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INTRODUCTION

Le développement et la reproduction chez les insectes sont controlés par deux
principales hormones qui sont I’hormone juvénile (HJ) et les ecdystéroides (Belles & Piulachs
2015); les ecdystéroides sont des stéroides polyhydroxylés qui sont impliqués dans le contréle
de processus essentiels comme I’embryogenése, le développement post embryonnaire
(Kozlova & thummel, 2003) mais aussi la reproduction (Baltaev & Shangaraeva, 2000).

Les ecdystéroides proviennent du cholestérol dont I’apport est exclusivement exogeéne
(Lafont et al., 2002; Neubueser et al., 2005 ; Brown et al., 2009) mais la biosynthése de
I'ecdysone reste complexe a ce jour (Fig. 1). Les cellules neurosécrétrices du cerveau
sécrétent une neurohormone ou hormone prothoracicotrope (PTTH) qui agit sur les glandes
prothoraciques (GP) pour la synthése de I’ecdysone (E) via des enzymes codés par une
famille de genes « Halloween » incluant plusieurs cytochromes P450s (Géade et Hoffman,
2005 ; Niwa et al., 2010; Rewitz et al., 2013). L’E, libérée dans I’hémolymphe, est ensuite
convertie en 20-hydroxyecdysone (20E) dans les différents organes périphériques
(Yoshiyama-Yanagawa et al., 2011) ; cette conversion est réalisée par une mono-oxygénase
P450 provenant du géne « Shade » (Petryk et al., 2003 ; Niwa et al., 2010). Chez certaines
espéces ou les G.P sont transitoires et dégénérent a la mue adulte (Glitho et al., 1979), la
production des ecdystéroides est assurée par des sources alternatives comme 1’épithélium
folliculaire ovarien (Brown et al., 2009; Tu et al., 2002), les testicules (Loeb et al., 1982;
1984), les oenocytes (Delbeque et al.,1990; Spindler et al., 1991) ou encore 1’épiderme
(Soltani et al., 1997). Les ecdysteroides exercent leurs effets sur les tissus cibles via
I’interaction avec leurs récepteurs nucléaires « ECR ». L’EcR se lie ensuite a un partenaire de
liaison ou Ultraspiracle «USP» formant ensemble un complexe hétérodimere (Yao et al.,

1992; Bonneton et al., 2003; Henrich, 2005). L’activation de ce complexe initie diverses



cascades d'expression des genes, qui conduisent a des changements physiologiques,
morphologiques et comportementaux (Brown et al., 2009; Quinn et al., 2012).

Cependant, ce schéma classique de la synthese des ecdystéroides (Fig. 2a) est, depuis peu,
modifié du fait de la mise en évidence de I’intervention de nouveaux éléments entrant dans
I’ecdystéroidogénese (Fig. 2b); ainsi, la synthese d’ecdysone par les G.P est aussi déclenchée
par une autre hormone, I’insuline ou insuline-like peptides (ILPs) (Yamanaka et al., 2013)
dont le réle majeur est la régulation de la nutrition et du métabolisme glucidique et
énergétique (Puig & Mattila, 2011; Hua, 2010). Les signaux nutritionnels, reflétant I'état
métabolique général de I’insecte, agissent directement sur les G.P, en collaboration avec
d’autres co-facteurs (TOR signaling, protéines kinases et 1’oxyde nitrique) (Yamanaka et al.,
2013) (Fig. 3). L’¢lément TOR semble ne pas étre le principal médiateur de la détection de la
nutrition dans la GP, mais interagit avec la PTTH (Gu et al., 2012; Song & Gilbert, 1994,
1995; Yamanaka et al., 2013). Les protéines kinases MAPK (mitogen-activated protein kinase
ou MAPK signaling) et TOR contrdlent la phosphorylation et 1’activité du facteur d'initiation
de la traduction (Ruvinsky & Meyuhas, 2006; Shahbazian et al., 2006; Yamanaka et al.,
2013). L'oxyde nitrique (O.N) est directement relié au fonctionnement de certains récepteurs
nucléaires (E75 et BFTZ-F1), exprimés dans la PG et nécessaires a 1’ecdysteroidogénése
(Bialecki et al., 2002; Parvy et al., 2005; Yamanaka et al., 2013); en effet, I’O.N se lie a son
récepteur E75 (Reinking et al., 2005) pour induire I'expression de BFTZ-F1, qui a son tour
régule l'expression des enzymes qui contrélent la synthése d’ecdysone (Yamanaka et al.,
2013). Ainsi, similairement aux vertébreés, les ILPs des insectes semblent controler d’autres
fonctions comme le développement, la longévité, le métabolisme et la reproduction (Wu &
Brown, 2006 ; Tatar et al., 2003 ; Puig & Mattila, 2011; Antonova et al., 2012; Hou et al.

2012).
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Figure 1. La biosynthése de I’ecdysone (Gilbert & Rewitz, 2009)

L’insuline, sécrétée par des cellules productrices d’insuline «CPI», localisées dans un
hémisphere du cerveau agit sur un récepteur unique, «InR ou récepteurs d’insuline» (Rulifson
et al.,, 2002). L’InR, récepteur transmembranaire a tyrosine kinase (RTK), consiste en un
tétramere constitué par des hétérodimeéres a et 3 ; les sous-unités o définissent la spécificite de
la liaison du ligand, tandis que les sous-unités B, jouent le role de médiateur du signal de
I'insuline ou ILPs (White, 1998; Badisco et al., 2013). Les ligands se fixent sur les sous-unités
a et permettent la phosphorylation des sous-unités [ induisant un changement de
conformation (Yenush et al., 1996 ; Patti & Kahn,1998; Badisco et al., 2013) qui active la
cascade des protéines kinases et le facteur de transcription nommé Forkhead box class O ou
FoxO (Francis et al, 2010; Puig & Mattila, 2011; Hou et al., 2012 ; Antonova et al., 2012). Ce

méme facteur est aussi retrouvé chez les insectes et est lié a la régulation dans la voie de
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signalisation de 1’ecdysone (Yamanaka et al. 2013 ; Herboso et al., 2015; Cai et al., 2016). La
voie de signalisation de I’insuline, conservée dans 1’évolution animale, et impliquant le
facteur FoxO reste encore a 1’étude chez les insectes (Herboso et al., 2015; Wang & Zhao,
2016). Cependant et, malgré des voies de signalisation similaires, les Mammiferes et les
Insectes présentent des différences structurales au niveau des ILPs et des récepteurs
(Colombani et al., 2005, 2012; Garelli et al., 2012). Par ailleurs, les ILPs qui présentent des
séquences d’acides aminés identiques avec I’insuline des Mammiféres portent a la fois les
fonctions métaboliques de I’insuline mais aussi les facteurs de croissance ou IGF (Puig &

Mattila, 2011; Antonova et al., 2012; Colombani et al., 2012; Garelli et al., 2012).

Tissus

Figure 2. Endocrinologie de I’insecte: (@) schéma classique; (b) nouveau schéma
(Yamanaka et al., 2013). E: ecdysone, PTTH : hormone prothoracicotrope, PG : gland
prothoracique, IPC : cellule productrice d’insuline, X : facteur prothoracicostatique inconnu.



Des études antérieures indiquent que 1’insuline bovine induit une réponse biologique
chez les insectes mais ces effets physiologiques semblent nuancés entre les ILPs endogenes
des insectes et I’insuline des Mammiféres (Graf et al., 1997; Riehle & Brown, 1999; Maniére
et al., 2004; Brown et al., 2008); en effet, la spécificité de la connexion, entre le ligand et les
récepteurs d’insuline, peut expliquer les effets différents qui sont notés (Brown et al., 2008).
L’insuline bovine ou porcine, comparée aux ILPs endogénes des insectes, montrent des effets
variables sur la vitellogénese et la synthése des ecdystéroides chez ces mémes especes (Brown
et al., 2008; Riehle & Brown, 1999 ; Colombani et al., 2005); en effet, dans ces processus,
I’insuline et la 20E agissent soit en synergie (Roy et al., 2007; Rusten et al., 2004; Francis et
al., 2010) soit de maniére antagoniste (Colombani et al., 2005). Par ailleurs, les ILPs
endogénes sont, également, impliqués dans la régulation de la stéroidogénése ovarienne
(Riehle & Brown, 1999; Maniere et al., 2004). En outre, ces deux hormones (20E et insuline)
montrent aussi un role clé sur le stress oxydatif chez les insectes; en effet, le pouvoir
antioxydant de la 20E a été mis en évidence par Krishnan et al., (2007) et I’insuline est citée
pour moduler le stress oxydatif (Tettweiler et al., 2005 ; Krishnan & Kodrik, 2011) via le
facteur FoxO (Junger et al., 2003; Puig & Mattila, 2011).

De nombreuses interactions physiologiques et moléculaires, entre 1’insuline et les hormones
stéroides, ont été rapportées chez les insectes comme Aedes aegypti (Graf et al., 1997; Roy et
al. 2007), Diacamma intricatum (Okada et al. 2010), Drosophila melanogaster (Mirth &
Shingleton, 2012; Herboso et al., 2015), Leptinotarsa decemlineata (Fu et al., 2016) ou
encore Helicoverpa armigera (Cai et al., 2016); cependant, ces interactions, notées dans le
développement (mues et métamorphose) mais aussi dans la reproduction (Badisco et al.,
2013) ou encore le stress oxydatif (Puig & Mattila, 2011) ne sont pas encore bien établies
chez les Mammiféres. Colombani et al., (2005) note que cette interaction fonctionnelle

(insuline-hormones stéroides), présente chez les insectes, pourrait, si elle est conservée chez
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I’homme, jouer un role important dans des pathologies cancéreuses et métaboliques ou ces
signalisations sont impliquees. Le facteur FoxO est présent chez les Mammiféres (dont
I’Homme) et les ecdystéroides sont capables de se lier aux récepteurs oestrogéniques en
entrainant des effets similaires a ceux induits par les oestrogenes (Gao et al., 2008; Kapur et
al., 2010; Jian et al. 2013); en effet, I’action de la 20E a été mise en évidence sur la
différenciation ostéogenique des cellules souches mésenchymateuses chez les Mammiferes.
L’insuline bovine ou porcine, testée chez les insectes, suggére, dans les études citées,
une interaction avec les ecdystéroides mais qu’en est-il des effets de 1’insuline humaine chez
les insectes et quelle est son action comparée avec la 20E ? Ainsi, la présente étude a pour but
d’examiner I’impact de l'insuline humaine et de la 20E, testées separément chez Ephestia
kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae). Ce modéle biologique a fait 1’objet de diverses études
liées a la reproduction, au développement (Tefler, 2009), au profil hormonal (Elouaer et al.
2006; 2010) et a I’impact des agonistes de I’hormone de mue (Elouaer et al., 2010; Soltani-
Mazouni et al., 2012). Chez les espéces de Lepidopteres, les ILPs ont été identifiés et, sont au
nombre de 5 chez Samia cynthia, 2 chez Agruis convolvuli et 3 chez Spodoptera littoralis
(Antonova et al., 2012). Actuellement, peu de choses est connu sur la sécrétion des ILPs,
I’interaction des récepteurs et leurs effets directs sur des processus spécifiques dans les tissus
cibles des insectes (Antonova et al., 2012).
L’objectif de ce travail est donc d’étudier les effets de I’insuline humaine et de la 20E sur
quelques indicateurs de la reproduction (vitellogénines, vitellines, ecdystéroides ovariens et
potentiel reproducteur) mais aussi sur le stress oxydatif de par, le role de ces hormones sur ces
processus (Riehle & Brown, 1999; Maniere et al., 2004; De Loof, 2008; Belles & Piulachs,
2015). Cependant, au préalable, il est impératif de préciser, chez I’insecte, les effets primaires
de I’insuline humaine (glycogénése et les interconversions associées); par conséquent, les

métabolites biochimiques majeurs (glucides, protéines et lipides dans le corps gras) sont



examines. Seules deux études ont rapportées que les ILPs synthétiques affectent directement
la régulation du métabolisme chez les insectes (Antonova et al., 2012). Les effets de la 20E
sur le métabolisme sont également considérés de par, la possible relation entre les ILPs et les
ecdystéroides dans le contrle du métabolisme (Tatar et al., 2003; Colombani et al., 2005);
par ailleurs, le réle de la 20E dans le métabolisme protéique au cours de la métamorphose
chez un autre Lépidoptere Corcyra cephalonica vient d’étre citée (Rao et al., 2016). Les
résultats attendus pourront permettre une évaluation de I’action séparée de ces hormones afin
de mieux comprendre leur interaction.
Dans ce tapuscrit, les résultats obtenus sur les effets de 1’insuline humaine et de la 20E chez
E. kuehniella, pour les différents parameétres évalués, sont présentés comme suit:

1/ principaux constituants biochimiques (sucres totaux, glycogéne, protéines et lipides)
dans le corps gras chez les chrysalides (mise en évidence des effets primaires).

2/ vitellogenines chez les chrysalides femelles et vitellines ovariennes chez les adultes
(traitement simple et combing)

3/ ecdystéroides ovariens chez les femelles adultes.

4/ potentiel reproducteur chez les femelles adultes (période de préoviposition, période
d’oviposition, fécondité ou nombre d’oeufs pondus et fertilité ou pourcentage d’éclosion).

5/ stress oxydatif (activité spécifique de la catalase), chez les chrysalides males et

femelles.
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MATERIEL ET METHODES

1. Présentation du matériel biologique

Ephestia kuehniella (Zeller, 1877), insecte Iépidoptére nocturne et holométabole, existe
dans les régions tempeérées et méditerraneennes (Balachowsky, 1972). Cet insecte est un
ravageur des denrées stockées et cause des nuisances aux grains de céréales, biscuits, pates
alimentaires, chocolat et riz; néanmoins, il montre une nette préférence pour la farine d’ou son
nom «Pyrale de la farine ». E. kuehniella est aussi une source d’allergéne et peut donc
provoquer de I’asthme et des rhinites (Bataille et al., 1995; Cipola et al., 1996). Parallélement
a son intérét économique, E. kuehniella constitue, du fait de son élevage facile et de son cycle
de développement court, un modele biologique de laboratoire intéressant pour différentes
études. Le développement chez E. kuehniella passe par 4 stades (Fig. 4) qui sont : ceuf, larve
ou chenille, nymphe ou chrysalide, adulte ou papillon (Balachowsky, 1972).

L’ceuf, de couleur blanchétre et de forme ovoide, présente une longueur de 440 pm, et
une largeur de 250 um. Il est utilisé dans la lutte biologique comme aliment pour 1’élevage
des prédateurs naturels et présente de ce fait une valeur économique (Lynn & Ferkovich,
2004)

La larve, de couleur blanc rosé, mesure 9 & 15 mm de long. Dés 1’éclosion, la larve
s’alimentant directement, est caractérisée par un déplacement rapide et une vive activité de
filage. Les larves du dernier stade débutent leur nymphose en tissant une enveloppe de soie ou
« cocon » pour former la chrysalide. A ce stade, les méles se différencient des femelles par la
présence, sur la face dorsale, d’une tache sombre correspondant aux testicules.

La chrysalide, stade immobile ou se produit la métamorphose, correspond a un cocon
dans lequel la nymphe évoluera pendant 8 a 12 jours; ce cocon, de couleur brunatre mesure

environ 9 & 10 mm de long et devient de plus en plus foncé avec 1’age.



L’adulte, de couleur grise, mesure 10 a 12 mm d’envergure. Il est formé par deux
paires d’ailes, deux ailes antérieures grisatres avec des points noirs et deux ailes postérieures
blanchatres finement frangées. Les males meurent, en général, 1 a 3 jours apres
I’accouplement et les femelles 3 a 4 jours apres la ponte. La femelle pond environ 100 a 200

ceufs pendant une période de 3 jours.
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3a4jours

7 a8 jours

Larve (X5)

Figure 4. Cycle de développement d’E. kuehniella a 25°C.
Photos : www. aramel.free.fr



2. Elevage en laboratoire

L’¢levage est réalisé dans des bocaux en verre contenant de la farine et recouverts par
un morceau de tulle. L’¢élevage est maintenu dans des conditions contrdlées de température et
d’humidité (25°C et 70 % environ). Les larves du dernier stade récoltées a la surface du tulle,
sont séparées en fonction de leur sexe, et déposées dans des boites en plastique contenant de
la farine et du papier plissé pour la nymphose.

L’élevage est suivi quotidiennement et les chrysalides nouvellement exuviées (0 jour) sont
utilisées pour I’expérimentation. Les nymphes sont datées en fonction de leur age (jours)
apres 1’exuviation nymphale. Dans les conditions de laboratoire, le développement nymphal
est de 9 jours environ.

3. Présentation des hormones

L’insuline humaine est un peptide a 2 chaines d’acides aminés : une chaine A de 21
acides aminés et une chaine B de 30 acides aminés liés par des liaisons peptidiques. Ces deux
chaines sont reliées par 2 ponts disulfures mais, la chaine A comporte, aussi, 1 pont disulfure
intrachaine ; tous les ponts disulfures sont reliés a des cystéines La formule chimique de
I’insuline est C,s7H333N65077S6 et la masse moléculaire de 5807 g/mol. (Fig. 5).

La 20 hydroxyecdysone est un stéroide, provenant du cholestérol; cette hormone est
caractérisée par un noyau stérol portant une jonction cis des cycles A et B, un chromophore 6-
one-7-ene sur le cycle B et un hydroxyle en position 14. Sa formule chimique est C,7H4407 et
la masse molaire de 480,64 g/mol (Fig. 6).

4. Traitements

La 20 hydroxyecdysone et I’insuline ont été administrées par application topique
(Jeffers et al., 2014; Gu & Chow, 2003). Les doses de 5 et 10 g ont été choisies en se basant
sur la littérature (EI-Ouaer et al. 2010, Roy et al. 2007); une quantité de 3ul a été déposée sur

la face latéro-ventrale de ’abdomen des chrysalides nouvellement exuviées (< 6 h et sans
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cocon). Les séries témoins recoivent 3ul de solvant (acétone). L acétone permet une meilleure
diffusion a travers la cuticule. L’insuline est soluble dans les solvants organiques (Brange,
1987) et sa solubilité dans 1’acétone est cité dans la littérature (Bergeron et al., 2003). En
outre, des études antérieures ont montré que chez E. kuehniella, ’acétone n’a pas d’effet
significatif, comparativement aux séries traitées (El Ouar et al., 2006).

4.1. Traitement simple: La 20 hydroxyecdysone ou I’insuline ont été administrées,
séparément, le jour de I’exuviation nymphale.

4.2. Traitement combiné: La 20E est appliquée le jour de I’exuviation nymphale (5 ou
10 pg) puis I’insuline (5 ou 10 pg) a deux périodes différentes du stade nymphal (3 ou 5
jours); ces deux temps correspondent respectivement a la phase ascendante et descendante du

pic des ecdystéroides coincidant avec la vitellogénese (EI-Ouaer et al. 2010).

Chaine A
1 y b
- —
CEEEEUOCE n,ug@::-:v CEOEE
T F 9 I I 12 13 14 15 & 0T 1E 0¥ }r zl
i 5 Hia B 5 Asp
Cilu £
.".
&5
1 ,1 -
3 % W || 12 13 14 IT 1E 13 X 21 2 24 fa
dla Asp His Ser Asp Adp Dl Gin Sar His {idn Crt Gl Jiap Glu Gl Asp
S Lep Hi= Asg il Uil Axp His AL
tan Thr Hi=
(ila
Chaine B Asn

Figure 5. Structure chimique de I’insuline humaine. Photo : www.jle.com
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Figure 6. Structure chimique de la 20-hydroxyecdysone.
Photo : www.researchgate.net

5. Extraction et dosage des métabolites dans le corps gras.

Les corps gras des chrysalides femelles témoins et traitées d’E. kuehniella, prélevés a 0,
1, 3, 5 et 7 jours ont été pesés puis conservés au froid (-20°C) dans 300 pL d’acide
trichloracétique (TCA a 20% d’eau distillée) jusqu’a leur analyse (Fig. 7).
L’extraction des sucres totaux, protéines et lipides a été réalisée selon le procédé de Schibko
et al. (1966), et celle du glycogéne selon VVan Handel (1965).
Le dosage du glycogéne et des sucres totaux a été effectué selon Duchateau & Florkin (1959)
qui utilise, I’anthrone’ comme réactif et une solution mére de glycogéne (0,1 mg/ml d’cau
distillée) ou de glucose (Img/ml d’eau distillée) comme standard (Tab. 1 et 2). Les
absorbances ont été lues a 620nm.
La quantification des proteines a été réalisée selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise
le bleu brillant de Comassie® (G250, Merck) comme réactif, et I'albumine de sérum de beeuf
(BSA, Sigma) comme standard a (1 mg/ml) (Tab. 3). Les absorbances ont été lues a une

longueur d’onde de 595nm.
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Les lipides ont été déterminés selon la méthode de Glodsworthy et al. (1972) utilisant la
vanilline® comme réactif et une solution mére de lipides* (2,5 mg/ml) comme standard (Tab.
4). Les absorbances ont été lues apres 30 minutes a une longueur d’onde de 530 nm.

Tous les dosages ont été effectués sur des fractions aliquotes de 100 pl et les contenus
des différents métabolites du corps gras ont été quantifiés graces aux équations des droites de
régression déterminées a partir des courbes de références. Les expérimentations sont

conduites avec 6 a 8 répétitions par age pour chaque série.

1: 150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide sulfurique concentré (96%), 25 ml d’eau distillée.

2 :100mg de bleu brillant de Comassie ,50 ml d'éthanol absolu 95°, 100ml d'acide orthophosphorique a 85% et
complété a 1L avec de I'eau distillée

3: 0,38 g de vanilline, 55 ml d’eau distillée et 195 ml d’acide orthophosphorique a 85 %

4 : 25 mg d’huile de table pesée dans un tube eppendorf; cette quantité est ensuite reprise dans 10 ml du mélange

(éther / chloroforme ; V/V)
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Tissu (Corps gras) + 300ul (TCA)

Broyage
(Mécanique + ultrasons)

Centrifugation
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|

+ 50pl Solution saturée
de Sulfate de Na dans I’eau

+2 a3 gouttes d’éthanol absolu Centrifugation
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Centrifugation / \
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dans I’éthanol a 66%

Centrifugation
(4000 tours/min, 10 min a 4°C)

|
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glycogéne carbohydrates w w

Duchateau & Florkin (1959) Goldsworthy et al (1972) Bradford (1976)

Figure 7. Principales étapes d’extraction des carbohydrates, glycogéne protéines, glucides et
lipides (Shibko et al., 1966 ; Van Handel, 1964) et leurs dosages.



Tableau 1. Dosage du glycogéne dans le corps gras: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Glycogéne (pl) 0 20 40 60 80 100
Quantité de glycogene (ug) 0 2 4 6 8 10

Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0

Anthrone (ml) 2 2 2 2 2 2

Tableau 2. Dosage des glucides dans le corps gras: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Quantité de glucose (g) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

Tableau 3. Dosage des protéines dans le corps gras: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Quantité d’albumine (ng) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4




Tableau 4. Dosage des lipides dans le corps gras: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Quantité de lipides (ug) 0 50 100 150 200 250
Solvant Ether/Chloroforme (ul) 100 80 60 40 20 0
Vaniline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

y =0,0919x - 0,0039
0,8 - R2=0,9939

Absorbance

10 12

-0.2 Quantité de glycogéne (ug)

Figure 8. Dosage du glycogéne dans le corps gras : droite étalon exprimant 1’absorbance

4 620 nm en fonction de la quantité de glycogeéne (ug) (R?: coefficient de détermination)

06 y =0,0056x - 0,0002
) R? =0,9986

Absorbance

20 40 60 80 100 120

-0,1
Quantité de glucose (ug)

Figure 9. Dosage des glucides dans le corps gras: droite étalon exprimant 1’absorbance

a 620 nm en fonction de la quantité de glucose (ug).



0,9 -
0,8 - y =0,0078x - 0,0038
0,7 R2?=10,9977
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbance

20 40 60 80 100 120
Quantité d'albumine (ug)

-0,1

Figure 10. Dosage des protéines dans le corps gras : droite étalon exprimant 1’absorbance

a 595 nm en fonction de la quantité d’albumine (ng).

0.7 1 y = 0,0065 - 0,0028
0,6 R? = 0,0992

0,5
04
0,3
0,2
0,1
0
-0,1

Absorbance
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Quantité des lipides (ug)

Figure 11. Dosage des lipides dans le corps gras : droite étalon exprimant 1’absorbance

a 530 nm en fonction de la quantité d’huile de table (ng).

6. Dosage des ecdysteroides ovariens

Les ovaires des adultes femelles, nouvellement émergées (0j), des séries témoins et
traitées, sont prélevés pesés puis additionnés de 500ul de methanol (permet aussi I’extraction
des ecdysteroides). Les echantillons sont ensuite conservés au froid (-20°C) jusqu’au dosage.
Avant le dosage, les échantillons sont broyés puis centrifugés (2700 tours/min pendant 10
minutes); le surnageant est ensuite récupéré puis évaporé dans un bain a sec; les extraits secs
(correspondant aux ecdystéroides libres) sont alors récupérés dans 500ul de tampon

phosphate (pH : 7,4 ; 0,1M)* préalablement préparé.
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Les ecdystéroides libres ovariens ont été dosés selon la technique immunoenzyamatique
ou EIA (De Reggi et al., 1992 ; Aribi et al., 1997). Cette derniére repose sur le principe de la
compétition entre le traceur enzymatique qui est la peroxydase couplée a la 2-succinyl 20
hydroxyecdysone et les ecdystéroides des extraits biologiques pour les sites limités d’un
anticorps anti-ecdystéroides. Les complexes formés seront ensuite fixés par un second
anticorps (anti-immunoglobuline ou anti-lgG) de lapin (EIA polyclonal), déposés
préalablement au cours d’un coating au fond des puits des microplaques a 96 puits (NUNC
Immunoplate Maxisorp F96, Danemark). Au bout de 3 heures d’incubation, les éléments non
retenus seront éliminés au cours d’un ringage des plaques par un tampon de lavage?. La
révélation ou la coloration est réalisée grace a un réactif de la peroxydase qui est la
tétraméthylbenzidine ou TMB (Sigma France). Cette étape se fait sous agitation pendant 15 a
30 minutes et les densités optiques sont mesurées a I’aide d’un lecteur de plaque (labsystem,
Finlande) a 630 nm ou 450 nm sans ou avec addition d’H,SO, (2N), respectivement. La
coloration est inversement proportionnelle a la quantité d’ecdystéroides contenue dans les
échantillons. Les résultats sont exprimés en picogrammes équivalent 20-hydroxyecdysone (pg
équiv. 20E). Les résultats sont calculés a partir d’une courbe étalon, établie grace a différentes
concentrations de 20E (10'M & 10®M), réalisées & partir d’une solution mére (10°M). Six &
huit répétitions, pour chaque série, sont analysées individuellement. Le calcul des quantités
d’ecdystéroides se fait grace a la formule suivante :

B/Bo (%) = (B-T) / (Bo-T) x 100

B : Absorbance de 1’échantillon ou du standard.
Bo : Absorbance en absence de I'hormone (témoin ou tampon phosphate).

T : Absorbance en absence d’hormone et d’anticorps (blanc).

1:100 ml tampon phosphate; 23,4g Na ClI 0,4 M; 0,37g EDTA (Ethyléne diamine tétra acétique acide); 1g BSA
(sérum albumine bovine) complété avec a 1 L d’eau distillée.

2 : 5 ml solution mere, 250 ml Tween 20, Compléter a 500 ml avec de I’eau distillé.



Tableau 5. Analyse quantitative des ecdysteroides ovariens chez les adultes femelles d’E
kuehniella traitées a I’insuline (5, 10ug) et a la 20E (5, 10ug) : courbe de référence établie
avec un anticorps polyclonal (B de lapin) et exprimant B/B, en fonction des concentrations

molaires (M) de 20-hydroxyecdysone (20E).

Solution standard Concentration (M) B/BO
1 10" 100,0
2 10" 88,0
3 10 51,0
4 10t 19,5
5 107 8,0
6 10° 39
7 10°® 1,2
8 107 0.4
£
% —
[ S
- - - " L'DEI(M}-1c i : i

Figure 12. Analyse quantitative des ecdystéroides ovariens chez les adultes femelles d’E
kuehniella traitées a I’insuline (5, 10ug) et a la 20E (5, 10ug) : courbe de reférence établie
avec un anticorps polyclonal (B de lapin) et exprimant B/B, en fonction des concentrations

molaires (M) de 20-hydroxyecdysone (20E).



7. Extraction et dosage des vitellogenines et des vitellines

Pour le dosage des vitellogénines, les corps gras ont été prélevés a partir des chrysalides
femelles, a différents ages (0, 1, 3, 5 et 7j), des séries témoins et traitées. Pour le dosage des
vitellines, les ovaires des adultes femelles, nouvellement émergées (O jour), des séries
témoins et traitées, sont dissequées puis prélevés. Les échantillons biologiques sont pesés puis
conservés dans un tampon Tris-HCL-NaCl (pH 7,4). L’extraction des vitellogénines et
vitellines, est effectuée selon Postlethwait et al., (1980) et Fabre et al., (1990). Les
échantillons sont extraits aprés une homogénéisation dans le tampon Tris-HCI* puis une
centrifugation a 5000 tours/mn pendant 10 minutes. Le dosage des vitellogénines et des
vitellines (en fonction des échantillons) a été réalisé selon la méthode de Bradford (1976)
explicitée plus haut (voir 2.5). Les résultats sont exprimés en pg/mg de tissu. Les

expérimentations sont conduites avec 6 a 8 répétitions par age pour chaque série.

0,9 - y = 0,0086x + 0,0207
0,8 1 R2=0,9931
0,7
0,6
05
0,4
0,3
0,2
0.1

Absorbance

0 20 40 60 80 100 120
Quantité d'albumine (ug)

Figure 13. Dosage des vitellogenines dans le corps gras et des vitellines ovariennes : droite

¢talon exprimant I’absorbances a 595 nm en fonction de la quantité d’albumine (ng).

1: La solution Tris-Hcl, consiste a diluer 3,02 g de tris (0,5 M) dans 300 ml d’eau distillée, puis ajuster cette
solution & un pH de 7,4 avec de I’HCI concentré puis compléter a 500 ml d’eau distillée. Pour réaliser le tampon:

diluer 2,9 g de Nacl (0,5 M) dans 10 ml de la solution mére de Tris-HCI et compléter & 100 ml d’eau distillée.
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8. Détermination du potentiel reproducteur

Les adultes femelles, nouvellement émergées, provenant des chrysalides d’E.
kuehniella, traitées séparément aux deux doses (5, 10 pg) de 20E ou d’insuline, sont
accouplées avec des males non traités. Les différentes séries de couples sont maintenues dans
des conditions contrdlées et un suivi régulier a permis de déterminer la

e durée de la période de préoviposition: nombre de jours entre 1I’émergence et le début
de la ponte.
e durée de la période d’oviposition ou durée (en jours) de la ponte.
o fécondité des femelles: nombre total d’ceufs pondus par femelle
e viabilité des ceufs ou pourcentage d’éclosion: nombre d’ceufs éclos sur le nombre total
d’ceufs pondus par femelle.
9. Dosage de la catalase

Les chrysalides males et femelles, des séries témoins et traitées sont broyées dans 1 ml
de tampon phosphate (100 mM, pH 7). L’homogénat obtenu est centrifugé a 15000 tours
pendant 15 min et le surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

L’activité de la Catalase (CAT) est déterminée selon la méthode de Claiborne et al.,
1985. Elle est basée sur la mesure des absorbances aprées la réduction de H202. Le dosage est
effectué sur 50ul de surnageant auquel on ajoute 750ul de tampon phosphate (100mM, pH
7,4) et 200 pl d’eau oxygénée HyO, (500mM). La lecture des absorbances s’effectue toutes
les 5 secondes pendant 30 secondes a une longueur d’onde de 240 nm dans un
spectrophotométre UV contre un blanc préparé avec 800ul de tampon phosphate (100mM,
pH 7,4) et 200ul d’eau oxygénée H,0, (500mM). La concentration en protéines totales des
différents échantillons a été préalablement déterminée suivant la méthode de Bradford (voir
la section 2.5). Les expérimentations sont conduites avec 6 a 8 répétitions par age pour

chaque série. L’activité spécifique est déterminée selon la formule suivante
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CAT (M/min/mg de protéines) = 4 Do /mir)/ 0,043x mg de protéines

A DO = A DO /mn (blanc) - A DO /mn (Echantillon)
0,043 Mol ™ : coefficient d’extinction molaire du peroxyde d’hydrogéne.
Mg de protéines : quantité de protéines
Les résultats obtenus dans ce travail sont exprimés en uM/min/mg de protéines
10. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés par la moyenne des différentes répétitions et leur écart type
(m £ S. D). Pour toutes les séries de données et avant I’utilisation de tests paramétriques,
I’égalité des variances a été confirmée grace au test de Levene. Les données ont été analysées
avec le test t de Student mais aussi avec des analyses de variance a un ou deux critéres de

classification (au seuil de 5%); le test post-hoc de Tuckey (test HSD) a permis le classement

des différents effets. Toutes les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant GraphPad

prisme version 6.01 (GraphPad software, www.Graphpad.com).
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RESULTATS

1. Effets de I’insuline et de la 20E sur la biochimie du corps gras

Les effets de I’insuline et de la 20E, administrées (5 et 10 ug) par application topique, le
jour de I’exuviation nymphale des femelles d’E. kuehniella, ont été eévalués, sur les contenus
des principaux métabolites (carbohydrates, glycogeéne, lipides et protéines) tout au long de ce
méme stade (1, 3, 5 et 7 jours).

1.1. Contenu en carbohydrates

Chez les chrysalides femelles témoins, les valeurs du contenu en carbohydrates, dans le
corps gras a 0, 1, 3, 5 et 7 jours sont précisees dans le tableau 6. 1l apparait que le contenu en
carbohydrates diminue significativementa 5 (p = 0,01) et 7 jours (p = 0,002).

1.1.1. Effets de I’insuline

Chez les individus traités a I’insuline (5 et 10 pg), une augmentation dans le contenu en
carbohydrates est notée des le jour 1. La réduction observée, au cours du stade, chez la série
témoin est retrouvee aux mémes ages chez les séries traitées (5 et 7 jours) a la dose la plus
forte mais seulement a 7 jours a la faible dose.

La comparaison entre les séries témoins et traitées a 1’insuline révele, aux deux doses
testées (5 et 10 pg), une augmentation dans le contenu en carbohydrates dans les corps gras, a
1 (p =0,0003; p=0,0005), 3 (p =0,0005 ; p=0,0002) 5 (p=0,0002 ; p=0,001) et 7 jours (p
= 0,0001; p = 0,001). Le traitement montre un effet dose-dépendant, avec des valeurs plus
importantes au jour 5 (p = 0,02) mais aussi au jour 7 (p = 0,01) a la dose la plus faible (5 pg)
(Tab. 6).

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (Tab. 7), révele un effet

traitement, un effet age et une interaction traitement age significatifs.
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Tableau 6. Effets de I’insuline administrée par application topique (5, 10 ug), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en carbohydrates (ug/mg de tissu) dans les corps gras

au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n= 6-8).

Traitement ] ] ]
N Témoin Insuline (5ug) Insuline (10uQ)
271,20 £12,90
0 A
261,90+8,60a | 332,70£3,10b | 357,30+ 10,80 b
1 A B B
256,00£9,20a | 336,30+7,30b | 357,30+£8,50b
3 A B B
206,70 + 100 a 316,90+ 8,80 b 281,60 £8,20 c
5 B B C
143,60+ 6,60a | 249,20+£9,60b 205,20 £9,50 ¢
7 C A D

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.
Les lettres majuscules comparent les valeurs d’une méme série entre les différents ages (p <5 %).

Tableau 7. Effets de I’insuline administrée par application topique (5, 10 ug), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en carbohydrates (ug/mg de tissu) dans les corps gras
au cours du stade nymphal chez femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n= 6-8): ANOVA a deux

criteres de classification.

Source de SCE ddl CM Fobs p
variation
Traitement 36,96 2 18,48 7,45 0,01**
Age 4559 4 1140 459,90 0,001***
Interaction 3190 8 398,80 160,90 0,001***
Erreur 114,00 46 247
résiduelle

*** - tres hautement significatif; ** : hautement significatif : ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des

écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.
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1.1.2. Effets de la 20E
Chez les individus traités a la 20E, la réduction dans les carbohydrates, aux cours du

stade, est notée a la dose la plus faible, aux mémes ages que chez les témoins (5 et 7 jours)
mais a 3 et 7 jours a la forte dose. L’augmentation dans le contenu en carbohydrates, au jour 1
est observée seulement a la dose la plus faible.

La 20E, administrée a 5 et 10 pg, entraine, comparativement aux témoins, une
augmentation significative dans le contenu en carbohydrates au jour 3 a la dose la plus faible
(p = 0,02), au jour 5 aux deux doses testées (p = 0,006 ; p = 0,03) et au jour 7, seulement, a la
dose la plus élevée (p = 0,001) (Tab. 8).

Les résultats relatifs a I’analyse de la variance a deux critéres de classifications révelent
un effet traitement, un effet ge et une interaction traitement-age tres hautement significatifs

(Tab .9).

Tableau 8. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en carbohydrates (ug/mg de tissu) dans les corps gras
au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n= 6-8).

Traitement , .
Jours Témoin 20E (5u0) 20E (10ug)

0 271,20+ 12,90
A

1 261,90 + 8,60 a 292,70 £ 8,60 a 273,30 £ 6,40 a
A B A

3 256 £9,20 a 308,40+ 15b 244,10 £+ 5,40 a
A B B

206,70+ 10 a 257,70+7,40 b 24490+ 10,20 b

5
B C B

. 143,60 + 6,60 a 1350+ 6,10 a 205,10+ 9,50 b
C D C

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’'un méme age entre les différentes séries.

Les lettres majuscules comparent les valeurs d’une méme série entre les différents ages (p <5 %).
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Tableau 9. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en carbohydrates (ug/mg de tissu) dans les corps gras
au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n= 6-8) : ANOVA a
deux critéres de classification.

Source de
o SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement 144,50 2 72,25 27,21 0,001***
Age 3120 4 780,10 293,80 0,001***
Interaction 2368 8 296 111,50 0,001***
Erreur
) 122,20 46 2,65
résiduelle

*** - tres hautement significatif ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.

1.1.3. Comparaison des effets de I’insuline et de la 20E sur le contenu en
carbohydrates dans le corps gras

Les deux molécules induisent une augmentation dans la teneur en carbohydrates. La
comparaison des moyennes montre que I’insuline a un effet plus important que la que la 20E
sur le contenu en carbohydrates particulierement a 1 et 3 jours avec les deux doses testés
(Fig.14).

L’analyse de la variance a un critére de classification, confirme ces résultats et révele
des différences trés hautement significatives (p < 0,001) a 1, 3, 5 et 7 jours pour les deux
doses (5 et 10ug).

Le tableau 10 révéle, grace au test HSD de Tuckey, I’existence de deux groupes au jour

1 et de 3 groupes aux jours 3, 5 et 7.
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L’insuline montre un effet plus important que la 20E a 1 jour aux deux doses, & 3 jours a
la dose la plus forte et aux jours 5 et 7 a la dose la plus faible. L’insuline entraine une
augmentation dans le contenu en carbohydrates, dans les corps gras, a tous les ages testes; cet
effet est comparable pour les deux doses, excepté a 7 jours ou c’est la dose la plus faible qui
entraine la hausse la plus importante.

La 20E a un effet similaire a I’insuline aux jours 3 et 5 & la faible dose et au jour 7 a la
dose la plus forte (10 pg). La 20E n’a pas d’effet au jour 1 aux deux doses, a 3 et 5 j a la dose

la plus forte et au jour 7 a faible dose.
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8 b b 1 20E(51g)
IS b T cT
£8 0 b c 11 20E(10ug)
T .
%‘ 2 300 - a a 1a— a v b d i Insuline(5ug)
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Figure 14. Effets de I’insuline et de la 20E, administrées (5, 10 pg), separément, par
application topique, le jour de I’exuviation nymphale, sur le contenu en carbohydrates dans le
corps gras (g/mg de tissu) au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella m +
S.D, n=6-8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs pour un méme age entre les différentes séries (p <5 %).
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Tableau 10. Comparaison des effets de I’insuline (5, 10 nug) et de la 20E (5, 10 ug),
administrées séparément par application topique, sur le contenu en carbohydrates (ug/mg de
tissu) dans le corps gras, au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella:
Classement par le test HSD de Tukey.

Age (Jours) Traitement Moyennes Groupes
Insuline (10ug) 357,20 A
Insuline (5uQ) 332,70 A
1 20E (510) 292,60 B
20E (10pQ) 273,30 B
Témoin 261,80 B
Insuline (10ug) 357,20 A
Insuline (5uQ) 336,30 AB
3 20E (510) 308,30 B
Témoin 255,90 C
20E (10pg) 244,10 c
Insuline (5uQ) 316,90 A
Insuline (10ug) 281,60 AB
5 20E (5ug) 257,60 B
20E (10pQ) 244,90 BC
Témoin 206,70 C
Insuline (5uQ) 249,10 A
Insuline (10pQ) 205,10 B
7 20E (10pg) 205 B
Témoin 143,50 C
20E (510) 134,90 c




1.2. Contenu en glycogéne

Chez les chrysalides femelles témoins, les valeurs du contenu en glycogene dans le
corps gras au cours du stade nymphal, sont précisées dans le tableau 11. Il apparait que le
contenu en glycogéne diminue aux jours 3 (p = 0,02), 5 (p = 0,003) et 7 (p = 0,02) chez les
nymphes d’E. kuehniella (Tab. 11).

1.2.1. Effets de I’Insuline

Les chrysalides d’E. kuehniella, traitées a I’insuline, montrent également une réduction
dans leur contenu en glycogéne au jour 7 et aux deux doses testées.

La comparaison entre les séries témoins et traitées révele des valeurs plus importantes
dans le contenu en glycogene, au jour 5 du stade nymphal a 5 pg (p = 0,01) et 10 ug (p =

0,001) mais également, au jour 7 a la dose la plus forte seulement (p = 0,005).

Tableau 11. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5, 10 ug) le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en glycogene (1g/mg de tissu) dans les corps gras au
cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n= 6-8).

Traitement . . .
Jours Témoin Insuline (5uQ) Insuline (10ug)
134 + 15,50
0 A
126 + 8,80 a 127,90 +5,40 a 141,40+ 7,50 a
1 A A A
106,80 + 4,90 a 111,30+ 7,10 a 122,40 £6,80 a
3 B A A
66,50 + 2,50 a 110+ 1250b 129,60+ 4,30 b
5 C A A
4850+ 5,70 a 65,90 + 5,60 ab 86,30 +6,90 b
7 D B B

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.

Les lettres en majuscules comparent les valeurs d’une méme série entre les différents ages (p< 5 %).
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Les résultats relatifs a 1’analyse de la variance a deux critéres de classification (Tab 12),
révélent un effet traitement, un effet &ge et une interaction traitement-age significatifs (p <
0,001).

Tableau 12. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5, 10 ug), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en glycogene dans le corps gras (ug/mg de tissu) au
cours du stade nymphal des femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n= 6-8) : ANOVA a deux

criteres de classification.

Source de
o SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement 23,14 2 11,57 7,41 0,01**
Age 602,40 4 150,60 96,46 0,001***
Interaction 578,50 8 72,31 46,31 0,001***
Erreur
_ 70,26 45 1,56
résiduelle

*** - tres hautement significatif; ** : hautement significatif ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des

carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.

1.2.2. Effets de la 20E

Les chrysalides d’E. kuehniella, traitées a la 20E, montrent aussi une baisse dans leur
contenu en glycogene aux deux doses testées; en effet, la diminution enregistrée se produit
aux jours 1 et 7 a la faible dose et aux jours 3 et 5 a la forte dose. La comparaison entre les
séries témoins et traitées révele que le traitement a la 20E, augmente le contenu en glycogéne,
(p = 0,01) seulement au jour 7 du stade nymphal et a la dose la plus faible (5 pg) (Tab. 13).
Les résultats relatifs a I’analyse de la variance a deux critéres de classification (Tab. 14),
révélent des effets dans le traitement, 1’dge et I’interaction traitement-age trés hautement

significatifs (p < 0,001).
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Tableau 13. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg) le jour de

I’exuviation nymphale, sur le contenu en glycogene (ug/mg de tissu) dans les corps gras au

cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n= 6-8).

Jours Lraitement Témoin 20E (5n0) 20E (10ug)
0 134 + 15,50
126 £ 8,80 a 110,80 £5,30 a 113+6,80 a
1 A B A
106,80 £4,90a | 108,50 £ 10,50 a 88,20+ 7,70 a
3 B B B
66,50 £ 2,50 a 81+14,30a 60,40 £ 5,20 a
5 C BC C
48,50+ 5,70 a 76,30 +4,80 b 56,60 £ 3,70 a
7 D C C

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme &ge entre les différentes séries.

Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages (p< 5 %).

Tableau 14. Effets de la 20E administrée par application topique (5, 10 ug) le jour de

I’exuviation nymphale, sur le contenu en glycogene (png/mg de tissu) dans les corps gras au
cours du stade nymphal des femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n= 6-8): ANOVA a deux

criteres de classification.

Source de
o SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement | 110,10 2 55,07 31,36 0,001***
Age 422,70 4 105,70 60,18 0,001***
Interaction 409,80 8 51,22 29,17 0,001 ***
Erreur
_ 79,03 45 1,76
résiduelle

*** - tres hautement significatif ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.
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1.2.3. Comparaison des effets de I’insuline et de la 20E sur le contenu en glycogéne
dans le corps gras

Une diminution dans les valeurs du glycogéne est retrouvée, au cours de chaque stade
pour les différentes séries; cependant, elle se produit plus t6t avec la 20E et plus tard avec
I’insuline.

Les deux molécules induisent le méme effet dans la teneur en glycogéne (Fig. 15); ainsi,
I’insuline et la 20E a faible dose présentent une augmentation dans les valeurs du contenu en
glycogene. L’analyse statistique confirme cet effet de I’insuline, a 5 (p= 0,001) et 7 jours (p=
0,005) a la dose la plus forte, mais seulement au jour 5 a la dose la plus faible. La 20E
présente une hausse dans le contenu en glycogéne au jour 7 mais, seulement, a la plus faible
dose. L’analyse de la variance a un critére de classification, effectuée pour chaque age et en
fonction des deux molécules utilisées, confirme ces résultats et montre, entre les traitements,
des différences significatives (p = 0,017) au jour 1, et des différences hautement significatives

aux jours 5et 7 (p =0,0003 ; p = 0,001).
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Figure 15.Effets de I’insuline et de la 20E, administrées (5, 10 pg) séparement par application
topique, le jour de I’exuviation nymphale, sur le contenu du glycogéne (ug/mg de tissu) dans le

corps gras au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n= 6-8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p <5 %).
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Les effets des deux molécules sur le contenu en glycogene chez les chrysalides femelles d’E.

kuehniella sont classés dans le tableau 15. L’insuline a 10pug montre, au cours du stade

nymphal, I’effet le plus important sur I’augmentation dans le contenu en glycogéne. La 20E, a

5 pg, montre un effet similaire a 1’insuline (10pug) seulement au jour 7. L’insuline a Sug agit

uniquement au jour 5 et de maniere comparable a la dose 10 pg.

Tableau 15. Comparaison des effets de I’insuline (5, 10 ng) et de la 20E (5, 10 pug),

administrées séparément par application topique, sur le contenu du glycogene, dans le corps

gras, au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella: Classement par le test

HSD de Tukey.
Age (Jours) Traitement Moyennes Groupes
Insuline (10pg) 141,40 A
Insuline (5uQ) 127,90 AB
1 Témoin 126 B
20E (10pg) 113 B
20E (5uQ) 110,80 B
Insuline (10uQ) 122,30 A
Insuline (5uQ) 111,30 AB
3 20E (5uQ) 108,50 AB
Témoin 106,80 AB
20E (10pg) 88,20 B
Insuline (10uQ) 129,60 A
Insuline (5ug) 109,90 AB
5 20E (5uQ) 81 BC
Témoin 66,50 C
20E (10pg) 60,30 C
Insuline (10uQ) 86,20 A
20E (5u0) 76,30 AB
7 Insuline (5ug) 65,80 ABC
20E (10pg) 56,60 BC
Témoin 48,50 C
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1. 3. Contenu en protéines

Chez les chrysalides femelles des séries témoins, le contenu en protéines, dans les corps
gras, diminue au cours du stade nymphal (Tab. 16).

1.3.1. Effets de I’Insuline

Le traitement aux deux doses d’insuline, montre, au cours du stade nymphal des
modifications dans le contenu en protéines. En effet, & la dose 10 pg et apres une diminution
au jour 1, les valeurs restent comparables. Cependant, a 5 g, aprés cette méme diminution,
une hausse dans les valeurs est notée aux jours 3 et 5; au jour 7, une baisse est, a nouveau,
observée.

La comparaison entre les séries témoins et traitées indique que 1’insuline entraine, une
augmentation dans le contenu en protéines a 3 (p = 0,03), 5 (p = 0,0004) (p = 0,02) et 7jours

(p =0,02 ; p=0,0009) ; I’effet dose, noté au jour 5, indique une baisse a 10 pg (p = 0,004).

Tableau 16. Effets de I’insuline administrée par application topique (5, 10 pg) le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en protéines (ug/mg de tissu) dans les corps gras au

cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n= 6-8).

Traitement . . .
Jours Témoin Insuline (5ug) | Insuline (10uQ)
85,90 + 4,10
0 A
1 71+420a 62,10+ 1,80 a 63,70 £ 6,50 a
B B BC
3 57+8,20a 76+1,20b 78,90+ 1,10b
CD C B
5 53,30+ 2,90 a 117+8,40b 73,80+ 4,70 ¢
D D BC
. 42,10+2,80a 69,10+ 8,50b 62,20+ 1,60 b
CE BC C

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.

Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages (p< 5 %).
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Les résultats relatifs a I’analyse de la variance a deux critéres de classification (Tab. 17),
révelent un effet traitement significatif (p = 0,011) mais aussi un effet 4ge et une interaction

entre ces deux critéres tres hautement significatifs (p < 0,001).

Tableau 17. Effets de I’insuline administrée par application topique (5 et 10 pg) le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en protéines (ug/mg de tissu) au cours du stade
nymphal des femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n= 6-8) : ANOVA a deux critéres de

classification.

Source de SCE ddl cM Fobs p
variation
Traitement 8,62 2 431 4,95 0,011*
Age 190,20 4 47,56 54,63 0,001***
Interaction 301,90 8 37,73 43,34 0,001***
Erreur
Résiduelle 39,18 45 0.87

**% . trés hautement significatif ; * : significatif ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ;
CM : carré moyen ; Fobs : F observeé ; p: niveau de significativité.

1.3.2. Effets de la 20E

Le traitement avec la 20E aux deux doses montre, au cours du stade nymphal, une
diminution dans le contenu en protéines ; cependant, a 5 jours une augmentation est notée,
particulierement, a la dose la plus faible.

La comparaison entre les séries témoins et traitées indique que la 20E montre, a la dose
la plus faible (5ug), une diminution dans le contenu en protéines au jour 1 (p = 0,03) mais une
augmentation aux jours 5 (p = 0,003) et 7 (p = 0,003). La 20E, a la dose la plus forte, révele
des valeurs comparables aux témoins (Tab.19). Les résultats relatifs a I’analyse de la variance
a deux critéres de classification (Tab. 20), révélent un effet traitement, age et interaction

traitement-age trés hautement significatifs (p < 0,001).
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Tableau 18. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg), le jour de

I’exuviation nymphale, sur le contenu en protéines (ug/mg de tissu) dans les corps gras au

cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n= 6-8).

Traitement
Jours Témoin 20E (5u0) 20E (10ug)
85,90 + 4,10
0 A
71+4,20a 58,10+ 1,70 b 65,70 + 30 ab
1 B B B
57+8,20a 5350+ 7,20a 66,20 £ 4,50 a
3 CD B B
53,30£2,90a 83,40+£5,60 b 70,60 £ 8 ab
5 D A AB
42,10+ 2,80 a 63+3,60b 53+4,20 ab
7 CE B B

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme &ge entre les différentes séries.

Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages (P < 5 %).

Tableau 19. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en protéines (ug/mg de tissu) au cours du stade
nymphal des femelles d’E. kuehniella (m = S.D, n= 6-8): ANOVA a deux critéres de

classification.

Sourcede | oo ddl CM Fobs P
variation
Traitement 14,68 2 7,34 8,52 0,007**
Age 121,50 4 30,38 35,29 0,001***
Interaction 216,50 8 27,06 31,43 0,001***
Erreur 38,75 45 0,86
résiduelle

*** - trés hautement significatif ; ** : hautement significatif ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des

écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité
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1.3.3. Comparaison des effets de I’insuline et de la 20E sur le contenu en protéines
dans le corps gras

La comparaison des effets de I’insuline et de la 20E a permis de révéler que ces deux
hormones entrainent une augmentation dans le contenu en protéines aux jours 5 et 7; cette
hausse se produit a 5 (p= 0,004) et 10 ug (p=0,01) pour I’insuline et seulement a 5 pug pour la
20E (p= 0,003); en outre, au jour 5, un effet dose est noté (p = 0,004). Au jour 3, seule
I’insuline induit une augmentation (p= 0,03) qui est comparable aux deux doses testées (Fig.
16). L’analyse de la variance a un critére de classification, effectuée pour chaque age et en
fonction des deux molécules utilisées, confirme ces résultats et montre des différences
significatives entre les traitements a 3 et 7 jours (p = 0,015 ; p = 0,01), et des différences trés

hautement significatives (p < 0,001) a 5 jours.
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Figure 16. Effets I’insuline et de la 20E, administrées (5, 10 pg) séparément par application
topique le jour de I’exuviation nymphale, sur le contenu en protéines (pug/mg de tissu) dans le

corps gras au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n= 6-8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p <5 %).

Le tableau 20 classe les effets des deux molécules testées sur le contenu en protéines,

dans le corps gras, au cours du stade nymphal, chez les chrysalides femelles d’E. kuehniella.
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Les résultats obtenus, grace au test HSD de Tuckey, révélent que seule 1’insuline induit un
effet sur le contenu en protéines au jour 3. L’insuline présente un effet plus marqué que la
20E particulierement au jour 5 de la chrysalide. L’insuline (5ug) et la 20E (5 pg) ont un effet

comparable au jour 7.

Tableau 20. Comparaison des effets de I’insuline (5, 10 nug) et de la 20E (5, 10 ug),
administrées séparément par application topique, le jour de 1’exuviation nymphale sur le
contenu en protéines, dans le corps gras, au cours du stade nymphal chez les femelles d’E.
kuehniella: Classement par le test HSD de Tukey.

Age (Jours) Traitement Moyennes Groupes
Témoin 71,00 A
20E (10p9) 65,70 A
1 Insuline (10pg) 63,70 A
Insuline (5ug) 62,10 A
20E (5p9) 58,10 A
Insuline (10Q) 78,90 A
Insuline (5ug) 76,00 AB
3 20E (10uQ) 66,20 BC
Témoin 57 C
20E (5u9) 53,50 C
Insuline (5uQ) 117 A
20E (5u0) 83,40 B
5 Insuline (10uQ) 73,80 BC
20E (10p9) 70,60 BC
Témoin 53,30 C
Insuline (5ug) 69,10 A
20E (5uQ) 63,20 A
7 Insuline (10uQ) 62,20 AB
20E (10pg) 53,00 AB
Témoin 42,10 B
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1. 4. Contenu en lipides

Le contenu en lipides, dans les corps gras, chez les chrysalides témoins d’E. kuehniella,
augmentent significativement aux jours, 3 (p = 0, 02), 5 (p = 0,003) et 7 (p = 0,01) au cours
du stade nymphal (Tab. 21).

1.4.1. Effets de ’Insuline

Chez les chrysalides d’E. kuehniella, traitées a 1’insuline, 1’augmentation dans le
contenu en lipides, observée chez les témoins, est retrouvée a 5 jours a la faible dose mais a 5
et 7 jours a la dose la plus forte; cependant, une diminution préalable est notée au jour 1 a
faible dose. La comparaison entre les séries témoins et traitées indique que 1’insuline entraine,
a 5 pg, une diminution dans le contenu en lipides totaux a tous les ages testés (1 jour p= 0,01;
3 jours p = 0,02 ; 5 jours p = 0,007 ; 7 jours p = 0,0005). L’insuline, a 10 pg, induit une
baisse, seulement au jour 5 mais avec une relation dose réponse; une diminution plus
importante est notée (p = 0,04) a la dose la plus faible.

Tableau 21. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5, 10 ug), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en lipides (ug/mg de tissu) dans les corps gras au cours

du stade nymphal des femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n= 6-8).

Traitement
Jours Témoin Insuline (5ug) Insuline (10pQ)
124,50 + 10,40
0 A
130,40 + 5,80 a 110,30+ 2,00 b 133,70 + 3,60 a
1 AB B A
145,70 £ 4,70 a 123,90+590b | 146,00 + 8,10 ab
3 B AB A
189,60 +8 a 145,80+ 7,70 b 177,60 £ 9,70 c
5 C AD B
229+ 7,20 a 157,80+ 7,70 b 213,90+ 6,20 a
7 D D C

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.

Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents dges (p <5 %).
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Les résultats concernant 1’analyse de la variance a deux critéres de classification (Tab.
22), révelent un effet traitement, age et interaction traitement-age trés hautement significatifs

(p < 0,001).

Tableau 22. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5, 10 ug) le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en lipides (ug/mg de tissu) au cours du stade nymphal
chez les femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n= 6-8): ANOVA a deux criteres de

classification.

Sourcede | .o ddl CM Fobs p
variation
Traitement | 316,80 2 158,40 | 103,60 0,001%**
Age 1729 4 43220 | 28270 0,001%**
Interaction | 275,60 8 34.45 2253 0,001%**
Erreur
Résiduelle 68,81 45 1,53

*** - trés hautement significatif; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.

1.4.2. Effets de la 20E

Au cours du stade nymphal, le contenu en lipides dans les corps gras, chez les
chrysalides traitées a la 20E, présente, pour les deux doses testées, une augmentation a 5 (5 pug
p =0,001; 10 pg p =0,003) et 7 jours (5 ug p = 0,01; 10 pg p = 0,001).

La comparaison des résultats obtenus entre les séries témoins et traitées a la 20E (5 ug,
10png) montre des valeurs statistiguement comparables dans le contenu en lipides (Tab. 23).
Par conséquent, aucun effet de la 20E n’est a noter sur ce parametre.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (Tab 24), révélent seulement

un effet age significatif (p < 0,001).
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Tableau 23. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 ug) le jour de

I’exuviation nymphale, sur le contenu en lipides (ug/mg de tissu), au cours du stade nymphal,

chez les femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n= 6-8).

Traitement
Jours Témoin 20E (5u0) 20E (10ug)
124,50 + 10,40
0 A
130,40 5,80 a 126,40 + 4,10 a 130,10 4,90 a
1 AB A A
145,70+ 4,70a | 127,30+ 13,40a | 138,30+5,90 a
3 B A A
189,60 8 a 210,80+ 7,70 a 183+8a
5 C B B
229+ 7,20 a 244,80 £5,60 a 230,40 £5,20 a
7 D C C

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.

Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme série entre les différents ages (P < 5 %).
Tableau 24. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 ug) le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en lipides (pg/mg de corps gras) au cours du stade
nymphal des femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n= 6-8): ANOVA a deux criteres de
classification.

Sourcede | oo ddl CM Fobs P
variation
Traitement 84,50 2 42 25 25,15 0,43
Age 2580 4 645 383,90 0,001***
Interaction | 359,10 8 44 89 26,72 0.08
Erreur 75,61 45 1,68
résiduelle

*** - trés hautement significatif (p< 0,001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM :

carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.



1.4.3. Comparaison des effets de ’insuline et de la 20E sur le contenu en lipides
dans le corps gras

La comparaison des effets des deux hormones sur le contenu en lipides (Fig. 16), a
permis de mettre en évidence que seule I’insuline, a la dose la plus faible, agit sur les lipides
en entrainant une diminution.

L’analyse statistique montre des différences entre les traitements; elles sont
significatives a 1 jour (p = 0,013), hautement significatives a 5 jours (p =0,009), et trés
hautement significatives a 7 jours (p < 0,001).

A 3 jours aucune différence significative n’est notée (p = 0,23).
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Figure 17. Effets de I’insuline et de la 20E, administrées (5, 10 pg) separément par application
topique le jour de I’exuviation nymphale sur le contenu en lipides (pg/mg de tissu) dans le

corps gras au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n=6-8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p < 5 %).
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Le tableau 25 présente les résultats sur le contenu en lipides dans les corps gras, a 1, 3, 5

et 7 jours chez les chrysalides femelles d’E. kuehniella, témoins et traitées aux deux

molécules testées. Le classement par le test HSD de Tuckey confirme que seule I’insuline

induit une diminution et que cet effet est plus important avec la dose la plus faible.

Tableau 25. Comparaison des effets de I’insuline (5, 10 pg) et de la 20E (5, 10 ug),

administrées séparéement par application topique, sur le contenu en lipides dans le corps gras

au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella: Classement par le test HSD de

Tukey.
Age (Jours) Traitement Moyennes Groupes

Insuline (10uQ) 133,7 A
Témoin 130,3 A
1 20E (10p9) 130,1 A
20E (5u9) 126,4 A
Insuline (5ug) 110,3 B
Insuline (10pg) 145,9 A
Témoin 145,7 A
3 20E (10pg) 138,3 A
20E (5u9) 127,3 A
Insuline (5ug) 123,9 A
20E (5u9) 210,7 A
Témoin 189,5 AB
5 20E (10pg) 182,9 AB
Insuline (10ug) 177,5 B

Insuline (5ug) 145,8
20E (5p9) 2448 A
20E (10pg) 230,3 AB
7 Témoin 229 AB
Insuline (10ug) 213,8 B
Insuline (5ug) 157,8 c
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2. Effets de ’insuline et de la 20E sur la reproduction

2.1. Effets de la 20E et de I’insuline en traitement simple sur les vitéllogénines dans
le corps gras

Les effets de I’insuline et de la 20E (5 et 10 pg) administrées, par application topique en
traitement simple, le jour de ’exuviation nymphale des femelles d’E. kuehniella, ont été
évalués, au cours de ce méme stade (1, 3, 5 et 7 jours), sur le contenu en vitellogénines dans
les corps gras.

Chez les chrysalides témoins, les vitellogénines montrent une valeur maximale au jour 5
qui est de I’ordre de 37,53 + 1,14 pug/mg de corps gras. Ces valeurs qui augmentent entre 3 et
5 jours (p=0,002) au cours du stade nymphal diminuent a la veille de I’exuviation adulte (p =
0,02).

2.1.1 Effets de ’insuline

Les deux doses d’insuline indiquent une évolution différente dans le contenu en
vitellogénines chez les chrysalides. En effet, le traitement a la dose la plus forte révéle une
évolution identique aux individus témoins; cependant, I’insuline a 5 pg induit une
augmentation dans les valeurs des vitellogénines qui se produit aux jours 1 et 3.

La comparaison entre les séries témoins et traitées montre que I’insuline a 5 ug entraine,
une augmentation significative dans le contenu en vitellogénines a 1 et 3 jours (p < 0,001); au
jour 5 de la chrysalide, une baisse est ensuite observée (p < 0,001). La forte dose d’insuline
montre des valeurs comparables aux individus témoins (Tab 26).

Les résultats relatifs a 1’analyse de la variance a deux criteéres de classification (Tab 27),
révelent des effets hautement significatifs dans le traitement et des effets tres hautement

significatif dans 1’age et dans I’interaction traitement-age.
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Tableau 26. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5, 10 ug), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en vitellogénines (ug/mg de tissu) dans les corps gras

au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n = 6-8).

Traitement
Jours Témoin Insuline (5ug) Insuline (10pQ)
22,84+0,34 a
0 A
24,74+ 1,06 a 38,59+ 0,72 b 2597+12a
1 A B A
25,19+155a 36,53 + 1,26b 2419+ 118a
3 A C A
3753+114a 33,04 £ 0,66b 37,12+ 1,07 a
5 B B B
32,15+x151a 31,41+0,82 a 31,48+0091a
7 C B C

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.

Les lettres majuscules comparent les valeurs d’une méme série entre les différents ages (p <5 %).

Tableau 27. Effets de I’insuline administrée par application topique (5, 10 ug), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu en vitellogenines (ug/mg de tissu) dans les corps gras
au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n= 6-8) : ANOVA a

deux critéres de classification.

Sourcede | oo dall CM Fobs D
variation
Traitement 215,70 2 107,80 8,87 0,006**
Age 8182 4 2046 140,30 0,001***
Interaction 1611 8 201,40 16,57 0,001***
Erreur
, . 486,30 40 12,16
résiduelle

*** . tres hautement significatif ; ** : hautement significatif ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des

carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.
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2. 1. 2 Effets de la 20E

La 20E, aux deux doses testées, induit une augmentation dans le contenu en
vitellogénines qui apparait plus t6t au cours du stade nymphal (jour 1); une diminution dans
ces valeurs se produit & 7 jours de maniere similaire aux individus témoins. La comparaison
entre les séries témoins et traitées avec la 20E, indique que le contenu en vitellogenines

augmente aux jours 1, 3, 5 et 7 aux deux doses testées (p < 0,001); au jour 3, un effet dose-

réponse est noté (p = 0,003) (Tab 28).

Les résultats relatifs a 1’analyse de la variance a deux critéres de classification (Tab 29),

révélent des effets dans le traitement, 1’4ge et I’interaction traitement-age tres hautement

significatifs (p < 0,001).

Tableau 28. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg), le jour de

I’exuviation nymphale, sur le contenu des vitellogénines (ug/mg de tissu) dans les corps gras au

cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n = 6-8).

Traitement
Jours Témoin 20E (51Q) 20E (10pg)

22,84+0,34a

0 A
2474+106a | 3859+0,74b | 40,07+0,77b

1 A B B
2519+ 155a 37,34+06b 41,59 +0,79

3 A B BD
3753+114a 575+0,24 b 56,51+ 2,14 b

5 B C C
3215+15la | 4315+148b | 44,02+1,07b

7 C D D

es lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.
Les lett 1 t 1 1 d’ tre les différent

Les lettres majuscules comparent les valeurs d’une méme série entre les différents ages (p <5 %).
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Tableau 29. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg), le jour de
I’exuviation nymphal, sur le contenu des vitellogénines (ug/mg de tissu) dans les corps gras
au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m = S.D, n= 6-8) : ANOVA a
deux critéres de classification.

Source de SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement | 1016 2 508,10 | 13.17 0,001%**
Age 16326 4 4082 | 124,60 | 0,001%**
Interaction | 3088 8 386 10,01 0,001%**
Erreur 1543 40 38,57
résiduelle

*** - trés hautement significatif ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.

2.1 .3. Comparaison des effets de ’insuline et de la 20E sur les vitellogenines

La comparaison des moyennes montre que la 20 E a un effet plus important que
I’insuline (5pug) sur le contenu en vitellogénines dans le corps gras aux jours 1 et 3; en outre,
un effet similaire est noté au jour 3 entre les faibles doses de 20E et d’insuline. Au jour 5,
c’est un effet opposé entre les deux hormones qui est observé. Au jour 7, seule la 20E induit
une augmentation dans le contenu en vitellogénines (Fig. 18).

L’analyse de la variance a un critére de classification, confirme ces résultats et montre
des différences tres hautement significatives (p < 0,001) entre les traitements pour les deux
doses au cours du stade nymphal.

Le tableau 30 présente le contenu en vitellogenines dans le corps gras, a 1, 3, 5 et 7
jours chez les chrysalides femelles d’E. kuehniella, témoins et traitées aux deux molécules
testées. Les reésultats obtenus, grace au test de Tuckey, ont permis d’identifier trois groupes a

1 et 3 jours et 2 groupes a 5 et 7 jours. La 20E, aux deux doses, montre un effet plus important
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que I’insuline (5 pg) sur le contenu en vitellogénines aux jours 1 et 3 mais aux jours 5 et 7,

seul ’effet 20E est noté. La forte dose d’insuline reste sans effet.
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Figure 18. Effets de I’insuline et de la 20E, administrées (5, 10 pg) séparément, par application
topique, le jour de I’exuviation nymphale, sur le contenu en vitellogénines dans le corps gras
(ng/mg de tissu) au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n = 6-
8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p <5 %).



Tableau 30. Comparaison des effets de I’insuline (5, 10 pug) et de la 20E (5, 10 ug),
administrées séparément par application topique, sur le contenu en vitellogénines dans le
corps gras, au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella: Classement par le
test HSD de Tukey.

Age (Jours) Traitement Moyennes Groupes
20E (10pg) 40,07 A
20E (509) 38,59 A
1 Insuline (5uQ) 32,36 B
Insuline (10ug) 25,97 C
Témoin 24,74 C
20E (101) 41,59 A
20E (510) 37,34 A
3 Insuline (5uQ) 36,53 B
Témoin 25,19 C
Insuline (10pg) 24,19 C
20E (510) 57,5 A
20E (1019) 56,51 A
5 Témoin 37,53 B
Insuline (10pg) 37,12 B
Insuline (5pg) 33,04 B
20E (10ug) 44,02 A
20E (519) 43,15 A
7 Témoin 32,15 B
Insuline (10ug) 31,48 B
Insuline (5p9) 31,41 B

2. 2. Effets de la 20E et I’insuline en traitement combiné sur les vitellogénines

La 20 E a été administrée a 5 et 10 pg, le jour de I’exuviation nymphale puis 1’insuline a
été appliquée aux deux doses (5, 10 pug) et a deux périodes différentes aprés la 20E (age
nymphal : 3 ou 5 jours). L’effet du traitement combiné a été évalué, au cours du stade

nymphal, sur le contenu en vitellogenines dans le corps gras.




La figure 19 montre, a tous les ages, une stimulation de la production des vitellogenines
(p < 0,0001) pour les différentes combinaisons testées, excepté, aux jours 5 et 7, quand
I’application d’insuline est effectuée a 10 pg, au jour 5. La comparaison entre les traitements
combinés présente un effet similaire sur les vitellogénines au jour 1 mais a tous les ages
suivants I’augmentation observée est fonction de la dose d’insuline et/ou de la période
d’application. Aux jours 3 et 5, la hausse dans le contenu en vitellogénines est fonction de la
dose d’insuline et non de la période d’application; ainsi, une hausse plus importante est notée

quand I’insuline est appliquée a 10 pg au jour 3, eta 5 pg au jour 5.
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Figure 19. Effets de la 20E et de I’insuline, administrée (5, 10 ug) en traitement combiné, par
application topique (3 ou 5 jours du stade nymphal) sur le contenu (ug/mg de corps gras) en

vitellogénines au cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n = 6-8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p <5 %).

L’augmentation des vitellogénines, en fin de stade nymphal, dépend non seulement de
la dose d’insuline mais aussi du moment d’application; ainsi, des valeurs plus importantes

dans le contenu en vitellogénines sont notées avec la plus faible dose d’insuline appliquée au



jour 3 de la nymphe; en outre, I’insuline a 5 pg, appliquée au jour 5 de la nymphe, induit un
effet plus important comparativement a 1’insuline 10 pug administrée au jour 3.

L’analyse de la variance a un critére de classification, effectuée pour chaque age,
confirme ces résultats et montre des différences trés hautement significatives (p< 0,0001)
entre les traitements & 1, 3, 5 et 7 jours.

Le classement, grace au test HSD de Tukey (Tab. 33), des effets du traitement combiné
sur le contenu des vitellogénines, chez les femelles d’E. kuehniella, a permis d’identifier deux
groupes au cours du stade nymphal.

Le traitement combiné avec la 20E et I’insuline montre a 1 et 3 jours du stade nymphal, le
méme effet pour les différentes combinaisons réalisées; ainsi, 1’augmentation notée dans le
contenu en vitellogénines se produit pour les deux doses de 20E (administrées le jour de
I’exuviation nymphale) et pour les deux doses d’insuline appliquée aux jours 3 ou 5 du stade
nymphal. Cette augmentation est retrouvée, également, aux jours 5 et 7, excepté quand la
I’insuline a 10 pg est appliquée au jour 5 du stade nymphal; en effet, ce type de combinaison

présente des valeurs dans le contenu en vitellogénines qui est comparable aux séries témoins.
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Tableau 31. Comparaison des effets de la combinaison de la 20E (5, 10 pg a I’émergence) et
de I’insuline aux deux doses (5 et 10 pg a 3 ou 5 jours apres émergence), sur le contenu en
vitellogénines dans le corps gras au cours du stade nymphal chez les femelles d’E.

kuehniella: Classement par le test HSD de Tukey.

Age (Jours) Traitement Moyennes Groupes

20E + Insuline j3 (10ug) 40,07 A

20E + Insuline j5 (10ug) 40,07 A

1 20E + Insuline j3 (5ug) 38,59 A
20E + Insuline j5 (5ug) 38,59 A

Témoin 24,74 B

20E + Insuline j3 (10ug) 41,59 A

20E + Insuline j5 (10ug) 41,59 A

3 20E + Insuline j3 (5ug) 37,34 A
20E + Insuline j5 (5ug) 37,34 A

Témoin 25,19 B

20E + Insuline j3 (5ug) 59,97 A

20E + Insuline j5 (5uQ) 57,8 A

5 20E + Insuline j3 (10uQ) 49,95 A
Témoin 37,53 B

20E + Insuline j5 (10pg) 37,41 B

20E + Insuline j3 (5u0) 58,39 A

20E + Insuline j5 (5uQ) 55,21 A

7 20E + Insuline j3 (10ug) 45,09 A
20E + Insuline j5 (10ug) 32,39 B

Témoin 32,15 B




2. 3. Effets de la 20E et de I’insuline en traitement simple sur les vitellines dans les
ovaires

Les effets de la 20E (5, 10 pg) et de I’insuline (5 et 10 pg) administrés par application
topique en traitement simple, le jour de I’exuviation nymphale, ont été évalués, sur le contenu
des vitellines ovariennes chez les adultes femelles d’E.kuehniella a 1’émergence.
Les vitellines ovariennes, chez les femelles d’E kuehniella, a I’émergence, ont une valeur de
I’ordre de 88,94 + 3,90 chez les séries témoins.

2. 3. 1. Effets de I’insuline

Le traitement a I’insuline induit une augmentation dans le contenu en vitellines
ovariennes, seulement a la dose la plus faible (Tab. 32); en effet, la forte dose montre une

valeur comparable a celle des individus témoins.

Tableau 32. Effets de I’insuline, administrée, par application topique (5, 10 ug), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le contenu des vitellines ovariennes (ug/mg), chez les adultes

femelles d’E.kuehniella a I’émergence (m + S.D, n = 4- 6).

Insuline

5 Hg 10 ug

Témoin

88,94 +3,90 a 107,28 +3,20 b 98,46 £ 2,10 ab

Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%

2. 3. 2. Effets de la 20E
A 1’émergence, les adultes femelles d’E kuehniella traitées a la 20 E, présentent une
hausse significative dans le contenu en vitellines ovariennes avec une relation dose réponse

(Tab. 33); un effet plus important est noté a la dose la plus faible (p = 0,001).



Tableau 33. Effets de la 20 E, administrée par application topique (5, 10 ug), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le taux des vitellines ovariennes (ug/mg d’ovaire), dans les ovaires

des adultes femelles d’E.kuehniella a I’émergence (m = S.D, n = 4-6).

20E
Témoin 5 ug 10 ug

88,94 £3,90 a 276,60+ 10 Db 127,21 +1,10c

Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%

2. 3. 3. Comparaison des effets de I’insuline et de la 20E sur le contenu des vitellines
ovariennes

La comparaison des effets de I’insuline et de la 20 E sur le contenu en vitellines
ovariennes, chez les adultes femelles d’E. kuehniella a 1I’émergence, montre que la 20E induit,
comparativement a 1’insuline, une augmentation plus importante sur la teneur en vitellines; en

outre, la faible dose de 20E induit un effet plus drastique (Fig. 20).
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Figure 20. Effets de I’insuline (5, 10 pg) et de la 20E (5, 10 pg), administrées séparément par
application topique le jour de I’exuviation nymphale, sur le contenu en vitellines ovariennes,

(Hg/mg) a I’émergence chez les adultes femelles d’E.kuehniella (m £ S.D, n = 4-6).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p < 5 %).
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L’analyse de la variance a un critére de classification confirme ces résultats et montre

des différences trés hautement significatives (p < 0,001) entre les traitements et pour les deux
doses (5 pg et 10u9).
Les effets des différents traitements ont été classés, grace au test HSD de Tuckey (Tab. 34).
La 20E révele un effet plus important que 1’insuline (5 pg) sur ’augmentation dans le contenu
des vitellines ovariennes; la faible dose de 20E a un effet plus drastique. La forte dose
d’insuline présente des valeurs comparables a celles des individus témoins.

Tableau 34. Comparaison des effets de I’insuline (5, 10 pg) et de la 20E (5, 10 pg),
administrées separément par application topique, sur le contenu en vitellines ovariennes a

I’émergence chez les femelles d’E. kuehniella : Classement par le test HSD de Tukey.

Traitement Moyennes Groupes
20E (5u0Q) 276,58
20E (10ug) 127,21 B
INS (5ug) 107,28
INS (10pg) 98,46 DC
Témoin 88,94 D

2. 4. Effets de la 20E et de I’insuline en traitement combiné sur les vitellines ovariennes

La 20 E a été administrée aux deux doses (5, 10ug), le jour de I’exuviation nymphale
puis I’insuline a été administrée aux deux doses (5, 10pg) et & deux périodes différentes (3 ou
5 jours) aprés la 20E. L’effet du traitement combiné a, ensuite, été évalué sur le contenu en
vitellines dans les ovaires a I’émergence des adultes femelles.

La comparaison des divers traitements combinés entre la 20E et I’insuline sur le contenu
en vitellines ovariennes, chez les adultes femelles d’E. kuehniella a 1’émergence, indique,
comparativement aux témoins, une augmentation dans le contenu en vitellines quand

I’insuline est appliquée au jour 5 du stade nymphal avec les deux doses et au jour 3 seulement
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a la faible dose; les valeurs pour ce paramétre reste comparable aux témoins lorsque 1’insuline

est appliquée au jour 3 a la dose la plus forte (Fig. 21).
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Contenu en vitellines ovareinnes

Figure 21. Effets de la 20E (5, 10 pg) et de I’insuline (5, 10 pg), administrées en traitement
combingé, par application topique (jours 3 ou 5 de la nymphe) sur le contenu en vitellines
ovariennes (ng/mg) a I’émergence des femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n = 6-8).

Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%

L’analyse de la variance a un critére de classification, effectuée en fonction des deux
molécules utilisées, confirme ces résultats et montre des différences significatives (p = 0,01)
entre les traitements pour les deux combinaisons aux deux doses 5 g et 10ug.

Les résultats obtenus, grace au test HSD de Tuckey (Tab. 35) ont permis d’identifier
trois groupes. Les différents traitements réalisés entrainent une augmentation dans les
vitellines ovariennes; cependant, I’insuline a la dose la plus forte (10 pg), appliquée au jour 5
apres la 20E (10 pg), induit ’effet le plus important. Les traitements combinés avec 1’insuline
a faible dose, appliquée aprés la 20E (5 pg) au jour 3 ou 5 du stade nymphal induisent des
effets comparables. Le traitement combiné ou I’insuline a 10 pg est appliquée au jour 3 apres

la 20E (10 pg) ne montre aucun effet.
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Tableau 35. Comparaison des effets de I’insuline (5, 10 pug) et de la 20E (5, 10 pg),
administrées en traitement combiné par application topique, sur le contenu des vitellines

ovariennes chez les femelles d’E. kuehniella a 1’émergence: Classement par test le HSD de

Tukey.
Traitement Moyennes Groupes
20E + Insuline j5 (10uQ) 107,58
20E + Insuline j5 (5uQ) 101,37 B
20E + Insuline j3 (5uQ) 101,23 B
20E + Insuline j3 (10ug) 97,95 BC
Témoin 88,94 c

2.4. Effets de I’insuline et de la 20E sur les ecdystéroides dans les ovaires

Les effets de I’insuline et de la 20E, administrés (5 et 10 ug) par application topique le
jour de I’exuviation nymphale des femelles d’E. kuehniella, ont été évalués, sur les
ecdystéroides ovariens a I’émergence des femelles adultes.

Chez les séries témoins, une valeur de 2235 + 220,90 pg équivalent 20E est enregistrée
le jour de I’émergence des adultes femelles d’E. kuehniella.

2. 4.1. Effets de I’insuline

Le traitement des chrysalides femelles induit une diminution dans les valeurs
hormonales sans relation dose-réponse; en effet, les valeurs, significativement différentes, par
rapport aux séries témoins, sont de 335,30 + 51,97 et 552,10 + 85,50 pg équiv 20E chez les

séries traitées avec 5ug et 10ug d’insuline, respectivement, (p=0,001; p = 0,002) (Tab. 36).
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Tableau 36. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5 et 10 pg), le jour de
I’exuviation nymphale sur la quantité des ecdystéroides ovariens (pg équiv 20E) a I’émergence
des adultes femelles d’E.kuehniella (m = S.D, n = 6-8).

Insuline
Témoin
S ug 10 pg
2235 + 220,90 335,30 + 51,97 552,10 + 85,50
a b b

Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%.

2. 4. 2. Effets de la 20E

La 20E, appliquée le jour de I’exuviation nymphale des femelles, induit, aux deux doses
testées, une baisse dans les valeurs des ecdystéroides ovariens chez les adultes a I’émergence
(5ug p = 0,007; 10 pg p=0,001). La 20E, a la dose la plus faible, présente une diminution plus

drastique (p < 0,001) sur les valeurs hormonales (Tab. 37).

Tableau 37. Effets de la 20E, administrée (5 et 10 pg) par application topique le jour de
I’exuviation nymphale, sur la quantité des ecdystéroides ovariens (pg équiv 20E) le jour de

I’émergence des adultes femelles d’E.kuehniella (m £ S.D, n = 6-8).

20E
Témoin
5 ug 10 ug
2235 + 220,90 161,70 + 23,90 343,70+ 7,14
a b C

Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%.
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2. 4. 3. La comparaison des effets de ’insuline et la 20E sur les ecdystéroides
ovariens

La comparaison des effets de I’insuline et de la 20E sur le contenu en ecdystéroides
ovariens, le jour de I’émergence des adultes femelles d’E. kuehniella, révéle des effets
similaires correspondant a une baisse dans les valeurs hormonales (Fig. 22).

La 20E a la dose la plus faible induit un effet plus drastique sur la diminution dans le
contenu en ecdystéroides ovariens. La 20E a la dose la plus forte et I’insuline aux deux doses

montrent un effet similaire.
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Figure 22. Effets de la 20E et de I’insuline, administrées (5 et 10 ug) séparément par
application topique, le jour de I’exuviation nymphale, sur la quantité des ecdystéroides
ovariens (pg équiv 20E) a I’émergence des adultes femelles d’E.kuehniella (m £ S.D, n = 6-
8).
Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%.

L’ANOVA a un critére de classification, suivie du test de HSD de Tuckey (Tab. 38)
confirment ces reésultats et mettent en évidence des différences tres hautement significatives

(p < 0,001) entre les traitements. Les résultats obtenus, ont permis d’identifier trois groupes:

le premier comporte les témoins, le second est représenté par les traités a ’insuline et a la
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forte dose de la 20E, et le dernier groupe englobe les traités a la faible dose de 20E. Ainsi, la
faible dose de 20E entraine la baisse la plus importante; la forte dose de 20E et I’insuline aux

deux doses induisent un effet comparable sur le contenu en ecdystéroides ovariens.

Tableau 38. Comparaison des effets de la 20E (5, 10 pg) et de I’insuline (5, 10 ng),
administrées separément par application topique, sur la quantité des ecdystéroides ovariens
(pg équiv 20E) a I’émergence des adultes femelles d’E.kuehniella: Classement par le test
HSD de Tukey.

Traitement Moyennes Groupes
Témoin 2235,30 A
Insuline (10ug) 552,10 B
20E (10pg9) 343,70 B
Insuline (5uQ) 335,30 B
20E (5g) 161,70 c

2. 5. Potentiel reproducteur

Les effets de I’insuline et de la 20E administrées (5 et 10 pg) par application topique, le
jour de I’exuviation nymphale des femelles d’E. kuehniella, ont été évalués, sur la durée des
périodes de préoviposition et d’oviposition, sur le nombre d’ceufs pondus (fécondité) et sur le

pourcentage d’éclosion (fertilité).

2.5.1 Effets de I’insuline et de la 20 E sur la période de préoviposition
La période de préoviposition chez les femelles témoins est de 1,40 + 0,24 jours; le
traitement a I’insuline et a la 20E n’affecte pas ce paramétre qui reste comparable pour toutes

les séries (Fig. 23).
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Figure 23. Effets de et de la 20E I’insuline, administrées (5, 10 pg) séparément par
application topique, le jour de I’exuviation nymphale, sur la durée de la période de

préoviposision (jours) chez les adultes femelles d’E. kuehniella. (m £ S.D, n = 6-8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p <5 %).

2.5.2. Effets de ’insuline et de la 20 E sur la période d’oviposition
La période d’oviposition qui est de 3,8 £ 0,37 jours chez les femelles témoins est plus
courte apres traitement a ’insuline a 5 et 10 pg (p = 0,02 ; p = 0,03); les deux doses utilisées

ont un effet similaire sur la durée de la période d’oviposition (Tab. 39).

Tableau 39. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5, 10 ug), le jour de
I’exuviation nymphale, sur la durée de la période d’oviposition (jours) des adultes femelles
d’E. kuehniella (m = S.D, n = 6-8).

Insuline

Témoin 5 ug 10 pg

3,80+0,37 a 2,60+£0,37b 250+043b

Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%.
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La 20E n’affecte pas la période de préoviposition; en effet, les résultats obtenus

montrent des valeurs comparables entre les femelles des séries témoins et traitées (Tab. 40).

Tableau 40. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg), le jour de

I’exuviation nymphale, sur la durée de la période d’oviposition (jours) des adultes femelles

d’E. kuehniella (m = S.D, n = 6-8).

Témoin

20E

5 g

10 ug

3,80+0,37a

4,00+0,25a

3,83+0,47 a

Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%.

2.5.3. Effets de ’insuline et de 1a 20 E sur la fécondité

La fécondité ou le nombre d’ceufs pondus par femelle chez E. kuehniella est de 189 +
3.2 ceufs chez les individus témoins.
L’insuline entralne, aux deux doses testées, une réduction significative par rapport aux

témoins (p < 0,001) ; en outre, un effet dose-dépendant (p = 0,0016) révele une diminution

plus forte a 5 ug (Tab. 41).

Tableau 41. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5, 10 pg), le jour de

I’exuviation nymphale, sur la fécondité (nombre d’ceufs pondus) des adultes femelles d’E.

kuehniella (m £ S.D, n = 6-8).

Témoin

Insuline

5 ug

10 ug

189+ 3,20 a

118,20+ 1,28 b

127,40+ 1,56 c

Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%.
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La 20E entraine, aux deux doses testées, une réduction significative de la fécondité par

rapport aux témoins (p<0,001); un effet dose-réponse est observé (p<0,001) (Tab. 42).

Tableau 42. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg), le jour de
I’exuviation nymphale, sur la fécondité (nombre d’ceufs pondus) des adultes femelles d’E.

kuehniella (m £ S.D, n = 6-8).

20E

Témoin 5 ug 10 ug

189+ 3,20 a 155,70 +3,37b 123,70+ 2,26 c

Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%.

2. 5. 4. Effets de ’insuline et de la 20 E sur le pourcentage d’éclosion

Chez les séries témoins, la fertilité ou le pourcentage d’éclosion des ceufs est de 92,7 +
2,5 %. Le traitement a I’insuline entrainent une réduction de la fertilité; ainsi, des valeurs de
78,34 £ 2,44 % (p = 0,002) et 79,43 + 3,96 (p = 0,001) dans le pourcentage d’éclosion sont

enregistrées pour les doses 5 et 10 pg d’insuline respectivement (Tab. 43).

Tableau 43. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5, 10 pg), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le pourcentage d’éclosion (%) des adultes femelles d’E. kuehniella

(m£S.D, n=6-8).

Insuline

Témoin 5 ug 10 pg

92,70+2,50 a 78,34+ 244 Db 79,43+3,96 b

Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%.
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La 20E réduit significativement le pourcentage d’éclosion des ceufs comparativement
aux témoins et une baisse plus drastique (p = 0,005) est notée avec la plus faible dose (Tab.
44); en effet, les valeurs dans le pourcentage d’éclosion des ceufs sont de 63,10 £+ 5,32 & 5ug

(p <0,001) et de 80 + 6,60 a 10ug (p = 0,01).

Tableau 44. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10ug), le jour de
I’exuviation nymphale, sur le pourcentage d’éclosion (%) chez les adultes femelles d’E.

kuehniella. (m = S.D, n = 6-8).

20E
Témoin 5 g 10 pg

92,70+ 2,50 a 63,10+532Db 80,00 £ 6,60 c

Les valeurs suivies des mémes lettres minuscules sont comparables au seuil de 5%.

2. 5. 5. Comparaison des effets de Dl’insuline et de la 20E sur le potentiel
reproducteur

Période d’oviposition

La comparaison des moyennes de la période d’ovipisition, montre que I’insuline réduit
la période d’oviposition aux deux doses alors que la 20E n’a aucun effet (Fig. 24). L’ANOVA
a un critére de classification confirme ces résultats et met en évidence des différences
significatives (p= 0,01) entre les traitements pour les deux doses d’insuline.

Le tableau 45 montre les résultats obtenus, grace au test HSD de Tuckey, et révele
I’existence de deux groupes. Il apparait que pour la période d’oviposition, la durée la plus

courte est induite apres traitement avec I’insuline.
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Figure 24. Effets de la 20E et de I’insuline, administrées séparément (5, 10 pg), par
application topique, le jour de I’exuviation nymphale, sur la durée de la période d’oviposition

(jours) chez les femelles d’E. kuehniella. (m = S.D, n = 6-8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p <5 %).

Tableau 45. Comparaison des effets de 1’insuline (5, 10 pg) et de la 20E (5, 10 pg),
administrées séparément par application topique, sur la période d’oviposition chez les

femelles d’E. kuehniella : Classement par le test HSD de Tukey.

Traitement Moyennes Groupes
20E (5u9) 4,00 A
20E (10pg) 3,83 A
Témoin 3,80 A
Insuline (5uQ) 2,60 B
Insuline (10pg) 2,50 B

Fécondite
La comparaison des moyennes deux a deux grace au test de Student révele que 1’insuline
aux deux doses et la 20 E a la dose la plus forte réduisent la fécondité avec un effet plus

drastique par rapport a la faible dose de 20E (Fig. 25).
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Figure 25. Effets de la 20E et de I’insuline, administrées séparément par application topique (5,
10 pg) le jour de I’exuviation nymphale, sur la fécondité (nombre d’ceufs pondus) chez les

adultes femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n = 6-8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p <5 %).

L’analyse de la variance a un critére de classification, confirme ces résultats et met en
évidence des différences trés hautement significatives (p < 0,001). Le tableau 46, présentant
les résultats du test HSD de Tuckey, montre que la forte dose de 20E et les deux doses
d’insuline ont un effet similaire. Seule, la 20E a 5 pg induit la baisse la moins drastique sur la

fécondité des femelles.

Tableau 46. Comparaison des effets de I’insuline (5, 10 pg) et de la 20E (5, 10 pg),
administrées séparément par application topique, sur la fécondit¢ des femelles d’E.

kuehniella: Classement par le test HSD de Tukey.

Traitement Moyennes Groupes
Témoin 189,80 A
20E (5u) 155,66 B
INS (10ug) 127,40 C
20E (10pg) 123,66 C
INS (5u0) 118,20 C
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Fertilité

La comparaison des moyennes montre que les deux molécules induisent une réduction de

la fertilité mais cet effet est plus important avec la plus faible dose de 20E (Fig. 26).
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Figure 26. Effets de la 20E et de I’insuline, administrées séparément par application topique (5,

10 pg), le jour de I’exuviation nymphale sur la fertilité (%) des adultes femelles d’E. kuehniella.

(m+S.D, n=6-8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries (p <5 %).

Les résultats de I’ANOVA a un criteére de classification relatifs a la comparaison entre
les deux molécules utilisées, mettent en évidence des différences tres hautement significatives
(p <0,001).

Le tableau 47 présente le classement des effets des deux molécules testées sur la fertilité
chez les femelles d’E. kuehniella. Le test HSD de Tuckey, effectué aprés 1’analyse de la
variance montre 1’existence de trois groupes et confirme les résultats obtenus par le test « t »
de Student. Ainsi, ’insuline et la 20E aux deux doses, induisent une diminution de la fertilité
des femelles comparativement aux témoins; cependant, la faible dose de 20E présente la

réduction la plus drastique.

68



Tableau 47. Comparaison des effets de 1’insuline et de la 20E (5, 10 pg), administrées
séparément par application topique, sur la fertilité des adultes femelles d’E. kuehniella:

Classement par le test HSD de Tukey.

Traitement Moyennes Groupes
Témoin 92,70 A
20E (10pg) 80,00 B
Insuline (10pg) 79,43 B
Insuline (5ug) 78,43 B
20E (5u9) 63,10 C

3. Effets de ’insuline et de la 20E sur le stress oxydatif chez les males et les femelles d’E.
kuehniella

Les effets de I’insuline et de la 20E, administrées (5 et 10 pg), séparément, par
application topique le jour de I’exuviation nymphale, ont été évalués sur le stress oxydatif
chez les males et femelles d’E. kuehniella. Les résultats sur I’activité spécifique de la catalase,
obtenus au cours du stade nymphal (1, 3, 5 et 7 jours), sont exprimés en micromoles par
minutes et par milligramme de protéines (WM/min/mg de protéines).

3. 1. Effets de I’insuline chez les femelles

Les valeurs de I’activité spécifique de la catalase chez les chrysalides femelles d’E.
kuehniella témoins et traitées a 1’insuline au cours du stade nymphal (0, 1, 3, 5 et 7 jours) sont
représentées dans le tableau 48. Chez les chrysalides témoins d’E. kuehniella, P’activité
spécifique de la catalase, montre une augmentation entre 3 et 5 jours puis un retour a des
valeurs de base est ensuite noté. Les individus traités a 1’insuline montrent, selon la dose
testée, une évolution différente dans le profil de I’activité spécifique de la catalase

comparativement aux témoins; en effet, a la plus forte dose, la hausse dans le stress oxydatif

69



au jour 1 est suivie par une diminution dans les valeurs de la catalase des le jour 3. La faible
dose d’insuline montre une augmentation du stress oxydatif au cours du stade nymphal avec,
néanmoins, une diminution au jour 3.

La comparaison entre les séries témoins et traitées montre que ’insuline induit des
effets différents en fonction des doses mais aussi en fonction de 1’dge des nymphes.
L’augmentation de ’activité de la catalase est observée au jour 1 (p = 0,02) a la forte dose
mais au jour 7 a la faible dose (p = 0,003). La diminution de ’activité de la catalase est notée,
au jour 3 aux deux doses d’insuline (p = 0,001 ; p = 0,005) mais aussi au jour 5 a la dose la

plus forte (p = 0,002) seulement.

Tableau 48. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5, 10 ug), le jour de
I’exuviation nymphale, sur I’activité spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéine) au

cours du stade nymphal chez les femelles d’E.kuehniella (m £ S.D, n = 6-8).

Jours Traitement Témoin Insuline (5ug) Insuline (10uQ)
0 0,52 £ 0,08
A
1 0,66 £ 0,09 a 0,79+0,03a 099+£0,71b
AC B B
3 0,53+0,02a 0,34£0,02b 0,37+£0,03b
AC C C
5 0,73+£0,06 a 0,73£0,05a 0,38+£0,02b
B B C
. 0,45+ 0,08 a 0,99+0,08b 0,46 £ 0,17 a
C D C

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.

Les lettres majuscules comparent les valeurs d’une méme série entre les différents ages (p <5 %).

Les résultats relatifs a I’analyse de la variance a deux critéres de classification (Tab.

49), révelent des effets hautement significatifs dans le traitement (p = 0,01), trés hautement
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significatifs dans I’age (p < 0,001), et significatifs dans 1’interaction traitement-age (p =
0,03).
Tableau 49. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5, 10 pg), le jour de
I’exuviation nymphale, sur ’activité spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéine) au
cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m + S.D, n=6-8): ANOVA a deux

critéres de classification.

Source de
o SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement 0,40 2 0,20 7,04 0,010**
Age 3,06 4 0,76 26,73 0,001***
Interaction 0,76 8 0,09 3,31 0,030*
Erreur 157 55 003
résiduelle

*** - tres hautement significatif ; ** : hautement significatif ; * : significatif ; ddl : degré de liberté ; SCE

: somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.

3. 2. Effets de la 20E chez les femelles

Les chrysalides femelles d’E. kuehniella, traitées a la 20E, montrent, aux deux doses
testées, une évolution similaire dans le profil de I’activité spécifique de la catalase; en effet, la
hausse dans le stress oxydatif au jour 1 est suivie par une diminution dans les valeurs de la

catalase au jour 3; une tendance a I’augmentation est de nouveau observée entre 5 et 7 jours.

La comparaison entre les séries témoins et traitées montre que la 20E entraine, une
diminution de I’activité spécifique de la catalase a 3 et 5 jours et une augmentation a 1 et 7
jours; par ailleurs, ces effets sont modulés non seulement en fonction de 1’age des nymphes
mais aussi en fonction des doses. L’augmentation de 1’activité de la catalase, présente une

relation dose-réponse au jour 1 (p = 0,02) et au jour 7 (p = 0,01). Au jour 3, la diminution, de
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I’activité de la catalase, est seulement notée, a la dose la plus élevée (p = 0,003) ; au jour 5, un

effet dose-dépendant révéle que la faible dose induit la plus forte diminution (p = 0,01) (Tab.

50).

Tableau 50. Effets de la 20E, administrée, par application topique le jour de I’exuviation

nymphale sur I’activité spécifique de la catalase (LM/min/mg de protéine) au cours du stade

nymphal chez les femelles d’E.kuehniella (m £ S.D, n = 6-8).

Traitement
Jours Témoin 20E (5u0) 20E (10u9)
0,52 +0,08
A

0,66 £0,09 a 1,20+ 0,05 b 157+0,11c

AC B B
0,53+0,02a 0,61+£0,03a 0,33+£0,01b

AC AC C
0,73+0,06 a 0,46+0,01b 054+0,01c

B A A
0,45+ 0,08 a 0,66 +0,02b 1,070,110 ¢c

C C D

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme 4age entre les différentes séries.

Les lettres majuscules comparent les valeurs d’une méme série entre les différents ages (p <5 %).

Les résultats relatifs a I’analyse de la variance a deux critéres de classification (Tab. 51),
révelent un effet dans le traitement et 1’age trés hautement significatif (p < 0,001), mais ne

présentent aucun effet dans 1’interaction traitement-age (p = 0,332).
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Tableau 51. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg) le jour de
I’exuviation nymphale, sur ’activité spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéine) au
cours du stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella (m £ S.D, n= 6-8): ANOVA a deux

criteres de classification.

Sourcede | oo dall CM Fobs P
variation
Traitement 1,42 2 0,71 17,63 0,001***
Age 191 4 0,48 11,89 0,001 ***
Interaction 0,37 8 0,05 1,17 0,332
Erreur 241 60 0,04
résiduelle

*** : trés hautement significatif (p< 0,001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.

3. 3 Comparaison de I’effet de I’insuline et de la 20E sur le stress oxydatif chez les
femelles

La comparaison des effets de I’insuline et de la 20E sur 1’activité spécifique de la catalase
chez les femelles d’E. kuehniella, est précisée dans la figure 27. Les résultats montrent un effet
similaire sur le stress oydatif pour les deux molécules testées. Ainsi, aux jours 3 et 5, une
diminution dans les valeurs de la catalase est enregistrée; le pouvoir antioxydant, noté est
similaire entre les deux hormones au jour 3 mais est plus important, au jour 5 a la dose la plus
forte d’insuline. Les faibles doses de 20E et d’insuline ont des valeurs comparables aux témoins
a 3 et 5 jours respectivement. Une augmentation dans les valeurs de la catalase est observée aux
jours 1 et 7 avec les deux molécules; la 20E agit avec un effet dose mais 1’insuline agit au jour 1

a la forte dose mais au jour 7 a dose la plus faible (Fig. 27).
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Figure 27. Effets de la 20E (5, 10 pg) et de I’insuline (5, 10 pg), administrées séparément,
par application topique, le jour de I’exuviation nymphale, sur 1’activité spécifique de la
catalase (UM/min/mg de protéine) au cours du stade nymphal chez les femelles d’E.
kuehniella (m = S.D, n = 6-8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme &ge entre les différentes séries (p <5 %).

L’analyse de la variance a un criteére de classification, effectuée pour chaque age et en
fonction des deux molécules utilisées, confirme ces résultats et montre des différences
hautement significatives (p < 0,01). Le tableau 52 présente les résultats du test HSD de
Tuckey qui a permis le classement des effets des deux molécules sur le stress oxydatif.
L’insuline et la 20E ont un pouvoir antioxydant qui est similaire aux jours 3 et 5 du stade
nymphal. Au jour 3, I’insuline agit aux deux doses et la 20E seulement a la dose la plus forte
mais au jour 5, la 20E agit aux deux doses et I’insuline seulement a la dose la plus élevée. La
20E, a 10 pg, présente a 1 et 7 jours un stress oxydatif qui est le plus important. L’insuline a

10 pug montre, a 1 jour, des effets similaires a ceux trouvés avec la faible dose de 20E.



Tableau 52. Comparaison des effets de I’insuline (5, 10 pg) et de la 20E (5, 10 ug),
administrées séparément par application topique, le jour de I’exuviation nymphale, sur

I’activité spécifique de la catalase (UM/min/mg de protéine) au cours du stade nymphal des

femelles d’E.kuehniella: Classement par le test HSD de Tukey.

Age (Jours) Traitement Moyennes Groupes
20E (10pQ) 1,57 A
1 20E (5u) 1,21 B
Insuline (10ug) 0,99 B
Insuline (5uQ) 0,80 C
Témoin 0,66 c
20E (5ug) 0,62 A
Témoin 0,53 A
3 Insuline (10pg) 0,37 B
Insuline (5uQ) 0,34 B
20E (10pg) 0,33 B
Témoin 0,73 A
Insuline (5uQ) 0,73 A
5 20E (10pg) 0,55 B
20E (510) 0,46 B
Insuline (10pg) 0,38 B
20E (10pQ) 1,08 A
Insuline (5uQ) 0,99 AB
7 20E (5u0) 0,66 BC
Teémoin 0,48 C
Insuline (10ug) 0,46 ¢
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3 .4. Effets de I’insuline chez les males

Les valeurs de I’activité spécifique de la catalase au cours du stade nymphal (0, 1, 3, 5
et 7 jours) chez les chrysalides males d’E. kuehniella témoins et traitées a 1’Insuline sont
représentées dans le tableau 53.

Chez les chrysalides témoins d’E. kuehniella, I’activité spécifique de la catalase montre
une augmentation significative au jour 1 (p < 0,001), puis les valeurs restent stables.
L’insuline n’affecte pas I’activité spécifique de la catalase au cours du stade nymphal.

Les résultats relatifs a I’analyse de la variance a deux critéres de classification (Tab. 54)
révelent un effet trés hautement significatif (p < 0,001) pour le critére age et pas d’effets

significatifs pour le critére traitement (p = 0,43) et pour I’interaction traitement age (p = 0,08).

Tableau 53. Effets de I’insuline, administrée par application topique le jour de I’exuviation
nymphale sur 1’activité spécifique de la catalase (UM/min/mg de protéine) au cours du stade

nymphal des males d’E.kuehniella (m £ S.D, n = 6-8).

Traitement
Jours Témoin Insuline (5ug) Insuline (10uQ)

0 0,57+0,04 a
A

1 0,73£0,01a 0,73+£0,02a 0,72+0,03 a
B B BC

3 0,71+0,01a 0,66 + 0,02 a 0,64 £0,03a
B A AB

5 0,72+0,02a 0,78 +0,02a 0,82+0,03a
B C C

7 0,75+0,02 a 0,81+0,02a 0,67+0,04a
B BC B

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.

Les lettres majuscules comparent les valeurs d’une méme série entre les différents ages (p <5 %).
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Tableau 54. Effets de I’insuline, administrée par application topique (5, 10 ug) le jour de
I’exuviation nymphale, sur 1’activité spécifique de la catalase au cours du stade nymphal chez

les méles d’E. kuehniella (m = S.D, n= 6-8): ANOVA a deux criteres de classification.

Sourcede | o op ddl CM Fobs P
variation
Traitement 0,01 2 0,003 0,84 0,43
Age 0,40 4 0,10 28 0,001***
Interaction 0,05 8 0,006 1,85 0,08
Erreur
Résiduelle 0.19 53 0,003

*** - trés hautement significatif (p< 0,0001) ; ddI : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré
moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.

3. 5. Effets de la 20E chez les méles

Chez les individus males traités a la 20E, I’augmentation du stress qui apparait au jour 1
chez les témoins se produit plus tard (jour 5) au cours du stade nymphal; ceci pour les deux
doses testées.

Chez les chrysalides méles d’E. kuehniella, la comparaison entre les séries témoins et
traitées a la 20E montre une réduction, dans I’activité spécifique de la catalase (Tab. 55), aux
jours 1 et 3, aux deux doses testées, mais aussi au jour 7, seulement, a la forte dose (p = 0,04).

Les résultats relatifs a ’analyse de la variance a deux critéres de classification (Tab. 56),
révelent des effets trés hautement significatifs (p < 0,001) pour les critéres traitement et age;

cependant |’interaction traitement age ne présente aucun effet significatif (p = 0,33).



Tableau 55. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg) le jour de

I’exuviation nymphale, sur ’activité spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéine) au

cours du stade nymphal chez les males d’E.kuehniella (m = S.D, n = 6-8).

Traitement

Jours Témoin 20E (5u0) 20E (10ug)

0 0,57+£0,04 a
A

1 0,73+0,01a 0,57+0,05b 0,59+£0,03b
B A A

3 0,71+0,01a 0,57+£0,02b 0,59+£0,03b
B A A

5 0,72+0,02a 0,74+0,01a 0,74 £0,02 a
B B B

; 0,72+0,02a 0,62 £0,02 ab 0,59+£0,05b
B AB A

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries.

Les lettres majuscules comparent les valeurs d’une méme série entre les différents ages (p <5 %).

Tableau 56. Effets de la 20E, administrée par application topique (5, 10 pg) le jour de
I’exuviation nymphale, sur I’activité spécifique de la catalase au cours du stade nymphal chez

les méles d’E. kuehniella (m + S.D, n= 6-8): ANOVA a deux criteres de classification.

Sourcede | oo dall CM Fobs P
variation
Traitement 1,42 2 0,71 17.63 0,001***
Age 1,91 4 0,48 11,89 0,001***
Interaction 0,37 8 0,05 1,17 0,33
Erreur
Résiduelle 241 60 0,04

**% . trés hautement significatif (p< 0,001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ;

CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p: niveau de significativité.



2.5.6 Comparaison de ’effet de I’insuline et de la 20E sur Pactivité spécifique de la
catalase chez les males

Chez les males d’E. kuehniella, la comparaison des effets de I’insuline et de la 20E sur
I’activité spécifique de la catalase au cours du stade nymphal, montre que seul le traitement a la
20E induit un pouvoir antioxydant de par, une diminution dans 1’activité¢ spécifique de la

catalase (Fig. 28).

L1 Témoin
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Figure 28. Effets de la 20E (5ug, 10ug) et de I’insuline (5ug, 10ug), administrées séparément,
par application topique, le jour de I’exuviation nymphale sur I’activité spécifique de la catalase
(UM/min/mg de protéine) au cours du stade nymphal chez les males d’E.kuehniella (m £ S.D,
n= 6-8).

Les lettres minuscules comparent les valeurs d’un méme age entre les différentes séries. (p <5 %).

L’analyse de la variance confirme le pouvoir antioxydant de la 20E chez les males et
montre des différences hautement significatives (p = 0,003) a 1 jour et significatives (p <
0,01) a 3 et 7 jours; par ailleurs, aucune différence n’est notée au jour 5. Le tableau 57
présente le classement des effets de la 20E et de I’insuline sur le stress oxydatif, a 1, 3, 5 et 7
jours chez les chrysalides méles d’E. kuehniella. 1l apparait que seule la 20E aux deux doses

induit un pouvoir antioxydant aux jours 1, 3 et 7 du stade nymphal.
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Tableau 57. Comparaison des effets de I’insuline (5, 10 pg) et de la 20E (5, 10 ug) sur

I’activité spécifique de la catalase (UM/min/mg de protéine) au cours du stade nymphal chez

les méles d’E. kuehniella: Classement par le test HSD de Tukey.

Age (Jours) Traitement Moyennes Groupes
Témoin 0,73 A
Insuline (5ug) 0,73 A
1 Insuline (10pg) 0,72 AB
20E (10pg) 0,59 BC
20E (510) 0,57 c
Témoin 0,71 A
Insuline (5uQ) 0,66 AB
3 Insuline (10pg) 0,64 AB
20E (10pg) 0,59 B
20E (510) 0,57 B
Insuline (10pg) 0,82 A
Insuline (5uQ) 0,77 A
5 20E (510) 0,75 A
20E (10pg) 0,74 A
Témoin 0,71 A
Insuline (5uQ) 0,81 A
Témoin 0,72 AB
7 Insuline (10pg) 0,67 AB
20E (5ug) 0,62 B
20E (10pg) 0,59 B
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DISCUSSION



DISCUSSION

1. Effets de ’insuline et de la 20E sur les principaux constituants biochimiques du corps
gras

Le corps gras, d’origine mésodermique, est I'un des tissus les plus importants pour les
processus de maintenance et de reproduction (Gillott, 1995; Roma et al. 2010; Hansen et al.,
2014). 1l constitue le site de synthése et de stockage des glucides, lipides et protéines,
molécules indispensables dans les processus nutritifs et énergétiques (Keely, 1985; Van
Hensden & Law, 1989 Dapporto et al., 2008; Zhou & Miesfeld, 2009). Ces réserves ou
sources d’énergie transportées vers les organes utilisateurs, via 1’hémolymphe (Downer,
1985), sont controlées par des hormones régulatrices (Keeley, 1985) dont I’insuline. Cette
hormone principale du métabolisme énergétique permet, par le stockage des métabolites dans
les tissus adipeux, de maintenir I’homéostasie de 1’organisme (Badisco et al. 2013). Chez les
individus témoins d’E. kuehniella, la diminution dans le contenu en glucides observée durant
le stade nymphal pourrait s’expliquer par 1’énergie utilisée pour le processus de
métamorphose (Lehninger et al. 1993). La réduction dans les valeurs du glycogene, forme
essentielle de mise en réserves des glucides, au jour 3 de la vie nymphale coincide avec
I’apolyse (El Ouaer et al., 2010) et pourrait étre liée a la synthése de la chitine nécessaire a
I’élaboration de la cuticule adulte (Yezli-Touiker & Soltani-Mazouni, 2011). Les résultats
obtenus montrent que 1’insuline humaine, induit, dans les corps gras chez E. kuehniella, une
augmentation dans le contenu en glucides, dont le glycogene, tout comme les ILPs endogénes
synthétiques (Brown et al. 2008). 1l apparait, également, que la 20E présente sur les contenus
en glycogene un effet comparable a celui de 1’insuline confirmant ainsi des travaux antérieurs
réalisés chez D. melanogaster (Beckstead et al. 2005; Hou et al. 2012). En outre, la 20E est
citée comme un inhibiteur de la glycolyse durant la métamorphose chez Bombyx mori (Tian et

al. 2010). L’action similaire de I’insuline et de la 20E sur le métabolisme des sucres pourrait
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s’expliquer par le fait que ces deux hormones semblent inhiber, chez E. kuehniella, les mémes
mécanismes moléculaires que D. melanogaster et H. armigera (Puig & Mattila 2011; Hou et
al. 2012).

Chez les chrysalides témoins d’E. kuehniella, la baisse des protéines enregistrée pourrait
étre en relation avec le dépot des protéines cuticulaires et 1’organogénése adulte (Soltani
1990; El Ouaer et al. 2010). Par ailleurs, le processus de vitellogénése qui se déroule au cours
du stade nymphal chez E. kuehniella (Zimowska et al.1991; EIl Ouaer et al. 2010) peut aussi
expliquer la diminution notée dans les valeurs des protéines. Nos résultats indiquent que
I’insuline provoque, chez les nymphes d’E. kuehniella une augmentation des proteines dans le
corps gras, conformément aux roles connus des ILPs et, en accord avec ce qui est noté chez A.
aegypti (Graf et al. 1997). La 20E présente, a faible dose, une action similaire a celle de
I’insuline et I’absence d’effet a la dose la plus forte serait peut étre liée a un processus de
régulation; ceci en accord avec le role de cette hormone dans la régulation des protéines (Rao
et al., 2016) mais aussi a I’interaction qui est citée entre 1’insuline et la 20E (Cai et al., 2016).
En début de stade nymphal, le traitement a la 20E chez E. kuhniella induit, cependant, une
réduction des protéines qui est retrouvée, chez un autre Iépidoptere, Plodia interpunctella
traité, également, avec la méme hormone (Rharrabe et al. 2009); cette baisse pourrait étre liée
a la synthese des enzymes nécessaires a la dégradation de la 20E exogene ou encore au role
possible de la 20E dans la protéolyse au cours de la mue ou la métamorphose (Cai et al.,
2016).

La diminution des glucides et des protéines, observée chez les chrysalides témoins d’E.
kuehniella, peut étre également liée a leur possible conversion en lipides (Lehninger et al.
1993); ils constituent une énergie mobilisable rapidement lors d’un jetine et ceci peut
expliquer I’augmentation notée au cours du stade nymphal. L’insuline, testée a la dose la plus

forte est sans effet sur les lipides et ceci est en accord avec les travaux menés chez D.



melanogaster (Ceddia et al., 2003) et A. aegypti (Brown et al., 2008); par ailleurs, la voie de
signalisation de I’insuline étant un régulateur possible dans la modulation de la teneur en
lipides (Baumann et al., 2013), la diminution de ce métabolite, observée a la faible dose

(5 ng), semble s’expliquer. Aprés application de la 20E, les taux de lipides, chez E.
kuehniella, restent comparables & ceux des séries témoins, confirmant les travaux réalisés
chez d’autres espéces de Lépidopteres comme Plodia interpunctella (Rharrabe et al., 2009) et
Bombyx mori (Wang et al., 2010).

Ainsi, les résultats montrent, non seulement, des effets de 1’insuline humaine mais aussi le
role de la 20E sur le métabolisme des nymphes d’E. kuehniella. Tatar et al. (2003) avait
suggéré le fait que beaucoup d’effets attribués seulement I’insuline pouvaient étre induits par
les ecdystéroides. En outre, dans les corps gras, chez D. melanogaster, Colombani et al.
(2005) ont noté que I’ecdysone peut étre régulée a travers la modulation de la voie de la
signalisation de I’insuline (via FoxO); cette hypothese est aussi reprise, récemment, par

Herboso et al., (2015) et Fu et al., (2016).

2. Effets de ’insuline et de l1a 20E sur la reproduction

Chez les Iépidopteres comme chez E. kuehniella, I’ovaire est de type méroistique
polytrophique. Comprenant 8 a 10 ovarioles, il est constitué par un tube épithélial
mésodermique dans lequel les ovocytes sont en succession linéaire liée a leur développement
(William, 1971); chaque ovariole est caractérisée par I’existence de deux zones
fonctionnelles, le germanium apical et le vitellarium (Cassier et al., 1997). Le germanium
contient des cellules germinales primordiales qui engendrent par division les ovocytes et les
cellules nourriciéres et somatiques (Cassier et al., 1997). Le vitellarium permet aux follicules
ovariens (ovocytes, entourés par une assise de cellules folliculaires), d’accumuler des réserves

(vitellus) et d’acquérir, ensuite des enveloppes protectrices de 1’oeuf, sécrétées par le follicule,

83



appelées enveloppe vitelline et chorion (Raikhel & Dhadialla, 1992). La phase
d’accroissement des ovocytes ou vitellogénése (Cassier al., 1997), étape essentielle de la
reproduction correspond a la synthése des vitellogénines par le corps gras puis a leur
incorporation dans I’ovocyte pour la formation des vitellines. Ce processus est sous controle
endocrine et est régit principalement par I’HJ et la 20E (Telfer et al. 2009; Delanoue et al.,
2010 ; Yamanaka et al. 2013 ; Belles & Piulachs, 2015). La vitellogénese, chez E. kuehniella,
s’effectue pendant la vie nymphale (Zimowski et al., 1991) et, une augmentation dans le
contenu en vitellogénines est notée entre 3 et 5 jours chez les séries témoins; ce pic dans les
valeurs des vitellogénines est contemporain avec 1’augmentation des ecdystéroides signalée
dans divers travaux (Zimowska et al. 1991; El Ouaer et al. 2010). La 20E (5 et 10 pg) et
I’insuline (5 ng), testées séparément, entrainent, toutes deux, une augmentation dans le
contenu en vitellogénines et vitellines. Ce résultat est en accord avec les observations de
Parthasarathy et al (2010) qui signalent une potentialisation de la synthese des vitellogénines
et des vitellines par la 20E. Par ailleurs, les travaux de Roy et al (2007) chez Aedes aegypti
montrent que I’insuline entraine, également, une augmentation des vitellogénines; chez A.
aegypti, il a été démontré in vitro, un effet stimulateur direct de 1’insuline bovine sur la
synthése des protéines ovariennes (Graf et al., 1997). En outre, la littérature précise que les
voies de signalisation insuline et 20E sont essentielles dans la vitellogénése et la maturation
des ovocytes (Okada et al., 2010 ; Parthasarathy & Palli, 2011); ainsi, I’augmentation des
vitellogénines mais aussi des vitellines, dans les résulats obtenus, peut étre expliquée. La
diminution dans le contenu en vitellogénines, observée au jour 5 du stade nymphal, apres
application de I’insuline pourrait étre liée a une régulation par les hormones endogenes mais
aussi a I’interaction moléculaire citée entre I’insuline et I’HJ (Parthasarathy & Palli 2011;
Suren-Castillo et al., 2012, Cai et al., 2016; Fu et al., 2016). L’insuline peut également agir en

combinaison avec les acides aminés et la 20E comme un troisieme composant régulant les
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vitellogénines (Roy et al. 2007); cet effet régulateur sur les vitellogénines pourrait expliquer
I’absence d’effet observé avec I’insuline a la dose la plus élevée (10png). La stimulation des
vitellogénines et vitellines, suite au traitement combine, met en évidence les effets similaires
de I’insuline et de la 20E et pourrait suggérer une potentialisation éventuelle dans la synthése
de ces protéines; par ailleurs, les modulations observées en fonction de la dose d’insuline
et/ou de la période d’application, semblent étre en faveur de 1’interaction et/ou de l’inter-
régulation, citée dans la littérature, entre ces deux hormones (Puig & Mattila, 2011 ; Quinn et
al., 2012; Antonova et al., 2012; Yamanaka et al., 2013; Herboso et al., 2015; Fu et al.,
2016). Les interactions insuline/20E ou insuline/JH, basées sur des relations complexes via le
facteur de transcription FoxO, sont mises en évidence mais restent a 1’étude (Yamanaka et al.,
2013; Antonova et al., 2012; Fu et al., 2016).

La stéroidogénése ovarienne, chez les insectes, est une remarquable cible pour I’insuline
(Riehle & Brown, 1999). L’insuline bovine stimule, in vitro, chez A. aegypti (Riehle and
Brown, 1999) et chez Phormia regina (Maniere et al., 2004) la synthése des ecdystéroides
ovariens. Il a été reporté que I’insuline bovine peut augmenter la production des ecdystéroides
dans les ovaires chez A. aegypti (Riehle & Brown 1999; Brown et al., 2008) et que 1’insuline
porcine stimule également ce méme paramétre chez la méme espéce (Graf et al., 1997).
Cependant, I’insuline des mammiferes, semble constituer de mauvais agoniste pour la
production des ecdystéroides, comparativement aux ILPs endogenes (Brown et al., 2008).
Chez E. kuehniella, 1’évaluation des ecdystéroides ovariens, avant ou aprés hydrolyse
enzymatique par une estérase de foie de porc, révéle que les ecdystéroides conjugués
représentent seulement 8,37% de la quantité totale en ecdystéroides (Yezli et al.,
communication personnelle). Dans nos résultats, I’application de 20E et d’insuline montre,
comparativement aux témoins, des effets similaires correspondant a une diminution des

ecdystéroides libres ovariens. L’action similaire des deux hormones est probablement le fait
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de l'intervention du méme mécanisme moléculaire (Puig & Mattila 2011). L’effet le plus
marqué, noté avec la faible dose de 20E, peut suggérer une régulation endocrine; par ailleurs,
in vivo, différents facteurs (hormones, peptides et protéines kinases) peuvent affecter la
biosynthese hormonale (Belles & Piulack, 2015) ; en outre, les ecdystéroides peuvent avoir un
role sur leur propre syntheése via, un effet feedback sur I’axe de la PTTH (cerveau) et/ou via
une action directe sur les organes ecdysiogéniques (GP et/ou autres sources comme les
ovaires) (Belles & Piulack, 2015). Par ailleurs, chez les larves de D. melanogaster, la
sécrétion des ILPs est corrélée avec une réduction dans la synthése d’ecdysone (Herboso et
al., 2015). Chez les espéces de Lépidopteres, de récentes études montrent la régulation par les
ILPs de la production des ecdystéroides par les glandes prothoraciques; ceci, peut étre, de par
les signaux de 1’état nutritionnel et via la PTTH (Antonova et al., 2012). Par ailleurs, le role
des ILPs, li¢ a I’hormone ecdystéroidogénique, (OEH) stimulant la production des
ecdystéroides dans les ovaires n’est pas encore clair.

La diminution des ecdystéroides ovariens, chez E.kuhniella, pourrait étre liée a I’impact
négatif noté sur le potentiel reproducteur. En effet, les ecdystéroides synthétisés par les
cellules folliculaires ovariennes, stimulent I’ovulation, ont un roéle majeur dans la maturation
des ceufs et contrélent le développement embryonnaire (Gade & Hoffmann, 2005; Lafont et
al., 2005; Parthasarathy et al., 2010; Gancz et ., 2011; Konig et al., 2011; Ting, 2013). En
outre, la voie de signalisation de I’insuline agit sur la différenciation de 1’ovaire et est
essentielle aux derniers stades de la maturation folliculaire (Okada et al. 2010). Les résultats
obtenus révelent que la 20E et I’insuline induisent une reduction de la fécondité et de la
fertilité chez les femelles adultes d’E.kuhniella. Cet impact sur le potentiel reproducteur est en
accord avec la littérature ou il est noté que la voie de signalisation de I’insuline peut affecter,
via I’HJ, la reproduction (Rauschenbach et al., 2014; Fu et al., 2016) et réduire la fécondité

(Baumann et al., 2013). Similairement, la 20E ou les agonistes des ecdystéroides provoquent
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également une baisse de la fertilité et de la fécondité (Lanot et al., 1989; Swevers et al., 1999;
Sun et al., 2000; Dhadialla et al., 1998; 2005). Cependant, et malgré 1’action similaire des
deux hormones sur le nombre d’ceufs pondus, 1’effet le plus drastique est noté pour la dose la
plus faible d’insuline et pour la dose la plus forte de 20E. L’effet variable de la 20E, observé
en fonction de la dose administrée, a été cité par des études antérieures (Chudakova et al.,
1982); en effet, I'injection de petites doses stimule la fécondité, alors que de fortes doses
I’inhibent. La diminution dans le nombre d’ceufs pondus, notée dans nos résultats apres
traitement a I’insuline et a la 20E, peut étre attribuée a une résorption des ovocytes (Salem et
al., 1997), une inhibition de la croissance des ovaires et des ovocytes (Seixas et al., 2008) ou
encore a une baisse de Iattractivité sexuelle (Kuo et al.,2012). Kuo et al. (2012) et Baumann
et al. (2013) notent également que I’insuline affecte négativement le pourcentage d’ceufs
éclos. Ce parametre semble, aussi étre lié a la diminution des ecdystéroides ovariens. En effet,
les ecdystéroides présents dans les ceufs sont d’origine maternelle et une réduction peut
affecter I’embryogénese et inhiber 1’éclosion des ceufs (Hoffmann, 1980, Sonobe et Yamada,
2004, Lafont et al., 2005). Ainsi, la baisse dans le pourcentage des ceufs éclos, notée apres
traitement avec I’insuline et la 20E, peut s’expliquer. Néanmoins, malgré la réduction de la
fécondité observée, le traitement a I’insuline et la 20E ne modifie pas la période de
préoviposition. Cependant, la période d’oviposition est plus courte apres traitement a
I’insuline aux deux doses; ceci peut étre expliqué par le fait que I’insuline stimule la
maturation des ceufs et peut, par conséquent, réduire la période de ponte (Brown et al., 2008).
Nos resultats montrent que la 20E semble ne pas affecter la période d’oviposition mais cet
¢lément semble étre controversé dans la littérature; en effet, la 20E stimule I’oviposition chez
Ornithodoros moubata (Ogihara et al., 2007) alors que le RH2485 (agoniste des

ecdystéroides) I’inhibe chez E.kuhniella (Soltani-Mazouni et al., 2012).
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L’ajustement des fonctions du systéme endocrine et la voie de signalisation de I’insuline
sont contrdlées par un méme mécanisme moléculaire (Puig & Mattila 2011); par conséquent,
un role régulateur est suggéré dans le processus de reproduction ou I’HJ et la 20E sont

impliquées et interagissent (Quinn et al., 2012; Yamanaka et al., 2013; Fu et al., 2016).

3. Effets de ’insuline et de la 20E sur P’activité de la catalase

La catalase (CAT), est une enzyme cytosolique inductible dont la fonction est de
protéger les systemes biologiques contre les dommages liés au stress oxydatif (Roméo et al.,
2000). C’est une enzyme héminique, elle contient donc des atomes de fer au sein de hémes
qui constituent les sites actifs de la protéine. Cette enzyme catalyse la réduction du peroxyde
d’hydrogene en eau et en oxygéne moléculaire (Digiulio et al., 1989; Orbea et al., 2002). La
catalase est trés utilisée comme biomarqueur de stress oxydatif (Van der-oost et al., 2003 ;
Napierska & Barsiene, 2009). Celui-ci apparait quand les ERO «espéces réactives a
I’oxygene», produits hautement nocifs provenant de la respiration cellulaire, sont en exces
dans I’organisme par rapport aux défenses anti-oxydantes naturelles (Velki et al., 2011).
L’augmentation dans la concentration de ces ERO est une menace contre 1’intégrité¢ des
processus cellulaires (Puig & Mattila 2011). Chez les séries témoins d 'E. kuehniella, la hausse
du stress oxydatif, observée entre 3 et 5 jours, peut étre expliquée par le métabolisme lié aux
divisions cellulaires et a la différenciation au cours de la métamorphose (Puig & Mattila
2011). Apres application de 20E et d’insuline, les résultats obtenus sur le stress oxydatif, sont
différents entre les chrysalides males et femelles d’E. kuehniella. Chez les males, 1’insuline
n’a pas d’effet mais la 20E induit un pouvoir antioxydant aux jours 1, 3 et 7 en accord avec la
litterature (Krishnan et al., 2007); 1’absence d’effet au jour 5 pourrait étre lié au pic hormonal
d’ecdystéroides concomittant, relié¢ au processus de mue (Elouaer, 2006; 2010), suggérant une

régulation avec I’hormone endogene. Chez les femelles, le pouvoir antioxydant est également
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noté aux jours 3 et 5 apres application, non seulement de 20E mais aussi d’insuline; chez les
femelles, cette période coincide, aussi, avec le pic hormonal endogene lié a la mue. Ainsi, a la
différence des males, le processus de vitellogénese chez les femelles permettrait d’expliquer
la sensibilisation a I’insuline. 11 faut préciser, cependant, que 1’effet le plus important est not¢,
au jour 3, avec la forte dose de 20E mais au jour 5, avec la forte dose d’insuline. A 1’opposé, a
1 et 7 jours, il est noté chez les femelles, un stress oxydatif qui est plus important au jour 1 et
avec la forte dose de 20E et au jour 7 la faible dose d’insuline. Les effets similaires de
I’insuline et de la 20E sur le pouvoir antioxydant notés dans nos résultats, s’expliquent par le
mécanisme moléculaire commun qui joue un rdle central dans les voies de signalisation de
I’insuline et de la 20E mais aussi de la protection de 1’organisme contre le stress oxydatif
(Puig & Mattila 2011; Tettweiler et al., 2005). La modulation dans le stress oxydatif,
retrouvée chez les femelles, semble étre effectuée par I’insuline, en accord avec la littérature
(Tettweiler et al., 2005; Krishnan et Kodrik, 2011) via le facteur FoxO (Junger et al., 2003;
Puig & Mattila, 2011). Par ailleurs, les effets différents sur le stress oxydatif, dépendants de
I’age des chrysalides et/ou des doses d’insuline ou de 20E utilisées pourraient étre lies a des
modulations et/ou interactions entre ces deux hormones (Puig & Mattila, 2011; Herboso et al.,

2015; Cai et al., 2016; Fu et al., 2016).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les résultats sur les aspects métaboliques montrent que I’insuline humaine peut agir
chez E. kuehniella. Les récepteurs d’insuline, hautement conservés et I’action d’un méme
mécanisme moléculaire peuvent expliquer cette action; en outre, des études suggerent que de
multiples ILPs peuvent activer le méme récepteur insuline et stimuler la transduction du
signal. Les différences d’action entre I’insuline humaine et les ILPs endogénes peuvent étre
expliquées par une spécificité de la liaison entre 1’insuline et le récepteur. Parallélement, la
20E agit aussi sur le contrdle du métabolisme et entraine des effets similaires a ceux induits
par I’insuline. L’insuline humaine induit, chez E. kuehniella, les effets connus pour les
glucides et les protéines mais pas pour les lipides. La stabilité dans les contenus en lipides
peut étre expliquée par une balance entre leur utilisation et leur stockage. Les variations dans
le contenu en métabolites chez les nymphes, observées en fonction de 1’age et de la dose,
peuvent étre liées a la mobilisation de 1’énergie nécessaire au cours de la métamorphose et/ou
une eventuelle régulation par les hormones endogénes; la diminution des lipides, a faible dose
d’insuline, serait en faveur de cette hypothese.

L’insuline et la 20E stimulent les vitellogénines et les vitellines mais des différences
sont observées en fonction de la dose et du moment d’application; un effet plus important est
notée avec la 20E. Le traitement combiné avec les deux molécules indique, un effet similaire
sur la stimulation de la vitellogénese pour la majorité des combinaisons. Cependant, 1’absence
d’effet a la forte dose d’insuline en traitement simple ou combinée ou encore 1’effet de la
période d’application de I’insuline (3j) ou 5 j) semblent étre en faveur d’une interaction
hormonale et/ou d’une régulation. L’insuline et la 20E induisent une diminution dans les
ecdystéroides ovariens, expliquant la réduction du potentiel reproducteur (fécondite, fertilité
et pourcentage d’éclosion des ceufs), de par leur réle dans I’ovulation et le développement

post-embryonnaire. La période d’oviposition est plus courte aprés traitement a 1’insuline et ce,
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de par I’intervention de cette hormone dans la maturation des ceufs; la 20E semble ne pas
affecter la période d’oviposition mais ce dernier résultat reste controversé dans la littérature.
La période de préoviposition n’est pas affectée par les deux hormones testées.

L’insuline et la 20E agissent sur le stress oxydatif mais cet effet differe entre les males
et les femelles d’E. kuehniella; ceci pourrait étre lié a la reproduction des femelles.
Cependant, le pouvoir antioxydant noté, pour les deux sexes au milieu du stade nymphal,
pourrait suggérer un lien avec le pic concomitant des ecdystéroides endogenes. Par ailleurs,
chez les femelles, les résultats montrent également des effets variables dépendants de 1’age
des chrysalides et/ou des doses d’insuline ou de 20E utilisées.

En définitive, D’application topique de la 20E et de I’insuline humaine chez E.
kuehniella révéle des effets similaires sur tous les parametres considérés. Les modulations
observées qui sont fonction des doses et des ages peuvent étre expliquées par les interactions
possibles entre I’insuline et les ecdystéroides; ceci, en particulier, quand les deux hormones
sont impliquées dans le contrle des mémes fonctions. Chez E. kuehniella, nos résultats
montrent que 1’insuline agit au niveau du corps gras mais ne peut stimuler la stéroidogénése
ovarienne. Des études montrent que les ILPs peuvent différer dans leur capacité a activer
divers processus physiologiques; en effet, a des doses similaires, les ILPs ne peuvent activer
des processus métaboliques dans le corps gras mais activent, in vitro, la production des
ecdystéroides.

De futures investigations sont nécessaires pour comprendre comment de multiples ILPs
interagissent avec un récepteur d’insuline et coordonnent divers processus physiologiques et
comportementaux dans différents tissus. Les mécanismes d’action de I’insuline et de la 20E
restent, en outre, a clarifier. Par ailleurs, un traitement combiné entre 1’insuline humaine et la
20E, a différentes doses et différents temps d’application, parait nécessaire afin de préciser les

interactions entre ces deux hormones (métabolisme, reproduction et stress oxydatif).
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RESUME

Les effets de I’insuline humaine et de la 20E, testées séparément (5 et 10 ug) par
application topique le jour de I’exuviation nymphale, ont été évalués chez Ephestia kuehniella
(Lepidoptera: Pyralidae) sur des processus ou ces deux molécules interagissent, la
reproduction et le stress oxydatif; néanmoins, les effets primaires de 1’insuline humaine, chez
I’insecte, ont tout d’abord été précisés. L’insuline humaine et la 20E entrainent, chez les
séries traitées, une augmentation dans le contenu en sucres totaux, glycogene et protéines,
présents dans les corps gras; le contenu en lipides diminue seulement a la faible dose
d’insuline. Les effets de la 20E et de I’insuline sur le contenu en métabolites dans le corps
gras sont similaires mais I’insuline montre un effet plus marqué. L’insuline humaine et la
20E, en traitement simple, entrainent une augmentation dans le contenu en vitellogénines dans
le corps gras et, en vitellines dans les ovaires. Le traitement combiné avec les deux molécules
indique, un effet similaire sur la stimulation de la vitellogénése (vitellogénines et vitellines)
pour la majorité des combinaisons. Le contenu en vitellogénines et vitellines reste comparable
aux témoins quand D’insuline est appliquée a 10 pg au jour 5 et a 10 pg au jour 3
respectivement. Le traitement simple induit, en outre, une diminution dans le contenu en
ecdystéroides ovariens mais aussi une baisse de la fécondité et de la fertilité pour les deux
molécules testées. La période de préoviposition n’est pas affectée par ’insuline et la 20E et,
seule, I’insuline, réduit la période d’oviposition. La 20E présente, sur les divers parameétres de
reproduction, un effet plus important que I’insuline. Cependant, I’absence d’effet a la forte
dose d’insuline en traitement simple ou encore I’effet de la dose et/ou de la période
d’application d’insuline (3j ou 5 j), en traitement combiné, semblent étre en faveur d’une
interaction hormonale et/ou d’une régulation. La 20E et I’insuline présentent, chez les
femelles d’E. kuehniella, les mémes effets sur le stress oxydatif avec un pouvoir antioxydant a
3 et 5 jours. Chez les males d’E. kuehniella, seul, le traitement a la 20E entraine une

diminution dans le stress oxydatif.

L’insuline et la 20E agissent similairement chez E. kuehniella. Les modulations
observées, en fonction de I’age et de la dose, semblent liées a 1’interaction citée entre les deux
hormones; néanmoins, 1’hypothése d’une régulation avec les hormones endogenes n’est pas

écartée.

Mot Clés : Ephestia kuehniella, Insuline, 20-hydroxycdysone, Reproduction, Stress oxydatif.
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ABSTRACT

The effects of human insulin and 20E, tested separately (5 and 10 pg) by topical
application on newly emerged pupae, were evaluated in Ephestia kuehniella (Lepidoptera:
Pyralidae) on processes where these two molecules interact, the reproduction and oxidative
stress. Nevertheless, the primary effects of human insulin in the insect had initially been
clarified. Human insulin and 20E lead in the treated series to an increase in total
carbohydrates, glycogen and protein content in the fat body; the lipids content decreases only
to a lower dose of insulin. 20E and insulin effects on metabolites contents in the fat body are
similar; however, the effect is stronger with insulin. Human insulin and 20E, in separate
treatment, increase the vitellogenins and vitellin contents, respectively, in the fat body and
ovary. The combined treatment with the two molecules indicates a similar effect on
vitellogenesis stimulation (vitellins and vitellogenins) for the majority of combinations.
Vitellogenins and vitellins contents remain comparable to control when insulin applied to 5
pg on day 3 and 10 pg on day 5 respectively. The simple treatment induces additionally a
reduction of ecdysteroids content in ovaries but also a decrease in the fecundity and fertility,
for the two tested molecules. The preoviposition period is not affected by insulin and 20E;
and only insulin reduced oviposition period. 20E schows a greater effect, compared to insulin,
on various reproductive parameters. However, the lack of effect at high dose of insulin in
separate treatment or even effects of the dose and/or the period of insulin application (3 days
or 5 days) in combined treatment, seem to favor an hormonal interaction and / or regulation.
In females of E. kuehniella, 20E and insulin present the same effects on oxidative stress with
antioxidant power at 3 and 5 days. In males of E. kuehniella, only 20E treatment causes a

reduction in oxidative stress.

Insulin and 20E act similarly in E. kuehniella. The observed modulations according to
the age and the dose could be related to the cited interaction between these two hormones;

nevertheless, the hypothesis of interaction with endogenous hormones seems possible.

Key words: Ephestia kuehniella, Insulin, 20-hydroxyecdysone, Reproduction, oxidative

stress
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