca sexta MAXWELL et coll., 1978 amines biogdnes dans le S.N,C.
4! ALEXANDER et BARTON, 1943 p benzoquinone
7! ROTH et STAY, 1958 p benzoquinone
8'Brachinus SHILDKNECHT, 1957 quinones de défense
9!Sarcophaga bullata LEVENBOOK et colt., 1949 beta alany! TYR
10fMusca domestica BODMARYK, 1972 b gamma glutamy] PHE
! BRUNET et COLES, 1974 glucosides de composés phénol iques
12!5arcophaga bullata SEKERIS, 1944 Bglc NADA / cuticules de diptéres
13!'Drosophila buskii CHEN et coll,, 1978 Bglc TYR / hémolymphe de diptére
14'Manduca sexta * KRAMER KJ et coll., 1980 Bglc TYR / hémolymphe de 1épido,
15'Periplaneta americana BRUNET et KENT, 1955 . Qlucoside d‘acide catécholique
16!Blaberus discoidalis PAU et ACHESON alucoside d*alcool catécholique
17! Tenodera aridifolia KAWASAKT et YAGD, 1983 glucosides d*N acyl dopanines
18!Mantis religiosa YAGO et coll., 1983 dans les glandes collétérales
19 Hierodula patellifera YAGD et KAWASAKI, 1984 de divers Mantides
20'Manduca sexta HOPKINS et coll,, 1982 glucoside d’N B alayl DA / lépido,
21'Drosophila melanogaster  LUNAN et MITCHELL, 1949 TYR-O-phosph./hémoiymphe de diptere
22'Periplaneta americana BODNARYK et coll,, 1974 Ph. et sulfates de dopamine / *
23'Periplaneta americana BRUNET et KARLSON, 1979
24!Pieris brassicae ANDERSEN, 1979 tétocatéchols de Ta cuticyle

25'Mammestra confiqurata WEATHERSON et PERCY, 1974 phéromone dérivée de PHE
28'0rozophila melanogaster  UOLKNANDT et HARDELAND, 1978 rythmicité de 1a synthése de DA
27'Drosophila melanogaster  MARANDA et HODGETTS, 1977 Tocalisation de la synthése de Da

28'Calliphora érythrocéphala SCHLORER et colt,, 1970 Phénylalanine-d-hydroxy!ase
29!Spodoptera Tittoralis ISHAAYA, 1972 O-diphenoloxydase / cuticule
30'Locusta migratoria ANDERSEN, 1974 b taccase cuticulaire

31!Calpodes ethlius LOCKE, 1949 peroxydase cuticulaire / histologie




ANNEXE n°3

S¥nthese des mélanines Soufrées chez les yertéprés

(d’aprés PROTE et THOMS’DN, 1974)
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Fonctions et localisatio

ANNEXE

n4

e systeme herveux des insectes

Systéme

Périphérique
"effets
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"effets
épithéljaux®

Central

td apreés EVANS, 1%80)

action sur

muscles
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muscles
viscéraux

stimulation du

métabolisme deg

glucides dans:
muscles squel,
corps gras
chaine nerveuse

glandes salivaires

organes lumineuyx

épiderme
(plasticisation
de 1a cuticule)
épiderme
(antenne
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cerveau et chajne
nerveuse ventrale

n des amines biogénes dans

fonction
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ANNEXE n°h

W "

Structure chimique des aglvcones des glucosides phénoliques

du tableau 1, (glucosides‘bhénoliqueg des insectes)
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ANNEXE n°6

Voie de dégradation de la tyrosine chez les mammiféres (LEHNINGER ; 1981)
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ANNEXE n°® 7

Texte et illustrations d'un article soumis en septembre 1984 3
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Utilisation d'un nouveay gel  dans  dee milieusy conditionnés, pour
a7 un lépidoptere phytmphag@, Spodopters littoralis (Boisd,)

l”élevag@
RAHEE, Y.;BRDCHDN, Mod. (8) NARDON, F,

Labioratoire de biclogie 4046, INGB, 20 av.ALEINSTEIN 694621 VILLEUREANNE
Cedes
(8) KORAND S.A., LA BALME~LESMGROTTES IBIF0 MONTALIEY VERCIEY

mots clés: tonsommation, croissance, développement, gélifiant, miliey
d‘élevage, chtuidae, Spodaoptera Littoralisg,

RESUME La nutrition, 1g Croissance, le devel oppemsnt et la mortalite
de Spodoptera Littoralis ont eté dvaluss SUr différents mil e artificiels,
Frap FRpport  au  miliey temoin  de FOITOUT et cm]l.(l??ﬂ), nos miliegs
présentent das caractéristiques importantes s d'une part le remplacement de
1" agar Par  dews  nouveaus gelifiants moins Couteur, et dautre part CEUN -]
permettent Je conditionnement A sec  des Composants  soug forme de doses
Ensachées prateg g 1" emploi (stockées & 4°C). Au moment de l’utilisation, il
suffit de m&langer g dose choisie 4 de 17eay tdigtilléa stérile chauffée
entre &0 et 70er,

Nous ave VEFIF & que  les deyy gélifiants e présentent aucun
inconvénient bBar  rapport 4 1" agar Utilieg jusgu’alors, L’autoclavage du
tonditionnement SEC ne stavére pas indispensable, ni la Pasteuwrisation des
eléments les Mmairg stables, Lutilisation du  cristsl violet compe
antiseptique a etéd testés,

Ces  nouveaus milieuy conditionnés en doses prates a 1I’emploi permettent
bne  trés grande facilité de stockage et de tonservation, une grande souplesse
d"utilisation, et un précieys gain de temps pour leur réalisation, Lg survie,
le dével oppemsnt et la Croissance de Spodoptera littoralis sy Ces milieuy
(M1 et M2p) sont plutot nellleurs qUe sur ceux & hase d”agar,
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INTRODUCTION

De  nombrews: inseates, et notamment des Lépidoptéres, pPeuvent s él aye- en
laboratoire gy des  milieuy nutritifg artificiels gelosés.  poyr- les
Lépidopteres phytophagas, ces milieux, bien que parfaitement maitrisés, sont
cependant  sources de nombreuses contraintes tapt U niveau de 14 fabrication
{(problémes d’homagénéité, mobilisation des Personnels . .) que de 14
tonservation, swrtout si ey utilisation n‘est pas necessairement regulidre,
De  nambreus laboratoires Powraient donc etre interésses (SINGH, 1983) par
desg milieus polyvalents et souples d'emploi, stériles, stables gt de
composition Constante, .

Nous preésenterons i des 2ssaig d’élevage d une hoctuel le polyphage,
Spodoptera littoralis, U des milieyw Conditannss (doses ensachées preétes &
emploi) incorporant Un o gélifiant nouveau déjd utilise en bactériologie. Le
milieu témoin d’élevage, & partir duquel est tirée 14 Composition de hase des
diverees formules testées, agt celul  de FOITOUT et coll.(1972); il a éte
chaisi  peour 24 composition asser simple, at avant permis l’élevage de
nombr eix phytmphages (FOITOUT et BUES; 1974) . Deus points devaient notammeant
Btre vérifisg :

“les  nouveauy gélifiante ¢4 BN existe deys varriantes) pPrésentent-ilg des
Inconvéniente Par rapport & 1"agarn?

-le conditonnement &N doses stériles et prétes 4 1"emploj est~il possible,
Connfme & bactériologie 7 '

Les  critéres biologiques retenus  pour 1a Comparaison deg milieux spont
relatifs g développement s & la mortalité, & 14 Croissance et 3 la
nutrition,

MATERIEL ET METHODE S

Fabrication 4y gel« La substance gélifiante est constitude de chaines
relativement Courtes de Polvgal actanes non ramifids oy alternent des formes D
et L de galactose. Ces chaines réunissent des grains o’ oxydes d’alumine, de
titane ou de silice. Dayy varigtés ont éte utilisées dans ce travail: le
KORANQ 411, & sey de leygalactane, 17%2 d°A1 0 et 17% de Tio « donnant un
gel  opague blanc a couwrtes chaipesg + 8t le KORANO 400, purifie des composants
i sl (moins de 1% d'Al 0 et de Tip Yy qui permet d'obtenir un gel
beaucoup plus transparent et & chaines plus longues. A 1'état sec, le
gélifiant o présente  soye forme de -fines paillettes d'yne epaisseur de
ordre de 10 L.

Divers conditionnemente: Four  tester d’une part I'utilisation des
nouveaus  gélifiantg et de 17aytre effet de différents conditionnements,
sept miliews: pnt et confectionnds,

“milieu  témoin: C'est 1e milieuy "type" de FOITOUT et coll.(1972), Bans
incerporation d’antibiotiques

{eau 170q) semoule de mais 28,09
agar 3, 0g germe de ble 7,0q
ac.benzoigue 0, 3g levure de hisre 7,5g
nipagine 0,25g ac.ascorbique 1,09
formc] O, Zml

—miliew Mg L'agar ast remplacé par Je gelifiant KORAND 400 (1.2% en
poids, =oit 2,699 pouwr 1a dose)
“miliews M2r e gel utilisé est ici le KORAND 411 (gel blanc & 1.8% , soit




age {jours)

Courbes de développement comparé de S.littoralis sur différents
mitieux (voir texte).

En ordonnées:

En abscisses 1'age en jours a partir de 1'éclosion
distribution des différents stades dans la population
au jour donné, en pourcentages des vivants,

En trait plein: représentation pour chaque milieu

En pointillés: milieu témoin (avec agar)




page 3 d'annexe 7

4.06g pour la dose).Cing conditionnements différents ont eté réalisés pour
tester la stérilisation, la cuisson de la semoule et 1estraction des
nutriments solubles de la levure et du germe de blé,

~M2a: miliew type avec le gel 411, mais entidrement autoclavé avant le
conditionnement en sachets (110°Cs Z0mn)

~MEb milieu tvpe non autoclavé (thomologue du témoin et de M1).

~M2c: la Fraction résistante du milieu {gel, semoule, rnipagine,

ac.benzoigue) est autcclavée et 17 ensenble des ingredients est, aprés séchage

sous vide & Z0°C, pasteurisé par 1Rk & 60°C, 24h de repos, puis 1h & &0°C.
-M2d: miliew analogque & M2b avec adjonction d un autre anti-microbien s

le cristal violet, qui  inhibe la croissance des bactéries gram+ (notamment

les bacillus), Il est dosé & lmg par kg de miliew.

~M2e: le gerine de blé et la levure posant des problémes . de
stérilisation (filtrations) &t d"homogénédisation des poudres, un  essai
dlextraction aqueuse  de lews substances nutritives a été tenté. Une

suspension de 7g de germe de blé et de 7.3 de levuwre de biére dans S0 ml

2au distillée subit  deusr ovecles de congelation/décongél ation. Aprés

tration sur papier, le suwrnageant est séché sous vide & 50°C et rajouté au
reste du milieu.

Obtention des milieux finis: Les poudres obtenues sont conservées a 4°0
sous  sachets plastiques scellés; lors de P'utilisation, elles sont versées et
neélangees dans la gquantite adequate d'eau distillée & 60-70°C. On évite ainsi
I'étape d é¢bullition de 17agar et les risques de détérioration des

constituants nutritifs & leuwr adjonction . Le gel homogéne est coulé dans des
boites plastiques et peut &tre stocke plus d'un mois & 4°C.

Elevage et mesure des paramétres biologiques: Les animauwy proviennent
diune  souche fownie par  17INRA d°AVIGNON. Les mesures de croissance et de
développement  ont  &té conduites swe 100 larves par milieu testé. Les milieux
ont  &teé  déposdés  en  épaisses handes dans des boites plastiques aérées de
LIS¥180455  mm, placées en  étuves & 25°C, 70-80% d humidité relative et en
photapériode 12/12. Les larves néonates ont éteé deposées sur les sept milieux
et sulvies tous les jours jusqu’a 1 émergence des adultes

Un  autre groupe de larves a été éleve dans les memes conditions sur milieu
témuin  powr &s mesures nutritionslles en début de derrier stade larvaire. A
la dermiére mue larvaire les larves sont isolées et placées, six heures aprés
{dornc prétes & 1Talimentation et tubes digestifs vides), en logettes
individuelles en présence o une quantité déterminée de milieu (environ 3g).
Dis individus par milieu sont uwtilisés sur une période d'alimentation de 48h;
les féces sont récoltdes une fFeure aprés la fin de 1’alimentation pour un
vidage partiel du tuhe digestif {(les poids de larves apres expérience sont
donc  de ce fait inévitablement surestimés legerement, mais les valeurs pour
les comparaisons entre milieux restent valables ’. Les poids secs de milieux
et de fécds sont déterminés aprés congelation et lyophilisation, et pouwr les

C

larves par séchage en étuve & 130°C pendant dew: heures (poids constant).les
indices utilisés sont ceux de WALDBAUER (1968):
consoammation  brute: Foids frais de milieu consommé par jour, correction
faite de la perte de poids intrinséque du milieu frais (WALDEALER, 1948).
indice de consommation: Consommation brute divisée par le poids moyen de

I"animal  au cours de la période considérée. Cette derniére étant courte, ce
poids a été pris comme movenne des poids avant et aprés 1"expérience.

indice de croissance: GQuotient du gain de poids frais au poids moven de
I"animal  au cours de 1eupérience. Cet indice est légerement surestimé en
Falson d'un  religuat de bol alimentaire dans le tube digestif aprés
eipdrience, lequel ne peut &tre éliming sans jeune excessif,




Tableau 1

Témoin Ml M2a M2b M2e M2d M2e
J6 90 77 82 82 78 75 80
J12 78 72 77 70 68 67 70
J18 65 65 68 62 65 65 53
J24 65 63 67 58 58 62 28
J32 63 63 67 58 58 60 0

Pourcentages de survie au cours de l'expérience, pour les différents milieux.
éme . - - .
Jn : n jour aprés 1'éclosion

Tableau 2

S ————————

Témoin Ml M2a M2b M2e M2d M2e
X ts/Vn] % ts/vn] X% ts/yn} % ts/va] X ts/yn] % ts/vi] % ts/vm

PF L3 §3.0} 05 (3.2 07 3.8 06 2.5 05 1.9] 03 2.2 04 1.9] 02
PF L6 | 200 31 248 25 2531 54 228 | 21 2391 43 246 49 -
PF N 261 13 J287 | 23 2421 19 2791 19 250} 25 258 1 24 -

Comparaison de poids des larves &levées sur les sept milieux utilisés. |

. . - . . . . ém ém |
poids frais (en mg)ad trois ages physiologiques (début des 3% ot 6°™° stades larva
et jeunes nymphes). Les moyennes (X) sont accompagnées de 1'intervalle de confiance

au seuil de 5% .




aire!

page 4 d"annexe 7

digestibilite apparenta: "approximate digestibility" de WALDERAUER {({poids
SEC Ingéréd -poids  sec  deg fects) /poids sec ingéré). Elle ne tient donc pPas
conpte  des déchets m&tabaol iques avacués, principalement ici de 1"acide
wrique, Les  valewrs rapportées powr  les Lépidoptéres phytophages sont
cependant négligeables: moins de 1% du poide sec de féces pour B.mori
(HIRATSUEA, 19205,
. Efficacité de conversion de 1ingéreé: E.C.I. ohtenu comme’ powrcentage du
gein de poids sec Fapporté ad poids sec de nourriture ingérde.

RESULTATS et DISCLSSION

Martalité et dével oppemernt . .

I"étude de la mortalité  ag cows du temps (tableau 1) montre que seul le
milieuw M2e re permet pas  d'obtenir o adultes. L’essai d’extraction des
rutriments  solubles de la levura et du germe de blé n'est donc pas concluant:
cette techrnique ne peut  donc  pas etre utilisde pour fabriquer des poudres
nutritives e (abtenues par  nébulisation diune wsolutian nutritive
compléte), Far contre, tous  les  autres milieus fournissent un  taux
grossiérement  analogue  d° adul tes viables. Notons gque des pontes fertiles ont
éte  obtenues suwr  tous ces milieus, mais que 1°&tude quantitative de la
fécondité et de la Fertilite n'a pas été entreprise ici. Le milieu témoin
fagar) présente une plus  faible martalité des jeunes larves que ceuw

utilisant las nodvesus  gels.  Cela est  probablement du a de légéres
différences de testure fine des  milieux, pénalisant plus o moins les
individus les plus faibles en debut de vie larvaire.

La comparaison des dvnamiques de développement montre en  outre un
allongement  margué des premiers stades larvaires sur le miliew M2d. Cela peut
résulter soit diun  effet antinutritionnel du cristal violet, soit dune
inappétance due & son incorporation. 11 n'est cependant pas toxique car la
mortalité  swr M2d  est  normale et, de plus, le retard de développement est
rattrape & 1 émergence des adul tes. Par aillews, le poids des chrysalides
jeunes est pratiguement partout identique & celui des témoins (tableau 2),

Croissance .

La croissance larvaire et nymphale est mise en évidence par les relevés de
poids {sur 10 & 20 individus) & trois ages physiologiques précis permettant
des  comparaisons indépendamment des vitesses de développement (tableau 2).
Les  analvses de variance 4 un o critére powr les trois variables observées
montrent  des  différences significatives & 0,5%. pour le poids frais en début
de troisiéme stade larvaire, mais seulement & 5% pour les poids frais en
début  de stade & ef de stade nymphal. En plus des deur milieus signalés
precédemment  pouwr  lews moins bonnes performances (M2d et MZe), on note ici
les  faibles poids  des jeunes larves L3 élevées sur miliey pasteurisé (M2c).
Hien que la pasteuwication puisse affecter négativement les qualités
nutritionnelles du milieu (OHLSSON,  1977), il serait etonnant gue la
différence puisse etre aussi prononcee; par ailleurs les larves de stade & et
les chrysalides retrouvent wn poids normal sur ce meme miliew. Ce phénoméne
oL Al peat-etre  s"expliquer par un changement des propriétés de rétention
de  1'eau (OHLSSON, 1977) du milieu pasteurisé, entraipant une texture
défavorable & 17alimertation de la jeune larve, ou bien une trop forte
hunmidité de swface.

la croissance de S.littoralis s tous les milieus testés (sauf Mie) semble
danc s effectuer normal ement.

Faramétres nutritionnel s:
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Tableau 3
~ableau 3
Témoin MI M2a M2b . M2c M2d M2e
X s/yal ¥ s/vna| x s/val % s/vo) ¥ s/val % s/val ¥ s//n
- Consommation 0.85].13f0.74].06]0.92] .09]0.88] . 0910 75 11f0.65;.09]0.82].07
brute(g/j) ! ' |
- Indice de  [1.69 .20 1.661.09 1.881.07]1.93].09]1.83]. 12 1.59’.12 1.95/.14
consommation ‘ ‘
- Indice de  [0.42].10 0.54’.05 0.54,.0600.56/.02[0.41].10 0.51[.02 0.49/.05
croissance j ]
‘Digestibilite 27 | 2 | 31 I S22 31 2.5] 22 [ 5] 26 L2 [ )1.5
apparente ; L ? i
. E.C.I. 17 3.5] 24 1 S22 tatue [3 s | 1| [1

Quelques paramétres nutriticnnels relatifs 3 1'élevage de S.

littoralis,

en début de dernier stade larvaire, sur les sept milieux testés.(voir texte)

Analyse discriminante (voir HR.5.2.) des sept populations (milieux) s les
cing wvariables présentées ci-dessus au  tableau Les cercles représentent
intervalle de confiance de la moyenne au seuil de S5%. Le medaillon visualise

les corrélations totales des deusx premiers axes avec les cing variables.

e
e

STRCLE DES comegaripug
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Afin de mieus cerner  1'origine des variations obeervées, certains
paramétres nputritionnels ont  été  mesuréds oy des lots de diw larves en
alimentation suw les sept milieur au début du derrier stade larvaire (tableau
). Les analyses de variances des variables de consommation et de 1°indice de
Crolssance nindiguent  aucune différence sigrificative (ay seuil de S%)y i1
faut nao importance de certaines variabilités & 'intérieur des groupes,
mals  ces  valeurs montrent que tous leg milieus testés {v compris M2e) sont
aptes &  assurer i trolssance de larves agées. On constate cependant que le
milieu M2d, contenant  du  cristal violet, est nettement moins consommé que

tous las autres, indiguant  donc  un etfet antiphagostimulant de cet
antimicrobien sue B.littaralis,

Far ailleuwrs, la digestibilite apparente et 17E.C.I. font apparaitre deg
entre les milieux., La déficierce nutritinnelle de MPe et bien
viderce, mais aussi un certain effet negatif de 1a pasteurisatium,
alors  gue les milieus non - autoclaves (M1 et M2h) preésentent la meilleure
digestibilite apparente. 11  faut cependant remarquer que ces valeurs sont
touwjours  inférisures & celles de 1la digestibiliteé apparente d’aliments
naturels, par ailleurs tres variables et allant de 35% pour des feuilles de
jute & prés de 70% powr celles du chou (chez B.littoralis; DUADU et HINEY,

781).

H
O

Er conclusion, on peut  atfirmer que la technique de conditionnement
utilisde pouwr les milieusx M1, M2a ou M3hb est tout & fait apte & fournir un
prodult satisfaisant &t souple d utilisation. La pasteurisation et
I"adjonction de cristal violet ne sont pas sans inconvénients, et
extraction des nutriments du Jerme de blé et de 1a levure est treas
insuffisante. Le temps d’autoclavage peut  éventuel lement etre réduit pour
mieuws  préssrver  les constituants fragiles tels que la vitamine C (NAVON,
1978).

La multitude de méthodes de préparation et de savoir faire dans
I"élaboration de milieux d'elevage (GUENNELON, 1568) pourrait avantageusement
etre réduite, dans tous les cas ou cels s’ avére possible, & un minimum de
manipulations, Far aillewrs, 1la composition des milieux peut parfaitement
etre modifide en gardant la technique de conditiannement, afin de s’ adapter &
des bhesoing nutritionnels plus particuliers, Seule la forme physique du
milieu, de type gelosé, peut etre un ohstacle & I"alimentation de certaines

EEpECes,

Remarques

a ci-contre  montre  la représentation graphiguse d une anal vee
ant servi &4 la construction du tableaw 3. L

nante  sur les donndes &y

s avérent  daonc icd significativemnent différents au seuil de 5% {(test
et le premier ave (le plus discriminant) semble rendre compte des
de digestibilité.On  wvoit que  les milieus v sont ¢lascds comme

Loy Ty MEa, ML > M2c » mRd e Mo

= scond  ane : plutot corréle  au Paramétres de croissance et
différencie le milieu ABAR  des miliewr sur gels  FORANO . 11 pourrait

representer 1Minfluence de facteuwrs phvsigues du milieu.
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ANNEXE n°9
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AS AMST 25 40E 47 8 40 Ta0 " 24 ‘5 30 ,
o ™ 4 , 164 min
INJECTION Debit = A9 mi/pappa-
ANALYSEUR D'ACIDES AMINES: CYCLE COMFLET DYELUTION
(GUILLAUD et BONNOT »1984; données non publides)
composition des tampons utilisés fquantités pour 11
(les produits concentrés duy systéme IV sont disponibles chez ROCHE

TAMPON A

TAMPON B:

TaMPON C:

TAMPON D1

TAMFON E:;

2.80 g
14.7 g
70 ml
3 ml
2 ml
3.45 g
14.7 g
80 mi
3 ml
2 ml
100 ml
coml
ml
mi
ml
ml
mi
ml

[
n]

[
o
LR e B 50 B el RN

KONTRON)

LiOH

acide citrique

methyl cellosolve

phenotl

Brij-3% ¢MERCK>

LiOH

acide citrique

methvl cellgsolve

phenol

Brij-35

concentré B du systéme IV
LiOH 2N

Brij-35

concentré D du systéme IV
Brij-35

concentré E du svetéme [V
LiOH 2N

Brij-35

LiOH 0.4N {(régénération)

ajuster A& pH 2.70

ajuster & pH 3.10

et
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de:
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ANNEXE n°11

Methode de G.L. PETERSON (Anal. B8iochem. §§J 346-35¢6. 1977)

R Tt , 3 . : . > 2 e ’ . ’
PrlﬂClEe ¢ - precipitation quantitative desg pProteines pour eliminer
. les substances interférentes si elles existent.

~- solubilisation du précipité et dosage des protéines
par réaction de FOLIN., '

Produits : - sTock 1) CTC ¢ Copper Tartrate Carbonate) : une
solution a 20% de Na. co est ajoutée lentement & une
solution de Sulfate-TartPate de Cuivre. Concentrations
finales :

- 0,1% Cu se (SHQO)
- 0,2% tartr3te d& Na, K
- 10% Na2 CO3

2) SDS 10%

3} Na OH 0,8 N

4) FOLIN (Ciocalten Phenol - MERCK)

= Travail :1) 0, 15% DoOC (Deoxycholate de Sodium)
2) 72%, TCA (acide trichloracétique)
3) BSA 1 mg/ml (pour la gamme)
4) réactif A : CTC, NaOH, SDS et eau en parts
égales.
5) réactif B : FOLIN, eau - 1/5

Dosage : - précipitation : échanttllon = 5 3 100 pg de protéines
dans 1 ml.
- ajouter 0,1 ml DpOC - Agiter - Laisser reposer 10 min.
- ajouter 0,1 ml TCA - Mélanger - Centrifuger 15 min.
a 3000 g.
- retirer le surnageant.

—~ dissolution
= amener & 1 ml avec de l'eau distillée
| - ajouter 1 ml de A. Agiter. Laisser reposer 10 min.
(dissolution)
- ajouter 0,5 ml de B. Aglter aussitdt.

' - lecture : Aprés 30 min., lire & 750 nm dans les 2 heures
qui suivent (Etalonnage non parfaitement lindaire

] Remarque : Pour un micro essai, tous les volumes sont divisés par 5.
[ !




ANNEXE n°12

M&thode de SRADFORD  (Anaq. Slochem. 72, 248 254, 1976)

Do —— . 7 s . . . s
Prlnc1ge ¢ Coloration des Proteineg Par liaison Quantitative
; avec du Bley de Coomasie.

Produits : Une solution - réactif . Coomasie g 250 100 mg
Zthanol & 953 _ 50 m]
A3 PO, (85% wy,L 100 m1

AU distillége dsp 1000 m3

i

Dosage : échantillon

On ajoute 5 ml de solution-réactif. On agite. On laisse
Feposer 5 min, On lit dans les 20 min, a 595 nn.

Pour les deux méthodes,-l'étalon Utilisé est 14 Serum Albumine

Bovine (Gamme de g a 100 P9 de protéine).

iC & 100 Mg de Protéines dansg 100 Hl de tampaong.




| ANNEXE n°13

ELECTRUPHDRESES EM GELs DﬁﬂﬂRYLQHIDE EM FRESENCE DE 5.0.5,
GELS en GRADIENTS LSDE P.A.G.5 '
et GELS & CUNCENTRATIQNS COMSTANTES {5D§ P.AG.E,:

COMPOSITI ON DES GELg g7 FROTOCOLE sSUIYI td aprag LAEMMLT

Reactifs;
solution g, acrylamide 00,8 C30g d“acrw)amide
B.8g de bfsacry]amide qsp 1713
solution g, TRIS 1.5M, pH 8.8
selution . 2008 g 10¥% dape de [ eay
solution p: TRIS 0.5M, PH 5.8
Tampon d”é]ectroghurése:
TRIS 15.15 g
Blvcine s o) 9sp 31, pH g 3
sSps 3 Q
échanti??on:
23 3 15p fa de Protéineg Par puits, dans yn tampon Contenant 4y

sbs Y243, dy glvcergl C20% en valume), ot éuentue]lement du heta

Mmercaptao ethanoli(U.IMJ.
COMposition des gejg:

Qradient alignement Concentratigp Constante
5% 15% 5% 1062

j selution g 2.52 mi 8,03 m 2.00 m 10,56 m

! s0lution g 3.78 mi 4.01 m) 7.19 mi

| selution p 3.00 m

§ solution ¢ 151.8 Ul 140.4 ut 120,4 il 290.4 El

/ eauy 8.32 ml 3,75 m] 6.75 m] 12,47 m1

5 Persulfate
d’NH4+ gy 31.8 BT 50,2 Pl 41,2 Hl 79.0 yl
— ..____«__““mm“m_-_~____~____________~______________
TEMED 5.2 pl 3.0 pi 4.2 ul 2.9 ui

migration;
pendant environ {4 heures 3 voltage Constant de 11y




ISUELECTROFOCALISQTIDNS ANALYTIQUES
td aprés 0'FARRELL - J.Biol.Chem, 230, 4007-4021

Fréparation dy gel & 43, Uréde 3,30 g
Acrylamide(ZB/I.éb 1.33 m
Amphal ines 0.5 ml
HZ0 asp  iQ mi

dégazer 30
ajouter TEMED 7 pl
Persulfate 103 i i

cauler les gelsg immédiatement CIml par tuhe de 130 x 2.5 mmo
Préparation des échantillong:

ils sont chargés 3 Faison de S50 i 100 pgstuhe dans de ] yrée &M
Tampons d'électrofoca lTisation:

Ancde (+): H3IPO4 iN
Cathodec-~y: NaOH N

Déroulement de l”é]ectrophorése:

Pré-focalication des ampholines: I3 min & 200y

30 min &  3pqy

30 min & 4goy
cthargement et focalisation: 10 & 15 heyres 4 S0o0y

1 heure 3 &S00y

| Traitement desg gels:

fixation 5 3 7 heures dans du TCA 10¥%
Coloration dans une solution au hley de Coomassije ‘mélange de DIEZELS,




ANNEXE n°15

Quantité de substrat hydrolisé

Activité ch iffrée

Control — Témoin

2 - naphtyl - phosphate

2 . naphtyl - butyrate

2 . naphty! . caprylate

2 - naphtyl - myristate

L - leucyl - 2. naphtylamide

L - valyl . 2. naphtylamide

L - cystyl - 2 . naphtylamide

N-benzoyI-D L-arginine-2-naphtylamide

N-glutaryl-phénylalanine-2-naphtylamide

2 - naphty! - phosphate

Naphtol-AS-B| -phasphodiamide

6-Br—2-naphtyI-aD-galactopyranoside

2-naphtyl-BDgalactopyra noside

Naphtol-AS-B| -BD-glucuronate

2~naphtyI-aD-glucopyranoside

,ﬁ8r-2-naphtyl-ﬁD-glucopyranoside '

1 -naphtyl-Nﬁacéty!-ﬁD-glucosaminide
6—Br-2-naphty|-aD-mannopyranoside

2~naphtyt-aL-fucopyra noside

sjowouey g
sejowoureu gp

sejowouru g
sejowouey gz
sejowoueu gg

Ssjowoupru ¢

o

[en]

0000000

91

61 81

0z

Blaac

Violat

"
Marreqn

Violet

"

JHNLO37 3@ 3773H03 - 37v0S 9Niav3y

Id

N A Z




ANNEXE n° 46

MODE L EXTRACTION DES HORMOMES JUVENILES ET DES ECDYSTERGIDES

328y me thana)
¥ . 22501 Hzo

hémolvmphe
SCnication Iie

agitation vortey Imin
repos Smp
a

Qitation vortey Smin |
< CEntrifygation amn - Iml méthangl |

T — 3w

Cuiat surnageant tIml hexane
LN RCSTTR! methang)
+ 75p1 Hzo vortex imn

3007 hevane centrifugation

8mn 2500+

- RQIT3tion queiques E
sONication 20 ¢
Qrtation imp phase inférieure
Tepos Smp SOUPI hexane
aQitation Imp

vortex imn
centrifugation

CENTritugation dmp 8mn 2500+t

SUrnageant

g Culot (wmm:]

™ 3gitation quelques ¢
sonication ?{e
agitation Imp

BT

o
]
L)
-

™
or
L
b
'y
=
T

phase inférieure
{méthanol ~ eayy

repos Smp agitation
agrtation imp
l _________ s CENtrifugatian Amr
| sUrnageant
i
f Phiaze supérieype phase
Joi, — vhevane ) methanol / eay E.S.
=Z00 L 1.Smi valume mesuyré =-20°(C

aliguotes pour dosagec ‘(/

i
!
i
i
H
i
{




ANNEXE n°43

URHTIFICATTON FaR DENSITOMETR] £

JIFEERENTES
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Identification des différentes bBandes protéiques présentes ay detnf r
tade Tarvaire de Spodoptera littoralis vd7aprés jes gele de 1 figure
473,
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densitométrique d4'un puits d'électrophorese CYERNOND
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hagque protéine d aprée le tabieay

Quantification des concentrations en
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ANNEXE n°® 48

ARYLFHORINES PURIFIEES
Composition en acides aminés dee différentes arvliphorines purifides 3 re
Joury et indication de la source biblicaraphique.

ASX 10.90 {2.10 11.10

THR 210 4.50 5.0

SER 3.80  4.00 4,90

X 12.10 12,40 11.10

PRO 390 4,10 7.2

6LY 450 400 4.90

ALA 5.20 5.40 4,40

VAL 72,30 610 6,70

MET 2.0 270 1.50 . .

CYs NDOND O ND O ND O OND O ND ND O ND NLD
ILE 3.0 3.80 440 320 3.90 4.1 370 5,10
LEY 890 690 6.9 6,30 580  4.80 690 8,00
TR 11,40 6.0 9.30 10.30 12.20 11.90 .30 5.40
PHE 8.0 7.80 8.0 8.0 {1.00 10.90 9,40 4,50
LYS 8.50 850 450 .70 B0 7.90 690 1.20
HIS .20 L300 380 290 LI 3.00 300 5,40
TRP NDOOOND O ND WD N OND ND O ND O ND
ARG 4.0 320 390 350 320 2.80 430 5.3

TOTAL  100.00 99.90 100.30 99.90 99.90 100.10 0,00 99.80 100.00




s,

Li
L2
L3
L4
L3
Lé
L7
LE
LY
L10
L
Li2
L13
L1d4
L13
L1
L17
L18
Li9

ANNEXE n°49

ARYLFHORIMNES SEMI-PURIFIEES DE LEFIDOPTERES

ASX  THR  SER  GLX  FRO 6LY ALA VAL MET gt LEU TYR  PHE LYS HIS ARG
bz ¢ w5 G607 8 3 o Cif €12 C13 c14 g5 Cl4

10.83 4.01 4,02 12,01 1.64 4.97 330 973 .87 498 8.9 9.41 7.44 7.39 3,38 5.1y 100.01
11,49 3,97 4,08 11.79 4.37 .05 4.86 7.45 3.11 4.89 g.19 9.45 7.08 6.75 3.19 4.19 100.01
1018 4.14 4.39 11.58 4.24 4.78 5.42 7.49° 72,25 4.97 9.35 9.39 7.28 7.31 2.74 4.35 100.01
7,28 3,10 4,55 12,48 5.7) 3,23 5.62 4.7%9 2.39 5.57 7.88 10,27 8.15 6.5 3.09 5.39 100.00
1071 4,46 3.72 10.98 4.3 3,43 4,52 4.57 397 4.4 8.88 9.31 7.72 7.8 2.83 4.15 100.01
11.47 4.81 4.0510.91 4.07 3.80 4.60 7,72 3.12 4.¢5 B.57- 8.16 7.01 7,30 2.92 4.65 100.0¢
[1.044.58 4,50 10.75 3.54 3.24 480 7.21 2.43 4.85 8.23 10.44 7,94 4.73 3.47 4.05 100.07
11,64 4,21 3.56 12,34 4.97 5.1 4.36 7.61 1,30 5.89 10,52 9.73 5.55 5.46 2.54 3.00 100.00
10,13 4,63 4.44 12,16 3.85 7.18 6.54 7.28 1,70 5.14 9.73 7.26 5.34 4.2 273 5.43 99,99
11.66 4.33 4,02 12.53 3.84 .47 477 831 2,46 5.3 7.3 9.99 7.22 5.06 3.41 4.25 99,97
1174 4,53 3.04 12.23 5.49 3,63 4,08 7.63 2.94 4.80 8.46 10.02 6.08 5.35 3.59 4.39 100.00
11,48 3,65 4.48 12,35 1.40 7000 5.77 7,06 2,04 5.42 10.48 8.19 6.65 6.65 2.24 4.62 100.00
10,77 5,19 3.26 10.77 4,79 3.90 411 8.23 1,93 4,97 7.87 9,16 7.76 7.87 2.83 4.38 99,99
9.00 4.09 2.81 9.13 3.47 .14 5.89 9.14 2.42 5.13 7.90 8.27 8.32 6.78 3.30 6.01 100,01
11.26 5.22 5.03 11.60 4.27 3,79 4.02 6.55 2.81 5.47 7.96 4.55 5.49 8.30 2.88 4.40 100.00
10.60 4.58 3.73 12,11 4.20 4.98 5.12 6.49 3.00 4.4 8.55 8.98 7.63 7.49 2.45 3.85 100,00
10.44 5.26 4.81 12,25 4.88 6.06 5.35 5.90 3.73 4.50 8.70 8.25 5.94 7.4 2.17 4.29 100.01
11,64 4,41 3,23 12,35 5.15 6.26 4,87 7.29 2,51 5.33 9.36 8.83 5.13 5.52 3,33 4.57 100.00
10.41 4.81 4,28 11,08 13.88 6,34 5.55 7.87 3.09 4.83 $.05 7,71 6.7 6.44 3.28 3.22 100.01

Composition en acides aminés des "fractions JI® (voir figure 43) obtenues
3 partir de quelques lépidaptéres {voir annexe 83,

0
ASK TR SER GLA PRO CUf ALA VAL MET ne tev TR PHE LYS WIS HRé

Profils représentant Je tabieau cj-descsus,
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ASX THR SER BLX PRO GLY ALA VAL MET ILE LEU TYR PHE LYS KIS ARG
CF €2 €3 C4 C5 C6 €7 0B 07 ClO Cit C12 C13 €14 C15 ¢l

Tdente- Gence esplce
ficateur
Lt f Spodoptera 1Mttoralss
2 Soodcotera frugiperda
L2 3 Sesania nonagrigrdes
4 Heirothes armigera
5 Maaestra brassicas
L3 5 Haestra suan |
L4 7 Scotid segetun
8 Ear-as insylana
L3 9 Mac.s fatipes
Lé 12 Thaumetopoea pitvocann
L7 1 Dsteensa nubilalis
L3 12 Gaiteramelicne'ty
84 i3 ectia kuerniell;
odorzesa cenhaionies
13 Eizama saceharing
o BeoTaattear satomary g
. 11 suporessalcs
! 13 s osartellys
YOO oracconies
A2 2 My ety rabusta
L1l N
L i
Ll i3 Eonse:ovore
IE fhalesyvia cvetnyg
Lls 3 Malacosona neustr g
[N I : :
Lie ITlesiey asses
wit 3 Cevplopaien-a auiitreny
P Prere: srassitae —1

4 16 4% 43 ¢ 43 § 3 9 ?408444&45542444

Arbre hiérarchique de classification des lépidoptéres éfugiés d aprés les
compositions de leurs arylphorines semi-purifiées,




gl
o
)
Ey 43
0,
o
w
=
=
)
o

Fremier plan factoriel de 1 analvse des correspondances etfectuéde sur e
tableay précsentd en page 1 de cette annexe,

Cl2t 13
cis
. Ls m c8 L1
Ltu H%’ Lis
Ccs L8
2oLl
— é& 15 cyg G168 N
142
1 e
c2 L3
ce cg C? L2
c3
uz . o
L1

PLAN FRACTORIEL 1-2
% de lnarke tspreseciee par
le Tadwor 4 28,0%
le fodeor 2 49,4Y%

Pages suivante : plans factoriels 2/3 et 374
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ASX THR SER GLX PRO GLY ALA VAL MET ILE

LEV TYR PHE LYS H1S ARG

CH €2 €3 4 (5 €6 ¢7 ¢8 (9

C10 €13 €12 €13 C14 €15 Clo

identi- Genre espace ,
ficateur
___________________________________ r
L ! Spogoptera 1ittoralss
2 Spodoptefa frugiperda
Lz 3 Sesania nonagrioides
4 Heliothis armygersy cs
5 Mamestra brassicae
[ 4 Haestra syaza C14 c13
Ld 7 Scotia seqetun
8 Earias insulana
[N § Hocs tatipes -5
Lo 10 Thaumeteoces oitvocamna
L7 o dstrinia nubitals 4
Le Y2 Gatieria melionelly Lk4
Ly fa go\es(‘a weh(nel!a cs ‘L8
o eraera cephatonica is Ly
13 Eloans saccharma L Li? L1s
Lin fe Drateear sacenaralis €z L%2
17 0h T suppressalis L12 Lig Lis
[ 19 Inite partellys . %] N . —
19O0hia zacconius s cis
Lz 2 Hvasipviy rodusta Cis LILU‘ ci2
L3 2Agies urticae cs cl
i 22 Toanments?
us 23 Bonov nors e
2 Phitosaaig cvntnog citi0
Lis 25 Maiacosoma neustr
wi? 28 ? 3’ Ls L
L18 27 fossus cossys”
Li7 3 Irvateantediy aycotrety Lt
29 Preriz arassicae
i =1
Lis
Le
PLAN FRACTORIEL 2-3
Y de !'merije “epfc'unh’n par f'
ke aceoe 2 13.4 %
\.&d&of 5 "54 79
C3
Liag
111 €2
Le L?
cs
Lis ¢ LH L . Ls
L8 ¢4 Ci2 ica L13
e + LL"/JS
1 8 Lis
af c3 c14
L1
Ci3
L9
cs Cie c? Lis

Le

PLAN FACTORIEL 3-4
% de 'inedie fepre’so.nrefe par
le Factewr 3 45,47,
le Facteor 4

44,89,




