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Résumeé

Le tébufénozide, un régulateur de croissance d’insecte, affecte le développement ainsi que
certains aspects de la communication chimique et du succes reproducteur des deux sexes chez
Choristoneura fumiferana (Clem.) et C. rosaceana (Harris) (Lepidoptera : Tortricidae), traités
selon deux méthodes de traitement. Cet analogue de 1’ecdysone augmente le temps de
développement chez les deux especes et réduit la masse corporelle des deux sexes chez C.
rosaceana uniquement. Chez C. fumiferana, le tébufénozide retarde I’heure d’émission de la
phéromone chez les jeunes femelles et perturbe la capacité des males a détecter et localiser
une source phéromonale en tunnel de vol. Chez C. rosaceana, ce produit provoque un
ralentissement de la maturation ovarienne et conséquemment une diminution de la fécondité
des femelles. Egalement, la production des spermatozoides eupyrénes par les males ainsi que

leur succes d’accouplement sont affectés par le tébufénozide.
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Introduction

Au cours de I’évolution, les insectes sont parmi les organismes qui ont su les mieux
développer diverses stratégies comportementales et physiologiques afin de s’adapter a leur
environnement. La diversité des modes de reproduction (Thornhill et Alcock, 1983) et la
complexité des mécanismes physiologiques qui leurs sont associées sont a 1’image de ces
adaptations. Bien que le systéme nerveux de I’insecte soit a I’origine de 1’orchestration des
activités reproductives, le systéme endocrinien n’en joue pas moins un role clé. En effet, de
nombreuses études réalisées sur divers ordres d’insectes ont démontré 1’implication de
I’hormone juvénile, de I’ecdysone (les deux hormones régissant la croissance et la
métamorphose chez les insectes), ainsi que certaines neurohormones dans le contrdle de la
physiologie reproductive (Barth et Lester, 1973; Koeppe et al., 1985; Hagedorn, 1985; Raina
et Klun, 1984).

Roéle de I’ecdysone dans la régulation endocrinienne de la
reproduction

L’hormone juvénile, sécrétée par les corps allates, fut reconnue trés tot comme étant impliquée
dans la reproduction. Wigglesworth en 1936, fut le premier a démontrer son activité
gonadotropique au niveau du développement des oocytes chez Rhodnius prolixus. Or, ce n’est
que 40 ans plus tard que I’ecdysone fut identifiée dans les ovaires des femelles chez le
moustique Aedes aegypti (Hagedorn et al., 1975) et ainsi suspectée de jouer un role dans la
reproduction des insectes. Puisque les glandes prothoraciques qui synthétisent I’ecdysone au
stade larvaire dégénerent rapidement chez I’adulte, il a été longtemps spéculé que cette
hormone n’avait aucune fonction reproductive. Or depuis cette observation, la présence de
I’ecdysone a été¢ identifi¢e chez plusieurs espeéces appartenant a différents ordres (ex.
Blattodea (Blattella germanica (L.)), Pascual et al. 1992; Isoptera (Macrotermes bellicosus),
Bordereau et al., 1976; Orthoptera (Locusta migratoria), Hoffmann et al., 1980; Diptera
(Drosophila melanogaster), Rubenstein et al., 1982; Lepidoptera (Bombyx mori), Parlak et al.,
1992) et ses roles dans la régulation des activités reproductives sont de mieux en mieux

connus.



Les fonctions et I’importance de I’ecdysone dans la biologie reproductive des insectes varient
grandement d’une espéce a I’autre, reflétant ainsi les divers modes de reproduction déployés
par ces organismes (oviparité, ovoviparité, viviparité, etc...). Ce sont chez les moustiques
anautogénes (qui requierent une ingestion de sang pour le développement des ceufs) que son
activité gonadotropique a été la plus étudiée et décrite, plus particulierement chez le moustique
de la fievre jaune, A. aegypti (Diptére). L’ingestion de sang chez ces diptéres stimule la
sécrétion de ’OEH ("ovarian ecdysteroidogenic hormone 1", préalablement nommée EDNH
pour "egg-development neurosecretory hormone") par le cerveau, afin d’activer la synthese et
la sécrétion de 1’ecdysone par les ovaires (Lea, 1972). Subséquemment, I’ecdysone est
rapidement convertie en 20-hydroxyecdysone (20-HE) au niveau des ovaires, mais également
des corps gras. Martin et al. (2001) ont démontré que la 20-HE maintenait 1’expression des
genes de la vitellogénine (protéine constituant 80-90% des substances de réserve de 1’ceuf)
dans les corps gras, la protéine étant par la suite acheminée et incorporée aux oocytes (Koller
et Raikhel, 1991). Par ailleurs, la 20-HE induit la différentiation folliculaire des ovaires
(Beckemeyer et Lea, 1980) et pourrait agir au cours de la choriogénése (Lin et al., 1993) (voir
Klowden, 1997 pour de plus amples détails). Chez Drosophila melanogaster, outre les roles
précédemment décrits, 1’ecdysone permet le développement des chambres de I’ceuf (les
chambres sont constituées de 1’oocyte intimement connecté a quinze cellules nourricieres)

(Buszczak et al., 1999).

Chez les Orthoptéres, I’hormone juvénile est impliquée dans le controle la maturation
ovarienne (Belyaeva, 1966; Strambi et al., 1997), quoique ’on suspecte 1’implication de
I’ecdysone dans la production de la vitellogénine (Hoffmann et Sorge, 1997). Chudakova et
al. (1982) ont démontré I’effet variable de 1I’ecdysone sur le développement des oocytes selon
la dose administrée. L’injection de petites doses de 20-HE chez Acheta domesticus stimule
I’0ogénese et la fécondité, mais celle-ci a un effet inhibiteur a de plus fortes doses. Bien que
I’activité ecdysiosynthétique des cellules folliculaires ait été clairement démontrée chez
plusieurs espéces d’Orthoptéres, aucune fonction précise n’a été établie en ce qui a trait au
systtme reproducteur des femelles. Toutefois, certains endocrinologistes ont soulevé
I’hypothese selon laquelle I’ecdysone présente chez les femelles adultes serait transférée dans
les ceufs afin de favoriser le développement embryonnaire (Hoffmann, 1980; Delbecque et al.,

1990).



Selon Ramaswamy et al. (1997), la régulation hormonale du développement ovarien chez les
Lépidoptéres varie selon certaines caractéristiques reproductives telles que le stade de
développement de la femelle lors de [Iinitiation de la vitellogénése, la polyandrie
(accouplement multiple des femelles) et I’ingestion de nourriture au stade adulte. Ces aspects
de la biologie reproductive des Lépidoptéres sont intrinsequement liés aux stratégies
reproductives utilisées par les femelles, lesquelles influencent directement la maturation des
ceufs. Ainsi, chez les espéces monandres comme Bombyx mori, le développement des ceufs se
fait de concert avec le processus de la mue larvaire sous l’action de I’ecdysone. Non
seulement les ecdystéroides initient la synthése de la vitellogénine, mais augmentent
également la compétence des follicules a incorporer cette protéine dans les oocytes en
développement. Chez d’autres espéces (ex. Plodia interpunctella, Diatraea grandiosella) qui
initient la vitellogéneése tot dans le stade pupal, c’est la chute des titres des ecdysteroides qui
stimule la synthése de la vitellogénine. La monandrie et la polyandrie limitée sont
généralement les stratégies de reproduction utilisées chez ces espeéces. Finalement, chez les
especes polyandres ou la maturation ovarienne est complétement (ou presque) dissociée du
processus métamorphique, le développement des ceufs est sous la dépendance de I’hormone
juvénile, et ce, en I’absence compléte de ’ecdysone (ex. Manduca sexta, Helicoverpa zea et
certaines espéces migratrices telles Pseudaletia unipuncta). A ce titre, certaines études ont
démontré que la présence artificielle de I’ecdysone inhibait 1’action gonadotropique de
I’hormone juvénile (Satyanarayana et al., 1992, 1994). Ainsi, bien que les roles de ’ecdysone
et de I’hormone juvénile aient été ¢lucidés dans certaines étapes du développement des
oocytes chez les insectes, la maturation ovarienne dans son ensemble demeure trés complexe
puisque de nombreuses interactions synergiques et inhibitrices ont cours entre ces deux

hormones et d’autres neurohormones (Bellés, 1995).

Les testicules des males, tout comme les ovaires des femelles, se sont avérés étre également
une source d’ecdysone (Loeb et al., 1982, 1984). Plusicurs roles au niveau du systéme
reproducteur male ont été attribués a I’ecdysone dont les principaux sont ici cités (voir Happ,
1992 pour de plus amples détails). En effet, I’ecdysone est nécessaire a la différentiation des
disques génitaux imaginaux et a la maturation des différentes structures de 1’appareil
reproducteur male (Grimnes et Happ, 1987; Shinbo et Happ, 1989; Loeb et Hakim, 1991).

Egalement, de nombreuses expériences ont démontré que ’ecdysone accélere la division



mitotique durant les premiers stades de la spermatogenése (Dumser et Davey, 1975; Dumser,
1980; Szopa et al., 1985) ainsi que la différentiation et la croissance des glandes accessoires
(Gallois, 1989; Shinbo et Happ, 1989) chez plusieurs endoptérygotes. Chez les Lépidopteéres,
la compétence des glandes accessoires a produire des protéines chez I’adulte nécessite une
hausse des titres des ecdystéroides au stade pupal (Sridevi et al., 1988; Shinbo et Happ,
1989). Par ailleurs, chez ces derniers, I’ecdysone régule également la production des deux
types de spermatozoides, les eupyrénes nucléés qui fertilisent 1’ceuf et les apyreénes anucléés
qui jouent un role d’assistance (Osanai et al., 1987; Friedldnder, 1997). En effet, une
augmentation des ecdystéroides stimule la production des apyrénes (Gelman et al., 1988;
Kawamura et al., 2003) tandis que ’injection de la 20-HE semble inhiber la libération des

eupyreénes des vas deferens (Thorson et Riemann, 1982; Gielbultowicz et al., 1990).

Outre son activité dans la régulation de la maturation des systémes reproducteurs male et
femelle, le systéme endocrinien influence également plusieurs comportements reproducteurs
chez les insectes. Dans ce cadre, les hormones ont pour fonction de synchroniser la
maturation sexuelle avec I’initiation des comportements pré-copulatoires ayant pour finalité la
rencontre des partenaires sexuels en vue de réaliser 1’accouplement (Barth et Lester, 1973).
Chez les insectes utilisant la communication chimique comme mode de recrutement d’un
partenaire, la production et I’émission de la phéromone sexuelle généralement réalisées par la
femelle ainsi que la détection de la phéromone et la localisation de I’émettrice par le male,
sont régies par des mécanismes physiologiques complexes impliquant [’intervention

d’hormones et de neurohormones.

Les premiéres études a ce sujet ont été réalisées par Barth (1961, 1962), qui a su démontrer a
’aide de I’allatectomie, I’implication de I’hormone juvénile dans la production et I’émission
de la phéromone sexuelle chez la blatte, Byrsotria fumigata. Or, plusieurs autres études chez
les Blattodea (Schal et Smith, 1990), les Coléopteres (Vanderwel et Oehlschlager, 1987) et les
Lépidopteres (Cusson et McNeil, 1989; Gadenne et al, 1993) ont permis de démontrer que
I’hormone juvénile joue un role prédominant dans la communication phéromonale chez les
femelles d’espéces ayant un cycle reproducteur complexe (exhibant plusieurs cycles

gonadotropiques ou nécessitant un délai avant 1’accouplement), tel que spéculé par Barth



(1965). Quant a I’ecdysone, ses roles possibles dans la régulation des mécanismes

physiologiques sous-jacents aux comportements pré-copulatoires ont été tres peu étudiés.

Chez les femelles de la mouche domestique, Musca domestica, la production de la phéromone
sexuelle est directement corrélée avec une augmentation du titre d’ecdystéroide dans
I’hémolymphe (Adams et al., 1984). L’ovariectomie des femelles induit la cessation de la
synthése de la phéromone, tandis que I’injection de 20-hydroxyecdysone rétablit sa
production. Par ailleurs, ’implantation d’ovaires ou [’injection d’ecdysone ou de 20-
hydroxyecdysone permettent la production de la phéromone sexuelle chez les males de la
méme espece (Blomquist et al., 1984). Ainsi, chez les Diptéres, il semble que les
ecdystéroides jouent un role synchroniseur entre la maturation des ovaires et I’initiation des
activités pré-copulatoires de fagon similaire a I’hormone juvénile chez d’autres ordres. Chez
les Lépidopteres, la production de la phéromone sexuelle se fait généralement via la libération
du PBAN ("pheromone biosynthesis activating neuropeptide"), une neurohormone, qui peut
agir sur la glande a phéromone (Tillman et al., 1999; Rafaeli, 2002). A ce titre, il est
intéressant de mentionner que ’hormone juvénile est nécessaire a la libération du PBAN par
les corps cardiaques chez certaines espéces migratrices (Cusson et al., 1994) et qu’elle
régulerait les récepteurs du PBAN afin de promouvoir la compétence de la glande a
phéromone chez d’autres especes (Rafaeli et al., 2003). Par contre, chez Trichoplusia ni, la
compétence de la glande a produire la phéromone est régulée par des changements du titre de
I’ecdysone et non par I’activité du PBAN (Tang et al., 1991). Etonnamment, les ecdystéroides
ont également des fonctions similaires chez d’autres arthropodes, puisqu’ils semblent stimuler
la production de la phéromone sexuelle chez la tique du chameau, Hyalomna dromedarii
(Acarien) (Dees, et al., 1985) et étre une des composantes de la phéromone génitale chez les

tiques Dermacentor variabilis et D. andersoni (Taylor et al., 1991).

Une fois la phéromone sexuelle émise par les femelles, les males doivent percevoir et décoder
I’information chimique et subséquemment initier un vol anémotactique afin de localiser
I’émettrice (Cardé et Baker, 1984). Chez les insectes, les informations olfactives sont
intégrées au niveau du lobe antennaire, formé de glomérules, qui constitue un véritable centre
olfactif du systéme nerveux central (Hansson et Anton, 2000). Chez les especes utilisant la

communication phéromonale, un complexe macroglomérulaire a été identifi¢ dans le lobe



antennaire uniquement chez le sexe récepteur (dimorphisme sexuel), lui permettant ainsi de
décoder et de répondre spécifiquement a la phéromone sexuelle de son espéce (Rospars,
1988). Par ailleurs, plusieurs substances neuroactives ont été localisées dans le lobe
antennaire dont, I’hormone juvénile. Gadenne et al. (1993) ont observé chez Agrotis ipsilon
une synchronie entre la réponse comportementale des males et I’activité¢ biosynthétique de
I’hormone juvénile. Ainsi, ils ont pu démontrer que cette derniere régulait le seuil de réponse
des neurones du lobe antennaire a la phéromone sexuelle (Gadenne et Anton, 2000). Cusson
et al. (1994) ont suggéré un role similaire de I’hormone juvénile au niveau de la régulation de
la réponse des males P. unipuncta a la phéromone sexuelle. A ce jour, aucune étude n’a
permis d’attribuer une fonction modulatrice de 1’ecdysone a I’intégration du message
phéromonal au niveau du systéme nerveux central. Toutefois, il est important de mentionner
que la majorité des substances neuroactives pouvant potentiellement agir dans le traitement
des informations olfactives n’ont pas été identifiées et leurs roles demeurent toujours inconnus

(Hansson et Anton, 2000).

Les régulateurs de croissance d’insectes

Les régulateurs de croissance d’insecte, développés au cours des vingt derniéres années, sont
des produits de syntheése simulant 1’action de I’hormone juvénile ou de 1’ecdysone, les deux
hormones dont les roles principaux sont de contrdler la croissance et le développement chez
les insectes (Dhadialla et al., 1998). A la fin des années 60°, Williams (1967) promulgua
I’idée de développer des agents de contrdle imitant 1’action de 1’hormone juvénile afin de
perturber le développement normal de I’insecte visé. Par la suite, des analogues de
I’ecdysone, I’hormone de la mue, ont été¢ développés et commercialisés. Les analogues de
I’hormone juvénile (ex. méthopréne, fénoxycarbe, pyriproxyféne et diofénolan) ont pour
principaux effets de produire, chez les individus traités, un stade surnuméraire, des larves
permanentes ou des intermédiaires larve-pupe (Gadenne et al., 1990; Muyle et Gordon, 1989;
Mauchamp et al., 1989). Quant aux produits simulant I’ecdysone (ex. RH-5849, tébufénozide
et méthoxyfénozide), leur principale activité réside dans leur capacité a induire une mue

prématurée (Wing et al., 1988). Contrairement a des insecticides classiques, ces produits



s’averent plus sélectifs et sécuritaires, permettant ainsi d’épargner les organismes non-visés

tels les prédateurs et les parasitoides (Dhadialla et al.,1998).

Le tébufénozide

Le tébufénozide (RH-5992), commercialisé sous le nom de Mimic® par la firme "Rohm and
Hass", est un agoniste non-stéroidal de I’ecdysone et fait donc partie de la classe des
régulateurs de croissance d’insecte de la famille chimique des bisacylhydrazines (voir
Dhadialla et al., 1998 pour une revue compléte). Quoique cet analogue (agoniste) de
I’ecdysone ne posséde pas de stérol (non-stéroidal) dans sa structure moléculaire, il en
conserve toutefois son action. Cette capacité s’explique par la reconnaissance et 1’attachement
du tébufénozide aux récepteurs de I’ecdysone des cellules épidermales a la maniére d’un
systéme clé-cadenas. La présence de ce produit dans 1’organisme de 1’insecte perturbe le
systéme hormonal en initiant une mue prématurée, incompléete et 1étale. Contrairement a la
faible sélectivit¢ des premiers agonistes de 1’ecdysone (RH-5849, le précurseur du
tébufénozide et I’halofénozide), le tébufénozide s’est avéré spécifique aux Lépidopteres.
Quoique toujours spéculatif, cette différence pourrait avoir pour origine la variabilité
interspécifique dans la structure du récepteur de 1’ecdysone des différents ordres d’insectes

(Smagghe et al., 1996a).

Plusieurs études ont démontré que les changements morphologiques et structuraux induits par
le tébufénozide dans les premicres étapes de la mue sont identiques a ceux observés en
présence d’ecdysone (Retnakaran et al., 1997a ; Smagghe et al., 1996b). Toutefois, les
processus physiologiques nécessitant une chute du titre d’ecdysone tels, la sclérotisation et
I’ecdyse, sont clairement absents. Ce phénomeéne s’explique par la stabilité métabolique et la
persistance du tébufénozide dans les tissus des larves chez plusieurs espeéces (Smagghe et
Degheele, 1994). Ainsi, la présence continue de 1’agoniste au niveau des récepteurs
épidermiques prévient 1’expression des génes tardifs impliqués dans la mélanisation et la

sclérotisation de la cuticule suite a la métabolisation naturelle de 1’ecdysone.

Bien que cet agoniste non-stéroidal de ’ecdysone ait ét¢ développé dans le but de perturber le

développement larvaire, on a tot fait d’observer des effets substantiels sur la reproduction des



Lépidopteres. En effet, des études réalisées chez plusieurs especes appartenant a différentes
familles (Crambidae, Noctuidae, Pyralidae et Tortricidae) ont démontré que le tébufénozide
pouvait affecter le développement ovarien (Smagghe et Degheele, 1994; Salem et al., 1997) et
réduire la fécondité (nombre d’ceufs pondus) (Smagghe et al., 1996¢; Biddinger et Hull, 1999;
Knight, 2000; Rodriguez et al., 2001) ainsi que la fertilité tant des femelles (Charmillot et al.,
1994; Smagghe et Degheele, 1994; Knight, 2000) que des males (Carpenter et Chandler, 1994;
Sun et al., 2000). En soi, ces résultats ne sont pas si surprenants étant donné les multiples
fonctions de I’ecdysone au niveau du systéme reproducteur male et femelle. Cependant, il est
important de mentionner que cet analogue affecte le potentiel reproducteur des deux sexes
chez des espéces ou le role de I’ecdysone dans la reproduction n’a pas été nécessairement

démontré.

L’étude du tébufénozide confere plusieurs avantages tant au niveau de la recherche appliquée
que de la recherche fondamentale. Puisque ce produit est employé¢ dans le but de contrdler les
populations de Lépidopteres ravageurs, il est important de déterminer la vulnérabilité des
différentes espéces ciblées afin d’optimiser les traitements et de réduire les impacts négatifs
sur les especes bénéfiques ou non-visées. En effet, la toxicité du tébufénozide peut varier
grandement d’une espéce a 1’autre, certaines especes étant capables d’éliminer ou de détoxifier
davantage cet agoniste (Smagghe et Degheele, 1994; Williams et al., 2002). Par ailleurs, ces
études nous permettent non seulement de connaitre la mortalité engendrée par le tébufénozide
chez une espéces donnée, mais également de déterminer le niveau de population de la
génération subséquente et ce, en connaissant les effets de ce produit sur le succés reproducteur
des parents et sur la survie de la progéniture. Au niveau fondamental, ces recherches
permettent entre autres d’augmenter nos connaissances des multiples roles de I’ecdysone dans

le développement, la métamorphose et la physiologie de la reproduction.

Dans cet optique, mon sujet de recherche visait a répondre a I’hypothése selon laquelle le
tébufénozide affecte divers aspects de la biologie reproductive de la tordeuse des bourgeons de
I’épinette (TBE) Choristoneura fumiferana, et la tordeuse a bandes obliques (TBO),
Choristoneura rosaceana (Tortricidae : Lepidoptera), dont la communication chimique et le
potentiel reproducteur male et femelle. La TBE est un Iépidoptére nuisible des foréts de 1’est

de I’Amérique du Nord, qui se nourrit préférentiellement des pousses de sapin baumier (Abies



balsamea) (McGugan, 1954). La TBO quant a elle, est une tordeuse polyphage problématique
en agriculture (Reissig, 1978), mais que 1’on retrouve également sur plusieurs feuillus des
foréts pures ou mixtes. L’utilisation du tébufénozide dans le contréle des populations de la
TBE pourrait s’avérer une alternative intéressante au Bacillus thuringiensis : le principal agent
de controle légalement utilisé dans la lutte contre la TBE au Québec. Dans ce cadre, il est
primordial d’étudier la toxicité du tébufénozide chez ces deux espéces, puisque nous savons
que dans les foréts mixtes les jeunes larves de la TBO peuvent servir d’hotes d’hiver a de
nombreux parasitoides de la TBE et qu’une réduction de leur nombre pourrait affecter
négativement la dynamiques des populations du principal ravageur (Maltais et al., 1989). En
agriculture, le tébufénozide est utilisé¢ afin de réduire les dommages sur les fruits occasionnés
par les larves de TBO dans les vergers de pommiers (Waldstein et Reissig, 2001). Toutefois,
une meilleure connaissance des impacts probables de ce produit sur la biologie reproductive
de cette espece, particulierement au niveau de la communication phéromonale, permettrait,
entre autres d’améliorer les programmes de gestion intégrée des ravageurs de cet agro-

écosysteme.

Ainsi, dans un premier temps, j’ai déterminé trois doses pouvant causer de 15 a 70% de
mortalité chez les larves de 4°™ stade de C. fumiferana et de 5°™ stade de C. rosaceana avec
deux méthode de traitement : traitement a la gouttelette et traitement de la di¢te. La premicre
méthode consistait a faire ingérer une gouttelette de solution de tébufénozide de concentration
connue aux individus, tandis que pour le deuxiéme mode de traitement, la solution de
tébufénozide était déposée sur la surface de la diete et les larves transférées par la suite sur
celle-ci. Outre la mortalité, d’autres parametres chez la larve et la pupe ont été mesurés tels le
temps de développement larvaire et pupal ainsi que le poids des individus suivant le
traitement. Dans un deuxiéme temps, tous les individus ayant survécu aux traitements ont été
utilisés pour évaluer les effets du tébufénozide sur d’une part, la communication chimique et

d’autre part, la reproduction proprement dite.

Le premier objectif de cette étude était donc de déterminer les effets sous-létaux du
tébufénozide sur les activités pré-copulatoires liées a la communication chimique chez les
males et les femelles de C. fumiferana et C. rosaceana. Les femelles de ces deux espéces,

produisent et émettent une phéromone sexuelle pour attirer les males lorsqu’elles sont



sexuellement réceptives. La phéromone est produite par une glande exocrine située au niveau
de la membrane intersegmentaire reliant les 8° et 9° segments abdominaux (Roelofs et Feng,
1968; Weatherston et Percy, 1970). Sa biosynthése est induite par la présence d’une
neurohormone (PBAN) circulant dans 1I’hémolymphe, mais 1’ensemble des mécanismes
physiologiques régissant cette activité ne sont pas pleinement compris chez les deux espéces
(Delisle et al., 1999). L’émission de la phéromone, considérée sous contréle neural (Sasaki et
al., 1983; Itagaki et Conner, 1986), se fait selon un comportement typique nommé
comportement d’appel, consistant en un battement intermittent des ailes et 1’évagination de la
glande a phéromone. Ces deux activités étroitement liées suivent un rythme circadien et ont
lieu a des heures spécifiques du cycle photopériodique (pour une revue voir Delisle et Royer,
1994). De ce fait, j’ai entrepris d’évaluer la périodicité du comportement d’appel et la
production des diverses composantes de la phéromone sexuelle chez des femelles de la TBE et
de la TBO agées entre 1 et 5 jours et ayant été traitées avec des concentrations variables de
tébufénozide. Par ailleurs, chez les males, une bréve période de maturation est nécessaire
(Outram, 1971; Delisle, 1995), avant 'initiation d’une réponse a la phéromone sexuelle,
caractérisée par un vol anémotactique en zig-zag (Cardé et Mafra-Neto, 1997). J’ai donc
observé en tunnel de vol le comportement de vol des males de la TBE agés de 2 jours suivant
un traitement au tébufénozide. Le succes d’accouplement de couples dont la femelle et/ou le

male avaient ingéré I’agoniste de I’ecdysone a été également déterminé.

Comme second objectif a cette étude, j’ai examing si le tébufénozide affectait la maturation
ovarienne (seulement chez la TBO), la fécondité et la fertilité femelle et male lorsque ces
derniers étaient traités au stade larvaire. Les auteurs de deux études publiées au cours de cette
recherche (Cadogan et al., 2002; Sundaram et al., 2002), ont rapporté que cet analogue de
I’ecdysone ne réduisait pas la fécondité et la fertilité des femelles de C. fumiferana. Par
contre, Sun et al. (2000) ont affirmé qu’il affectait négativement la fécondité et la fertilité des
males et des femelles de C. rosaceana exposés au tébufénozide lors du stade adulte. L’étude
simultanée des effets sous-létaux du tébufénozide sur le succes reproducteur de ces deux
especes procure des avantages certains. Les individus ayant tous été traités au stade larvaire et
soumis aux mémes méthodes de traitement, des comparaisons sont donc possibles, permettant
ainsi de tirer des conclusions visant a améliorer la gestion des populations de ces deux

ravageurs.
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CHAPITRE I

LES EFFETS SOUS-LETAUX DU TEBUFENOZIDE SUR
LES ACTIVITES PRE-COPULATOIRES ET
COPULATOIRES DE CHORISTONEURA FUMIFERANA
ET C. ROSACEANA



Introduction

La recherche de produits de synthese plus sélectifs et sécuritaires a mené a la découverte
des régulateurs de croissance d’insecte qui simulent I’action des hormones de croissance
chez les insectes. Le tébufénozide, commercialisé sous le nom de Mimic®, fait parti de
cette nouvelle classe de produit, puisqu’il montre une activité ecdystérogénique
spécifique aux Lépidoptéres (Smagghe et Degheele, 1994a; Smagghe et al., 1996a;
Dhadialla et al., 1998; Sundaram et al., 1998). L’ingestion de cet agoniste non-stéroidal
induit une mue précoce et des anomalies létales chez les larves telles une double capsule
céphalique et une cuticule incompléte (Retnakaran et al., 1997a, b; Smagghe et al.,
1996b). Son mode d’action est relié a son affinité pour les récepteurs de 1’ecdysone des
cellules épidermiques (Wing et al., 1988; Retnakaran et al., 1995) et a sa persistance dans
I’organisme de I’insecte. Selon Palli et al. (1995) et Retnakaran et al. (1995), le
tébufénozide empécherait I’expression des génes normalement activés en 1’absence de

I’ecdysone endogene.

L’ecdysone produite par les glandes prothoraciques est toujours présente chez I’adulte
grace a sa synthése par les testicules des males (Loeb et al., 1982, 1984) et les ovaires des
femelles (Hagerdorn, 1985). Cette hormone gonadotropique joue un role clé dans la
différentiation et la maturation du systéme reproducteur male (Nowock, 1972, 1973;
Shinbo et Happ, 1989) ainsi que dans la production des spermatozoides (Dumser, 1980 ;
Thorson et Riemann, 1982; Gelman et al., 1988; Gielbultowicz et al., 1993; Seth et al.,
2002; Kawamura et al., 2003) et ce, bien avant le stade adulte. Quant a la femelle,
I’ecdysone en concomitance avec 1’hormone juvénile régule le développement ovarien

chez certaines espéeces de papillons nocturnes et diurnes (Ramaswamy et al., 1997).

Treés peu d’études ont évalué les effets probables du tébufénozide sur le développement
des systémes reproducteurs male et femelle. En effet, Carpenter et al. (1994), ont
observé que la présence du tébufénozide chez les males d’Helicoverpa zea induisait une
chute du nombre d’eupyrénes transférés aux femelles lors de I’accouplement. Chez les

femelles de Spodoptera exigua et Plodia interpunctella, il semble que le tébufénozide ait
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perturbé la maturation ovarienne et le développement des ceufs en provoquant une
résorption des ovarioles et une malformation du chorion (Smagghe et Degheele, 1994a;
Salem et al., 1997). En ce qui concerne la reproduction proprement dite, laquelle a été la
plus largement étudiée, les effets du tébufénozide sur la fécondité et la fertilité¢ se sont
avérés tres variables suivant le stade de développement au moment du traitement ou la
méthode de traitement utilisée et ce, non seulement a un niveau interspécifique mais aussi
intraspécifique (Tableau 1). Par ailleurs, a notre connaissance, les effets d’analogues de
I’ecdysone sur les activités pré-copulatoires associées a la communication chimique chez

les deux sexes n’ont fait I’objet d’aucune étude.

Dans la cadre de la présente étude nous avons donc entrepris des expériences afin
d’évaluer les effets sous-létaux du tébufénozide tant au niveau des activités pré-
copulatoires impliquant la production, 1’émission et la détection de la phéromone sexuelle
que de la maturation ovarienne et du pouvoir reproducteur des deux sexes (fécondité,
fertilité¢ et production des spermatozoides) chez la tordeuse des bourgeons de I’épinette
(TBE), C. fumiferana et la tordeuse a bandes obliques (TBO), C. rosaceana, en ciblant
les stades larvaires avancés et ce, selon deux méthodes de traitement. Par ailleurs,
I’incidence de la mortalité et les effets sur le développement des larves et des pupes sont

¢galement présentés.
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Méthodologie
Elevage des insectes

Les larves de Choristoneura fumiferana (TBE) post-diapausantes provenaient de 1’ Institut
de Gestion des Ravageurs des Foréts (Centre de foresterie des Grands Lacs) du Service
Canadien des Foréts (Sault-Ste-Marie, Ontario). Les larves ont été élevées du 2°™ au
4°™ stade larvaire sur des nouvelles pousses de sapin baumier puisque la diéte artificielle
est connue pour diminuer le potentiel reproducteur des males et des femelles de la TBE
contrairement au jeune feuillage de sapin (Delisle et Hardy, 1997). Les larves de C.
rosaceana (TBO) provenaient d’une colonie de laboratoire renouvelée annuellement avec
des larves et des pupes collectées dans la ville de Québec. Ces derniéres ont été nourries
individuellement sur une di¢te de féves Pinto (Shorey et Hale, 1965), puisque
contrairement a la TBE, la diete artificielle n’affecte pas négativement le succes
reproducteur des deux sexes et est ainsi comparable au feuillage de bonne qualité, tel
I’érable de Pennsylvanie (Delisle et Bouchard, 1995). Les deux especes ont été €élevées

dans une seule chambre de croissance a 20+£1.0°C, 65+5% h. r, sous une photopériode de

16L:8D, les lumiéres fermant a 09:00 et ouvrant a 17:00.

Traitements

Méthode de la gouttelette :

Une formulation de tébufénozide (RH-5992 2F, 240g/L d’ingrédient actif) obtenue de la
compagnie Dow Agrosciences (Indianapolis, IN et manufacturée par la compagnie Rohm
and Haas), a été diluée dans de 1’eau bidistillée afin d’obtenir 5, 10 et 15 ng/ul pour les
traitements de la TBE ainsi que 60, 120 et 180 ng/ul pour les traitement de la TBO.
Chaque solution a été préparée pour réaliser des traitements pendant 3 jours consécutifs.
Une pompe a injection multiple (Cole-Parmer, 74900 series) équipée avec une seringue
tuberculine de 0.25 cm’ et une aiguille Hamilton de calibre 31 (model KF731) a été
utilisée pour appliquer une gouttelette de 0.5 pl de concentrations variables au fond d’un

tube (0.25 ml) a microcentrifuge de polypropyléne (van Frankenhuyzen et al., 1997). Les
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larves nouvellement émergées ont été transférées dans des contenants individuels pour un
jetine de 24 h. Par la suite, chaque larve a ét¢ déposée au hasard dans un tube a
microcentrifuge afin qu’elle ingurgite la solution de tébufénozide. Les individus témoins
ont recu de I’eau bidistillée seulement. Subséquemment, les tubes ont été disposés sous
une source lumineuse pour 2 h afin de stimuler 1’ingestion de la gouttelette par les larves.
Seuls les individus ayant ingéré complétement la gouttelette ont été retenus comme sujet

expérimental et transférés dans un contenant SOLO® de 28 ml.

Des larves de 4™ stade de la TBE ont été utilisées lors des traitements a la gouttelette
¢tant donné que, lors des épidémies, les applications d’agents de contrdle visent
préférentiellement ce stade de développement (Pedersen et al., 1997). Par ailleurs, les

éme

individus de la TBO ont été traités au 5° stade larvaire puisque la majorité des larves
chez cette espéce passent I’hiver en diapause au 4°™ stade (Maltais et al., 1989). Les
larves de TBE traitées ont regu des pousses fraiches de sapin baumier a chaque 2 jour

tandis que les larves de la TBO ont été nourries a nouveau avec une diete de feves Pinto.

Méthode de traitement de la diéte :

Des solutions de tébufénozide diluées dans de 1’eau bidistillée a des concentrations de
0.05, 0.10 et 0.15 ng/ul ont été préparées 24 h avant les traitements. Les surfaces (10
sz) de la dicte de feéves Pinto, disposée dans un contenant SOLO®, ont été traitées avec
0.5 ml de solution le jour du traitement et laissées a sécher durant 4 h. Par la suite, les
larves ayant nouvellement mu¢ et jetiné depuis 24 h ont été transférées au hasard sur la
surface traitée. Seuls les larves de la TBO ont été soumit a cette méthode de traitement.
Finalement, pour chaque dose et méthode de traitement, 1’incidence de la mortalité et le
temps de développement larvaire et pupal ainsi que le poids des pupes (TBO) ou des

adultes a I’émergence (TBE) ont ét¢ déterminés chez les deux espéces.
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Comportement d’appel

Chaque femelle nouvellement émergée a été placée dans une cage de plastique
transparente (150 cm’) contenant une solution de sucrose a 8% afin d’étudier leur
comportement d’appel. Chaque femelle a été¢ observée a un intervalle de 15 min pendant
toute la durée de la scotophase a 1’aide d’une lampe de poche recouverte d’un filtre de
gélatine rouge de marque Kodak Wratten 29. Les observations de ce comportement chez
la TBE ont débuté 2h (de 7h00 a 17h00) avant le début de la scotophase tel que rapporté
par Delisle et al. (1999), tandis que les observations chez la TBO ont débuté a la
fermeture des lumicres (9h00 a 17h00) (Delisle, 1992). L’age auquel les femelles ont
initié¢ ’appel pour la premiere fois, I’heure moyen d’initiation de I’appel (HMIA) et le
temps moyenne d’appel (TMA) ont été déterminés pour les individus témoins et traités, et
ce, pour les 5 jours consécutifs suivant I’émergence. Pour chaque concentration testée,

un minimum de 15 femelles ont été examinées.

Extraction de la glande et quantification de la phéromone

Les glandes a phéromone de femelles vierges témoins et traitées agées de 1, 3 et 5 jours
ont été excisées 2 h suivant le début de la scotophase, ce qui correspond au pic d’activité
de I’appel chez les deux especes (Delisle et al., 1999). Les glandes excisées ont été
plongées pour 20 min dans 20 pl d’hexane contenant 1.5 ng d’acide dodécanoique
méthyle ester (C13H2602) (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA) comme standard
interne (Delisle et Royer, 1994). La composante majeure de la phéromone sexuelle de la
TBE, (E)-11-tétradécenal (E11-14:Ald) (Silk et al., 1980), et de la TBO, (2)-11-
tétradécenyl acétate (Z11-14:Ac) (Hill et Roelofs, 1979), a été quantifiée a 1’aide d’un
chromatographe a phase gazeuse selon la procédure préalablement décrite par Delisle et
al. (1999). Un minimum de 10 glandes pour chaque catégorie d’age et de concentration

ont été quantifiées.
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Maturation ovarienne

Des femelles TBO vierges agées de 1, 3 et 5 jours ont été congelées et disséquées
subséquemment sous un microscope optique afin de compter le nombre d’ceufs matures
par ovaires. Puisque les femelles vierges de la TBO ne pondent pas d’ceufs infertiles
comparativement a des femelles vierges d’autres especes (Delisle et Simard, 2002), seuls
les ceufs matures situés dans les ovaires ont ét¢ dénombrés. Afin de prévenir la
dessiccation, les ovaires ont ét¢ humectés d’une solution saline physiologique (Parrish et
al., 1985) puis colorés avec une petite quantité d’une solution de 5 mg de bleu trypan
(Mallinckrodt, Paris) dissout dans 100 ml d’éthanol a 70%. Les ceufs chorionnés étaient
facilement distingués des follicules en développement par leur couleur bleu pale plutot
que bleu-noir. La difficulté d’approvisionnement en larves de la TBE a empéché de

répéter I’expérience chez cette espéce.

Réponse a la phéromone synthétique par les males en tunnel de vol

Le comportement de vol des males a été étudié dans un tunnel de vol (290 cm de
longueur, 120 cm de largeur et 100 cm de hauteur) localis¢ dans une chambre de
croissance environnementale maintenue a 20 £ 0.5°C et une h. r. entre 50 et 70%. Deux
lumicres blanches, chacune disposée de chaque c6té du tunnel, ont été atténuées par du
papier brun afin d’atteindre une illumination de 35 1x. La vitesse du vent a été maintenue
entre 40 et 50 m/s. Un cap a phéromone commercial BioLure (Oregon, U.S.A.) a été
utilisé comme source phéromonale et disposé sur une plateforme a une hauteur de 25 cm

au début de chaque jour d’essai.

Les males agés de 2 jours ont été placés dans une cagette de grillage de fer (3 cm de
diametre par 4 cm de hauteur et fermée par un bouchon de mousse) avant le
commencement de la scotophase et transférés immédiatement dans la chambre
environnementale a des fins d’acclimatation. Les males provenant de chaque traitements
étaient examinés lors de chaque essai. Le vol des males a été évalué entre la 1 et la 3™
h suivant la fermeture des lumicres. Les paramétres comportementaux suivants ont été

examinés : le temps écoulé avant le décollage, le vol orienté anémotactique, le contact
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avec la source phéromonale et la durée du temps de vol. Les males dont les ailes et les
antennes étaient déformées ainsi que ceux s’étant dirigé directement vers les murs du
tunnel de vol ou n’ayant pas décollé¢ aprés 2 min étaient considérés comme non-
répondant. Seule la performance des males de C. fumiferana a été examinée, suite a
I’impossibilité, pour des raisons inconnues, de faire voler les males de C. rosaceana dans

le tunnel de vol.

Accouplement, fécondité et fertilité

Trois catégories de couples selon que la femelle, le male ou les deux sexes aient été
traités, ont ét¢ formés afin d’évaluer les changements liés au sexe dans le succes
d’accouplement, la fécondité et la fertilité, et ce en les comparant & un groupe de couples
témoins. Chez la TBE, des couples ont été formés uniquement entre les témoins et les
individus traités avec la dose la plus ¢élevée, tandis que les différentes catégories de
couples chez la TBO ont été testées pour I’ensemble des concentrations. Dans toutes les
expériences, les femelles nouvellement émergées ont été combinées avec un male agé de
2 jours dans une cagette de plastique transparente avant la fermeture des lumicres. Les
couples ont été examinés a toutes les 30 min. A la fin de la scotophase, les femelles ont
été gardées a I'intérieur des cagettes avec un carré de papier ciré servant de site de ponte
alors que les males ont été retirés. Les femelles ont regu un nouveau site d’oviposition de
maniére journaliére. Le nombre d’ceufs pondus ainsi que le nombre d’ceufs fertiles et

infertiles produits par les femelles témoins et traitées ont été notés.

Comptage des spermatozoides

Le décompte et la dilution des spermatozoides eupyrénes et apyrénes dans le
spermatophore et la spermatheéque de femelles témoins dgées de 1 jour accouplées avec
des males témoins ou traités agées de 2 jours, ont été réalisés selon la méthodologie
décrite par Marcotte et al. (2003). Alors, que la dissection du spermatophore s’est faite
dans les minutes suivant la fin de 1’accouplement, celle de la spermathéque a eu lieu 24 h

plus tard, soit le temps requis pour que la majorité des spermatozoides se déplacent vers

18



cet organe (Marcotte et al., 2003). Seules les larves de la TBO traitées selon la méthode

de la gouttelette et du traitement de la dicte ont été examinées.

Analyses statistiques

La mortalité pour chaque traitement a été¢ déterminée par une analyse logit a I’aide de la
procédure GLIMMIX de SAS/STAT (SAS Institute, 1990). Une transformation 1/log X
pour le développement larvaire et total ainsi qu’une transformation logarithmique pour le
développement pupal ont été utilisées afin de stabiliser la variance et normaliser les
résidus. De plus, une transformation de puissance basée sur la méthode de Box (Box et
al., 1978) a été réalisée sur les données du poids pupal. Les données transformées ont été

traitées a I’aide d’'une ANOVA en utilisant le sexe et la dose comme effets principaux.

Les données du HMIA et du TMA ont subit une transformation logarithmique afin
d’obtenir ’homoscédasticité de la variance, tandis que les données concernant les titres
de phéromone et le nombre d’ceufs matures n’ont pas fait I’objet de transformation. Les
données transformées ou non ont été, par la suite, soumises a une ANOVA ou I’age de la
femelle et la concentration de tébufénozide étaient les principaux effets. Etant donné que
I’hypothése de 1’homoscédasticité a été respectée, les données de fécondité ont été
directement analysées a I’aide d’'une ANOVA en utilisant la dose femelle et la dose male
comme effets principaux. L’ensemble de ces analyses a été réalisé selon la procédure
PROC MIXED (HMIA et TMA avec mesures répétées) de SAS/STAT. Pour I’ensemble

de ces ANOVA, les moyennes ont été¢ comparées avec des contrastes orthogonaux.

Les données portant sur I’age d’appel (comportement d’appel), le succes d’accouplement,
le pourcentage de fertilité des femelles, la proportion de male ayant décollé, performé un
vol orienté ou contacté le leurre dans un tunnel de vol ont toutes été soumises a une
analyse du Chi-carré (Xz) en utilisant la procédure GENMOD (Generalized linear models)
de SAS/STAT. Pour chaque figure ou tableau les moyennes sont exprimées comme étant

la moyenne des carrés des valeurs retransformées avec un intervalle de confiance a 95%.
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Résultats
Effets du tébufénozide sur le développement

Chez les deux espéces, la mortalité larvaire augmente linéairement avec la dose (TBE, p
< 0.001; TBO-G, p < 0.001; TBO-D, p < 0.001) de tébufénozide ingérée, tandis que la
mortalité pupale demeure stable (TBE, p = 0.78; TBO-G, p = 0.52; TBO-D, p = 0.48), et
ce, pour les deux méthodes de traitement (Tableau 2). Conséquemment, la mortalité
totale obtenue suite a nos traitements augmente de fagon linéaire et atteint ainsi aux
concentrations les plus élevées 71% chez la TBE, 62% chez la TBO-G (TBO méthode de
la gouttelette) et 78% chez la TBO-D (TBO méthode de la diete). Les effets du
tébufénozide chez les larves étaient facilement identifiables, puisqu’elles avaient
généralement une double capsule céphalique et une cuticule incompléte. Par contre, les
effets chez les pupes étaient plus subtils, les déformités variant de légeres a séveres.
Egalement, les anormalités pupales étaient plus fréquentes chez les individus traités avec
la méthode de la dicte qu’avec celle de la gouttelette (observations personnelles).
D’apres les résultats obtenus avec la méthode de la gouttelette, le tébufénozide s’est avéré
plus toxique envers les larves de C. fumiferana que celles de C. rosaceana. En effet, une
dose aussi faible que 5 ng/ul de tébufénozide a causé 50% de mortalité chez la TBE,
comparativement a une dose située entre 60 ng/ul et 120 ng/ul chez la TBO, ce qui

représente au minimum une augmentation de 12 fois de la dose-réponse.

Quelle que soit I’espéce ou la méthode de traitement utilisée, le temps de développement
larvaire et total augmente linéairement avec la dose de tébufénozide ingérée (TBE, p <
0.001; TBO-G, p <0.001; TBO-D, p < 0.001), tandis que le temps de développement de
la pupe ne varie pas significativement (TBE, p = 0.23; TBO-G, p = 0.06; TBO-D, p =
0.27) (Fig. 1). De fagon générale, les doses induisant la plus forte mortalité (Tableau 2)
ont les effets les plus marqués sur le temps de développement des survivants. Cependant,
I’importance de ces effets varie selon 1’espéce ou la méthode de traitement. En effet, le
délai dans le temps de développement total entre les témoins et les individus traités avec
la dose la plus élevée est de 1 jour chez la TBE, tandis qu’il est de 2 jours chez la TBO-G
et de 3 jours chez la TBO-D.
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Le poids des males et des femelles de la TBE (p = 0.72) et de la TBO (p = 0.07) traités
avec la méthode de la gouttelette n’est pas affecté par le tébufénozide (Fig. 2). Par
contre, chez la TBO, le tébufénozide réduit linéairement le poids pupal des deux sexes
traités avec la méthode de la diéte (interaction, p < 0.001), les femelles étant plus
affectées. Les males ayant ingéré la plus forte concentration de tébufénozide ont un poids
pupal moyen inférieur de 8 mg comparativement aux males témoins. Egalement, les
femelles ayant regu la méme dose pésent en moyenne 20 mg de moins que les femelles

témoins, ce qui correspond a une perte d’environ un sixieme de leur poids corporel.

Effets du tébufénozide sur la biologie des adultes

Malgré une certaine variabilité entre les méthodes de traitements, le tébufénozide n’a pas
influencé significativement 1’age auquel les femelles ont initi¢ le comportement d’appel
pour la premicre fois (p = 0.50). En effet, chez les individus traités avec les plus fortes
doses, 88% des femelles de la TBE et de la TBO-G ont appelé lors de leur premiére nuit

suivant I’émergence, comparativement a 75% chez les femelles TBO-D.

Chez la TBE, les femelles agée de 1 jour ont débuté le comportement d’appel une heure
plus tard que les femelles témoins (p = 0.0025), tel que déterminée par I’heure moyenne
d’initiation de I’appel (HMIA) (Fig. 3). Chez les femelles plus dgées, ’heure d’initiation
de I’appel a eu lieu de plus en plus tot avec I’age et n’a pas varié selon les traitements (p
>0.05). Egalement, le tébufénozide n’a pas affecté I’heure du début d’appel des femelles
de la TBO, malgré que les femelles TBO-D, ayant ingéré la concentration la plus €levée
du produit, aient initi¢ 1’appel toujours plus tard que les témoins et ce, pour les cing nuits
consécutives d’appel (p = 0.28) (Fig. 3). Le temps moyen d’appel (TMA), qui augmente
a mesure que les femelles vieillissent, n’a pas varié¢ significativement suivant un
traitement au tébufénozide chez les femelles de la TBE (p = 0.39) et de la TBO traitées
avec les deux méthodes de traitements (TBO-G = 0.83; TBO-D = 0.25) (Fig. 4).
Cependant, il est important de noter que les femelles TBO-D traitées avec la plus forte
dose ont appelé moins longtemps que les femelles témoins lors des cing nuits

consécutives d’appel.
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La production, par les femelles de la TBE, de la composante majeure de la phéromone
sexuelle, E11-14 :Ald, n’a pas varié de facon significative suivant un traitement au
tébufénozide (p > 0.05) et ce, quel que soit 1’age de la femelle (Tableau 3). De fagon
similaire, le déclin du Z11-14 :Ac avec I’age (TBO-G, p = 0.0007; TBO-D, p=0.01) n’a
pas été affecté différemment par I’ingestion de doses variables de tébufénozide par les

femelles TBO-G (p >>0.05) et TBO-D (p >>0.05) (Tableau 3).

Le tébufénozide a perturbé la maturation ovarienne chez les femelles TBO-G puisque le
nombre total d’ceufs matures produits a diminué¢ linéairement a mesure que la dose du
produit ingérée augmentait (p = 0.01) (Fig. 5). Egalement, le tébufénozide a affecté
négativement le développement ovarien chez les femelles TBO traitées avec la méthode
de la dicte, les effets variant selon la dose ingérée et I’age de la femelle (interaction, p =
0.015) (Fig. 6). En effet, les femelles traitées agées de 1 jour ont toutes produit un
nombre inférieur d’ceufs chorionnés comparativement aux femelles témoins. Par contre,
seules les femelles de 3 jours, ayant ingéré 0.1 ng/ul et 0.15 ng/ul, ont montré un
développement ovarien réduit, tandis que ’ensemble des femelles de 5 jours ont produit
un nombre similaire d’ceufs matures. Ainsi, il semble que les femelles traitées ont eu une
maturation ovarienne plus lente, et de ce fait, ne développeront jamais un nombre optimal

d’ceufs matures comparativement aux femelles témoins.

La premicre étape de ’activité de vol des males de la TBE traités au tébufénozide n’a pas
été affectée, puisque le temps requis pour le décollage (p > 0.05) et le pourcentage de
males ayant décollé (p = 0.09) ne différent pas de ceux des témoins (Tableau 4). Parmi
les males qui ont décollé, ceux ayant regu la plus faible concentration de tébufénozide (5
ng/ul) ont eu significativement plus de difficulté a exécuter un vol orienté (p = 0.018).
Par contre, parmi les males qui ont initi¢é un vol orienté, la proportion qui a atteint la
source phéromonale n’a pas diminué significativement comparativement aux témoins (p
=0.25). Cependant, la vitesse de vol de ces derniers a été marginalement inférieure chez

les males ayant ingéré la plus faible concentration de tébufénozide (p = 0.05).

Le succés d’accouplement de la TBE n’a pas été affecté négativement par le

tébufénozide, malgré une légere chute chez les couples dont le méle avait été traité (p =
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0.38) (Tableau 5). De fagon similaire, les couples de la TBO traités avec la méthode de
la gouttelette ont eu autant de succeés que les couples témoins, sans égards aux
concentrations de 1’agoniste ou du sexe traité (p > 0.05). Cependant, les males TBO-D
ont été négativement affectés puisque le succes d’accouplement a été significativement
plus faible (p < 0.001) chez les couples dont le male avait ingéré 0.10 ng/ul ou 0.15 ng/ul

de tébufénozide.

La fécondité (p > 0.05) ainsi que la fertilité (p > 0.05) de la TBE n’ont pas vari¢ selon que
la femelle, le male ou les deux sexes aient été traités avec le tébufénozide (Tableau 5).
De fagon similaire, le succeés reproducteur des individus TBO-G est demeuré le méme
nonobstant la dose a laquelle les femelles, les males ou les deux sexes ont été traités (p >
0.05). Par contre, le tébufénozide a diminué le nombre d’ceufs pondus (p = 0.02) lorsque
seules les femelles TBO ont été traitées avec la méthode de la diéte. Finalement, la
fertilité (p > 0.05) des femelles TBO-D n’a pas varié selon que 1’'un des deux sexes ou les

deux aient ingéré I’agoniste de I’ecdysone.

La présence du tébufénozide chez les males TBO-G n’a pas modifié le poids du
spermatophore transféré¢ a la femelle (p = 0.6), de méme que le nombre de
spermatozoides apyrénes et eupyrénes présents dans le spermatophore (apyreéne, p = 0.6;
eupyrene, p = 0.5) ou la spermathéque (apyréne, p = 0.3; eupyrene, p = 0.42) (données
non présentées). Par contre, I’ingestion de tébufénozide par les males TBO-D a perturbé
leur systéme reproducteur, puisque le poids du spermatophore (p = 0.004) et son contenu
en eupyrénes (p = 0.02) ainsi que le nombre d’eupyrénes ayant migrer vers la
spermatheque (p = 0.001) a diminué linéairement avec la dose, sans toutefois modifier le
nombre d’apyrenes dans le spermatophore, (p = 0.4) ou la spermatheque (p = 0.9) (Fig.
7).
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Tableau 1. Les effets du tébufénozide sur la fécondité et la fertilité chez plusieurs especes de Lépidopteres.

Famille Espéce

Stade traité Méthode de traitement

Fécondité Fertilité Références

Crambidae Diatraea saccharalis

Noctuidae  Helicoverpa zea
Spodoptera exigua
Spodoptera littoralis

Pyralidae  Plodia interpunctella

Tortricidae Choristoneura
fumiferana

Choristoneura
rosaceana

Argyrotaenia
velutinana

Cydia pomonella
Platynota idaeusalis
Eupoecilia ambiguella
Lobesia botrana

Larve

Larve

Adulte
Larve
Adulte

Larve
Larve
Pupe

Adulte

Adulte

Adulte
Larve

Adulte
Adulte

Diéte traitée
Diéte traitée
Ingestion de la solution

Feuillage traitée
Contact

Diéte traité
Feuillage traité
Injection

Contact

Contact

Contact
Diéte traitée
Contact
Contact

e

T

I'etE
T

Rodriguez et al., 2001

Carpenter et Chandler, 1994

Smagghe et Degheele., 1994a
Ishaaya et al., 1995
Knight, 2000

Smagghe et al., 1996¢
Cadogan et al., 2002
Cadogan et al., 2002

Sundaram et al., 2002
Sun et al., 2000

Sun et al., 2000

Sun et Barrett, 1999

Biddinger et Hull, 1999
Charmillot et al., 1994
Charmillot et al., 1994

| représente un effet de diminution, tandis que — indique qu’il n’y a eu aucun effet.



Tableau 2. Les effets de différentes doses de tébufénozide sur I’incidence de la mortalite
larvaire, pupale et totale résultant du traitement des larves de 4°™ stade chez la TBE et de

5™ stade chez la TBO par la méthode de la gouttelette et/ou de la diéte.
Espece Méthodede N Doses % Mortalité
traitement (ng/ul)
larvaire pupale totale
TBE Gouttelette 448 0 12 7 19
292 5 33 17 50
362 10 57 17 74
586 15 65 6 71
TBO Gouttelette 368 0 10 14 24
196 60 18 18 36
271 120 49 7 56
306 180 55 7 62
TBO Dicte 1547 0 5 12 17
502 0.05 16 16 32
586 0.10 34 18 52

1010 0.15 63 15 78




Tableau 3. Les effets de différentes doses de tébufénozide sur la quantité de phéromone
présente dans les glandes de femelles vierges agées de 1, 3 et 5 jours chez la TBE (E11-
14 : Ald) et la TBO (Z11-14 : AC) traitées au 4™ et 5°™ stade larvaire respectivement,
selon la méthode de la gouttelette (A, B) ou de la diete (C).

A. TBE - Traitement a la gouttelette

Age E11-14 :Ald (ng) pour chague dose (ng/ul)
(jours) 0 5 10 15
1 2.7 2.6 2.0 2.2
(1.9-4.0) (1.7-4.0) (1.2-3.5) (1.3-3.8)
3 3.5 2.9 4.0 2.8
(2.4-5.5) (1.9-4.7) (2.4-7.6) (2.0-1.3)
5 34 2.6 4.0 4.9
(2.2-5.6) (1.8-4.1) (2.6-6.7) (3.0-8.8)
B. TBO - Traitement a la gouttelette
Age Z11-14 :Ac (ng) pour chaque dose (ng/ul)
(jours) 0 60 120 180
1 55.6 48.0 53.3 46.5
(38.5-72.7) (25.4-70.6) (36.0-70.7) (26.2-66.7)
3 47.1 444 38.6 49.2
(29.9-64.2) (22.3-66.6) (21.5-55.6) (27.3-71.0)
5 27.3 16.9 27.6 233
(11.1-43.4) (0-40.1) (11.6-43.5) (3.3-43.3)
C. TBO — Traitement de la diéte
Age Z11-14 :Ac (ng) pour chaque dose (ng/ul)
(jours) 0 0.05 0.10 0.15
1 56.3 37.4 29.4 39.8
(21.6-172.2) (18.7-81.3) (14.3-66.2) (21.4-79.0)
3 18.7 42.1 36.7 33.6
(6.0-73.2) (14.7-146.4) (18.4-79.6) (18.3-65.4)
5 233 17.1 10.1 13.7
(4.7-190.7) (8.3-38.8) (5.4-19.9) (8.0-24.4)
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Tableau 4. Les effets de différentes doses de tébufénozide sur divers paramétres du comportement de vol des
males de la TBE testés en tunnel de vol suite au traitement des larves de 4™ stade par la méthode de la

gouttelette.
Dose N Tempsavant le Décollage Vol orienté Contact Vitesse de vol
(ng/ul) décollage

(sec) N % N % % N  (m/sec)

0 38 27.8 25 66 17 68 41 7 10
(46.2-14.7) (50-79) (51-86) (21-64) (7-12)

5 35 19.7 24 88 9 38 55 5 5

(50.1-16.7) (73-96) (21-58) (25-82) (1-8)

10 20 32.6 13 69 10 77 20 2 5
(35.0-9.6) (52-82) (48-92) (5-54) (1-10)

15 33 37.0 19 79 10 53 30 3 7
(46.1-12.1) (59-91) (31-73) (10-62) (3-12)

Les valeurs entre parenthéses correspondent a des intervalles de confiance a 95%.



Tableau 5. Les effets de différentes doses de tébufénozide sur le succés d’accouplement,
la fécondité et le pourcentage de fertilit¢é obtenus chez la TBE et la TBO a partir de

éme

couples dont 1’un ou les deux sexes ont 6té traités 4™ ou 5°™ au stade larvaire selon la
méthode de la gouttelette (G) ou de la dicte (D).
Espéce — N Dose  Sexe Succes Fécondité % Fertilité
Traitement (ng/p  traité  d’accouplement
)
TBE-G 20 0 Lesdeux  82(62-92) 184 (150-218) 67 (52-82)
18 15 Male 72 (47-88) 198 (156-240) 73 (55-92)
12 15 Femelle 81 (61-92) 196 (162-230) 55 (40-70)
13 15 Lesdeux 72 (47-88) 158 (118-197) 63 (46-81)
TBO-G 131 0 Lesdeux 75 (67-81) 653 (543-763) 64 (55-74)
21 60  Male 75 (63-84) 712 (498-925) 73 (54-93)
53 60 Femelle 71 (54-84) 629 (438-820) 57 (41-73)
21 60 Lesdeux  72(55-84) 554 (349-759) 49 (30-68)
17 120  Male 83 (71-91) 608 (347-869) 61 (39-82)
50 120 Femelle 85 (66-95) 764 (573-955) 65 (49-81)
16 120 Lesdeux  91(75-97) 642 (429-856) 51 (33-69)
20 180  Male 76 (63-86) 446 (232-659) 44 (25-64)
45 180 Femelle 72 (54-85) 504 (307-702) 48 (32-65)
20 180 Lesdeux 73 (56-86) 602 (398-808) 51 (33-68)
TBO-D 120 0 Lesdeux  83(76-87)  511(408-615) 61 (52-70)
19 005 Male 76 (64-85) 495 (321-670) 68 (53-84)
55 0.05 Femelle 78 (62-89) 551 (383-720) 67 (52-81)
23 0.05 Lesdeux 56 (45 -69) 487 (318-656) 53 (40-67)
19 0.10 Male 53 (43-63) 505 (330-679) 54 (39-70)
85 0.10 Femelle 78 (63-88) 357 (188-525) 65 (49-80)
27 0.10 Lesdeux 45 (30-61) 512 (315-709) 65 (47-82)
15 0.15 Male 56 (45-66) 543 (368-717) 59 (43-74)
79 0.15 Femelle 80 (66-89) 429 (254-603) 53 (39-69)
33 0.15 Lesdeux 51 (36-66) 318 (155-481) 59 (43-74)

Les valeurs entre parenthéses correspondent a des intervalles de confiances a 95%.
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Figure 1. Les effets de différentes doses de tébufénozide sur le temps de développement larvaire et total obtenus chez la TBE et la TBO traitees
au 4°™ ou 5°™ stade respectivement, selon la méthode de la gouttelette (G) ou de la diéte (D).
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Figure 2. Les effets de différentes doses de tébufénozide sur le poids des méles et des femelles chez la TBE (poids a I’émergence) et la
TBO (poids au stade pupe) traitées au 4°™ ou 5°™ stade larvaire respectivement, selon la méthode de la gouttelette (G) ou de la diéte

(D).
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Figure 3. Les effets de différentes doses de tébufénozide (ug/ul) sur ’heure moyenne d’initiation de I’appel obtenue pour chacune des cing
premiéres nuits suivant I’émergence chez des femelles de la TBE et de la TBO traitées au 4™ ou 5™ stade larvaire, selon la méthode de la
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de la gouttelette (G) ou de la dicte (D).
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Discussion

Selon la méthode de traitement a la gouttelette, les concentrations de tébufénozide requises
pour induire une mortalité¢ de 50% chez C. fumiferana et C. rosaceana différent grandement,
le tébufénozide étant beaucoup plus toxique envers C. fumiferana. C. rosaceana est connue
pour étre un hote alterne des parasitoides de C. fumiferana dans les foréts mixtes (Maltais et
al., 1989). Dans un contexte de lutte contre C. fumiferana, un important ravageur des foréts
de coniferes en Amérique du Nord, I’utilisation de doses provoquant une faible mortalité chez
les larves de C. rosaceana, protégerait une proportion des populations de parasitoides. Par
ailleurs, les effets du tébufénozide sur le temps de développement larvaire chez ces deux
espeéces pourraient favoriser le risque de parasitisme et de prédation et ainsi augmenter

indirectement la mortalité au sein des populations de C. fumiferana.

Des variations dans I’activité de cet analogue de 1’ecdysone ont été également rapportées chez
d’autres Lépidopteres. Smagghe et Degheele (1994b) ont suggéré que la différence de toxicité
observée entre S. exempta et S. exigua était due a la variabilité interspécifique dans la structure
des récepteurs de 1’ecdysone et des propriétés biochimiques impliquées dans son attachement
aux récepteurs. Plus récemment, il a été proposé que la susceptibilité variable aux agonistes
des ecdystéroides puisse étre associée a I’induction de 1’ecdystéroide 26-hydroxylase
(ecdysteroid 26-hydroxylase), une enzyme responsable du métabolisme des ecdystéroides

(Williams et al., 2002).

Les effets sous-létaux observés chez C. fumiferana, tout comme chez C. rosaceana, traités
selon la méthode de la gouttelette ont été peu nombreux. Bien que cette méthode ait permis de
controler la quantit¢ exacte de tébufénozide ingéré par chaque larve, ces derniéres n’ont
néanmoins re¢u qu’une seule dose potentiellement Iétale au cours de leur vie.
Conséquemment, I’élimination ou la détoxication de I’agoniste par les larves traitées pourrait
avoir été plus efficace avec cette méthode et ainsi réduire les effets sous-1étaux observés chez
les survivants. Chez les espéces du genre Spodoptera, Smagghe et Degheele (1994b) ont
rapporté que le tébufénozide semblait étre détoxiqué principalement par le systéme digestif.
Egalement, d’aprés Retnakaran et al. (2001), la résistance d’Orgyia leucostigma pour le

tébufénozide serait due a un mécanisme d’exclusion au niveau des cellules par des pompes



membranaires a ATP (ATP-binding cassette transporter) plutdt qu’a la dégradation de la
molécule de syntheése. Dans notre étude, nous ne pouvons éliminer la possibilité que certaines

larves aient régurgité le tébufénozide suivant leur transfert dans des contenants individuels.

Le comportement d’appel des femelles de la TBE a été affecté par la présence du tébufénozide
puisque les femelles ont initi¢ 1’appel plus tard dans la premiére nuit suivant 1’émergence
contrairement aux témoins. Par contre, I’analogue de 1’ecdysone n’a pas modifi¢ la
production de la phéromone sexuelle chez ces dernicres, tout comme chez les femelles de la
TBO traitées avec les deux méthodes de traitement. Les mécanismes physiologiques sous-
jacents aux comportement d’appel sont trés peu compris, quoique I’évagination de la glande a
phéromone durant I’appel soit considérée comme étant sous controle nerveux (Sasaki et al.,
1983; Itagaki et Conner, 1986). A cet égard, des effets neurotoxiques des agonistes des
ecdystéroides par le blocage des canaux K' des nerfs et des muscles ont été rapportés
(Salgado, 1992). Cependant, il est peu probable que ce type d’effets sur le systéme nerveux
soit a I’origine du délai observé au niveau de 1’appel, puisque les symptdmes neurotoxiques se

produisent habituellement dans les heures suivant le traitement (Saldago, 1992).

Le délai observé dans I’heure moyenne d’initiation de I’appel (HMIA) des femelles traitées de
la TBE n’a eu aucune répercussion sur le succés d’accouplement en laboratoire. Le dispositif
expérimental utilisé dans cette étude pourrait expliquer les résultats contradictoires obtenus.
Les couples étant gardés dans une cagette de plastique tout au cours de la scotophase, le délai
dans le comportement d’appel a donc été annulé. Par contre, dans une population exposée au
tébufénozide, il est fort probable que les femelles ayant survécu au traitement soient moins
compétitives a attirer un partenaire sexuel que d’autres femelles ayant échappé a celui-ci,
puisqu’il semble que I’initiation de 1’appel tot dans la nuit soit un avantage reproductif chez

certain Lépidopteres nocturnes (Delisle, 1995).

La biosynthése de la phéromone sexuelle chez les Lépidoptéres est activée par la libération
d’un neuropeptide, PBAN (pheromone biosynthesis activating neuropeptide), qui voyage par
I’hémolymphe et/ou la corde nerveuse ventrale afin d’activer la glande a phéromone (Rafaeli,
2002). Contrairement a d’autres papillons nocturnes, la compétence de la glande des femelles
de Trichoplusia ni est controlée par la 20-HE (20-hydroxyecdysone) et a lieu chez 1’adulte

pharate lors du déclin de cet ecdystéroide dans I’hémolymphe (Tang et al., 1991). Les auteurs
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de cette ¢tude ont suggéré que les ecdystéroides puissent controler la compétence de la glande
a phéromone de fagon similaire chez les especes ou le PBAN stimule la production de la
phéromone. Un tel mécanisme physiologique est peu probable chez C. fumiferana et C.
rosaceana, puisque I’activation constante des récepteurs de 1’ecdysone par le tébufénozide n’a
pas affecté la compétence de la glande; les titres des composantes majeures de la phéromone

sexuelle étant similaires entre les femelles traitées et témoins.

Chez les papillons nocturnes, 1’inhibition post-copulatoire de la production de la phéromone
peut se faire directement via un facteur humoral ou indirectement par le systéme nerveux
(Raina et al., 1994; Ramaswamy et al., 1996). Chez Heliothis virescens, la 20-HE produite
par les testicules (Loeb et al., 1984; Ramaswamy et al., 1994) des males a été suspectée d’étre
un facteur phéromonostatique transféré dans la bourse copulatrice des femelles durant
I’accouplement (Ramaswamy et Cohen, 1992). Cependant, I’injection de la 20-HE chez les
femelles vierges des deux espéces de Choristoneura n’a pas diminué les titres de la
phéromone (Delisle et al., 2000), ce qui appuie les résultats obtenus dans cette étude. De ce
fait, la présence du tébufénozide dans I’hémolymphe des femelles adultes n’agit pas du tout

comme un facteur phéromonostatique chez nos deux espéces.

Chez les males de la TBE, la présence du tébufénozide dans 1’organisme de ces derniers n’a
pas perturbé 1’activité motrice associée au vol. Cependant, la capacité des males a détecter la
phéromone synthétique semble étre affectée par des faibles concentrations de cet analogue de
I’ecdysone. Les informations olfactives chez les insectes sont analysées au niveau du lobe
antennaire considéré comme étant le centre olfactif du systéme nerveux central (Hansson et
Anton, 2000). Plusieurs substances neuroactives ont été localisées a 1’intérieur du lobe
antennaire, incluant des hormones. En effet, ’hormone juvénile est reconnue pour augmenter
la sensibilité du lobe antennaire a la phéromone sexuelle chez Agrotis ipsilon (Gadenne et
Anton, 2000), tandis qu’elle semble inhiber la sensibilité a la phéromone d’aggrégation chez le
locuste Schistocerca gregaria (Hansson et Anton, 2000). Aucun réle similaire n’a encore été
attribué aux ecdystéroides. Cependant, étant donné que les résultats de cette étude semblent
démontrer que le systeme olfactif des males a été affecté, il est possible que 1’ecdysone ou

d’autres ecdystéroides interférent dans le décodage des informations olfactives.
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La fécondit¢ et la fertilité¢ des femelles de la TBE n’ont pas été affectées par un traitement au
tébufénozide selon la méthode de la gouttelette. Cadogan et al. (2002) ont également rapporté
que cet analogue n’avait pas réduit le potentiel reproducteur chez les femelles de cette espece,
lorsque celles-ci avaient ¢été traitées au stade larvaire avec des doses de tébufénozide
produisant une incidence de mortalité tres faible (moins de 5%). Par contre, Sundaram et al.
(2002) ont rapporté que I’injection du tébufénozide directement dans la pupe avait diminué le
pouvoir fécondant des femelles uniquement lorsque ces derniéres avaient des malformations
importantes. Ainsi, chez C. fumiferana, il semble que les doses nécessaires pour réduire le
potentiel reproducteur des femelles survivantes doivent étre trés élevées et induirent de forte
mortalité larvaire. Egalement, chez les males, d’aprés des résultats obtenus dans notre
laboratoire, le tébufénozide ne modifie pas la production des spermatozoides apyrénes et

eupyrenes.

Chez C. rosaceana, les effets sous-létaux du tébufénozide ont été beaucoup plus importants
avec la méthode de traitement de la diete qu’avec celle de la gouttelette. L’accumulation du
tébufénozide dans le corps de I’insecte via I’ingestion et I’absorption par la cuticule est sans
aucun doute a I’origine des effets plus prononcés observés avec cette méthode qui se voulait
plus représentative de la réalité. Ainsi, la masse corporelle des males et des femelles de la
TBO a été affectée uniquement suivant un traitement avec la diéte, ces derniéres étant
davantage affectées. En effet, pour des raisons qui demeurent toujours inconnues, il semble
que les femelles soient plus susceptibles au tébufénozide que les males. Les femelles ayant
une masse corporelle supérieure a celle des males, il est raisonnable de croire qu’elles se sont
nourries davantage sur la di¢te traitée lors de leur développement larvaire ce qui aurait

occasionné des effets sous-1étaux plus importants.

La perte de poids des méales C. rosaceana (méthode dic¢te) pourrait étre a 1’origine d’une
diminution dans le succés d’accouplement observé chez les couples ou le male avait été traité.
En effet, il est possible que les femelles soient discriminantes envers les males de petit poids et
les rejetteraient davantage que ceux de poids supérieur (Phelan et Baker, 1986). Bien
qu’aucune étude chez cette espéce n’ait clairement démontré que le poids est un critére de
sélection chez les femelles, une étude de Delisle et Bouchard (1995) montre que la qualité de

la nourriture réduit le poids des males et que ces derniers ont un succeés d’accouplement
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inférieur a ceux nourris sur du feuillage de qualité. Il se peut également que le tébufénozide
ait perturbé le systéme olfactif des males tout comme celui des males de la TBE. Dans ce cas,
les effets sous-létaux provoqués par le traitement a la dicte auraient été suffisamment
importants pour réduire le succes d’accouplement malgré la promiscuité des partenaires dans
les cagettes. Par ailleurs, tel qu’observé chez C. fumiferana (Palanaswamy et al., 1979), il
n’est pas exclus que les males TBO puissent aussi produire une phéromone sexuelle dont
I’effet aphrodisiaque chez la femelle ait été atténué par le tébufénozide, réduisant de ce fait

leur succes d’accouplement.

Parmi les perturbations les plus importantes occasionnées par le tébufénozide, on note un
retard dans la maturation ovarienne chez C. rosaceana. D’autres études ont également
rapporté que cet analogue de 1’ecdysone affectait le développement des ceufs (Smagghe et
Degheele, 1992, 1994a; Salem et al., 1997). Cependant, contrairement a leurs observations, le
tébufénozide semble ralentir la maturation des oocytes chez la TBO plutdt qu’induire une
dégénération des ovarioles, puisque le nombre d’ceufs matures chez les femelles OBL-D
augmente avec le vieillissement. Cette augmentation de la production d’ceufs matures n’a
cependant pas été suffisante pour restaurer leur fécondité, puisque le nombre d’ceufs pondus
par les femelles OBL-D était inférieur a celui des femelles témoins. Une réduction de la
fécondité des femelles de C. rosaceana par le tébufénozide a ¢galement été rapportée par Sun
et al. (2000). Chez les Lépidopteres, la vitellogeneése est régulée par les hormones
gonadotropiques : ’hormone juvénile et les ecdystéroides (Bellés, 1995; Ramaswamy et al.,
1997). L’importance des ecdystéroides dans le processus de la vitellogenése dépend
principalement du moment ou cette activité est initiée dans le développement de 1’insecte. En
effet, chez des espéces comme Bombyx mori ou le développement des ceufs débute chez la
larve, les ecdystéroides sont nécessaires a la production de la vitellogénine. Par contre, chez
d’autres especes, la vitellogenése initiée chez la pupe ou [’adulte, a lieu lorsque les
concentrations d’ecdystéroides chutent dans I’hémolymphe ou en 1’absence compléte de cette
hormone (voir Ramaswamy et al., 1997 pour une classification plus détaillée des
Lépidoptéres). Chez ces derniers, plusieurs études ont démontré qu’un titre ¢élevé
d’ecdystéroides pouvait bloquer la séquestration de la vitellogénine par les oocytes (Shirk et
al., 1990, 1992) ou inhiber I’action gonadotropique de 1’hormone juvénile (Satyanarayana et

al.,, 1992, 1994). Chez la TBO, la croissance des ceufs et la vitellogenése est sous la
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dépendance de I’hormone juvénile (Delisle et Cusson, 1999). Conséquemment, il est probable
que cet agoniste de 1’ecdysone inhibe partiellement 1’action de 1’hormone juvénile sur la
maturation ovarienne. Egalement, Smagghe et Degheele (1994c) ont suggéré que les
analogues de I’ecdysone affectaient le processus de 1’ovulation en bloquant la libération de
I’hormone d’ovulation myotropique (myotropic ovulation hormone) par les cellules
neurosécrétrices qui sont normalement activées par un déclin du titre des ecdystéroides

(Hagedorn, 1985).

Plusieurs études ont démontré que le tébufénozide réduisait la fertilité des femelles et/ou des
males chez certains Lépidoptéres dont H. zea (Carpenter et Chandler, 1994), Cydia pomonella
(Sun et Barrett, 1999), Argyrotaenia velutiana et C. rosaceana (Sun et al., 2000).
Contrairement aux résultats obtenus par Sun et al. (2000), nos combinaisons d’accouplement
n’ont pas permis de démontrer que le tébufénozide affectait la fertilité¢ des deux sexes chez C.
rosaceana. Par contre, chez les males traités, le tébufénozide a réduit la masse du
spermatophore, son contenu en eupyrénes ainsi que le nombre d’eupyrénes dans la
spermatheque des femelles. Carpenter et Chandler (1994) ont également rapporté que le
tébufénozide prévenait le transfert des spermatozoides eupyrenes lors de la copulation chez H.
zea. Il est fort probable que la diminution du nombre d’eupyreénes observée chez C. rosaceana
et H. zea soit liée a une inhibition de leur libération par les vas deferens, un effet qui a été
également démontré chez Lymantria dispar (L.) suivant un traitement a la 20-HE
(Giebultowicz et al., 1993). Ainsi, bien que le tébufénozide ait réduit le potentiel reproducteur
des males, il semble que la chute du nombre d’eupyrénes dans la spermathéque des femelles
n’ait pas été assez importante pour provoquer des répercussions sur la fertilité des femelles.
Des études présentement en cours chez C. rosaceana tendent a démontrer que les femelles
redeviennent réceptives lorsque le nombre d’eupyrénes dans la spermathéque atteint un seuil
d’environs 2000 (communication personnelle de M. Marcotte). Ce seuil critique n’ayant pas
¢été atteint chez les femelles accouplées avec un male traité au tébufénozide, leur fertilité n’en

a pas été affectée.

Cadogan et al. (2002) ont également démontré que la présence du tébufénozide sur la surface
de ponte inhibait I’oviposition chez les femelles de C. fumiferana. D’aprés ceux-ci, cet effet

serait associ¢ a une modification de la surface de ponte par le tébufénozide plutdt que par
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I’émission d’un stimulus volatile qui inhiberait 1’oviposition. Chez cette espece, les femelles
ont la capacité de discriminer entre différents types de substrats, la cire sur les aiguilles de
sapin baumier agissant a titre de stimulant (Rivet et Albert, 1990). De ce fait, il se pourrait
que le tébufénozide inhibe également ce comportement chez C. rosaceana, ce qui réduirait

davantage son succes reproducteur.

Les résultats de cette étude démontrent clairement que des doses sous-1étales de tébufénozide
peuvent affecter le développement, certains aspects de la communication chimique et le succes
reproducteur des survivants chez C. fumiferana et C. rosaceana en interférant avec des
processus physiologiques sous contrdle endocrinien. Quoique nos connaissances portant sur le
mode d’action du tébufénozide lors du développement larvaire soient importantes, son action
sur les mécanismes physiologiques associés aux réponses comportementales et aux activités

reproductives est peu comprise et nécessite d’étre davantage étudiée.
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Conclusion

Les résultats obtenus au cours de cette étude démontrent clairement que le tébufénozide
perturbe divers aspects de la biologie reproductive des males et des femelles chez
Choristoneura fumiferana et C. rosaceana. En effet, outre sa capacité a induire le processus
de la métamorphose chez les larves de Lépidoptéres (Retnakaran et al., 1997a, b; Smagghe et
al., 1996b), le tébufénozide interagit avec des mécanismes physiologiques intrinséques a la
reproduction chez plusieurs espéces (voir chapitre 1) dont C. fumiferana et C. rosaceana.
Toutefois, a ce jour, aucune étude n’avait démontré que cet agoniste non-stéroidal de
I’ecdysone pouvait également modifier certains des comportements pré-copulatoires associés a
la communication chimique au moyen de phéromone sexuelle. Ces résultats laissent donc
entrevoir des fonctions jusqu’alors inconnues de I’ecdysone ou d’autres ecdystéroides dans la
physiologie reproductive tant des males que des femelles de certaines especes de

Lépidopteres.

Bien que les études portant sur la régulation physiologique du comportement d’appel chez les
Lépidoptéres tendent a démontrer que ce dernier est contrdlé par le systeme nerveux (Sasaki et
al., 1983 ; Tang et al., 1987 ; Itagaki et Conner, 1986), I’ingestion de tébufénozide au stade
larvaire a retardé 1’heure a laquelle ce comportement est normalement exprimée lors de la
premicre nuit d’appel chez les femelles de la TBE. Selon cette observation, une augmentation
artificielle du titre d’ecdysone chez la femelle adulte, induirait un délai en heure dans le
comportement d’appel sans toutefois I’inhiber ou méme modifier sa périodicité dans les jours
subséquents. Ainsi, il se pourrait que chez C. fumiferana, un signal autre que nerveux
modulerait le comportement d’appel et serait partiellement inhibé par la présence du
tébufénozide au premier jour d’appel, ce qui n’est vraisemblablement pas le cas chez C.
rosaceana. La présence d’un modulateur régulant I’extrusion de la glande a phéromone avait
déja été suggérée chez Manduca sexta (Itagaki et Conner, 1986), Hyalophora cecropia et
Antheraea polyphemus (Sasaki et al., 1983). Egalement, étant donné que le rythme d’appel est
de nature circadienne, le délai observé dans 1’expression de cette activité par le tébufénozide

serait peut étre le résultat de perturbations affectant ’horloge biologique elle-méme.



La biosynthese de la phéromone sexuelle, étroitement liée au comportement d’appel chez nos
deux especes, n’a pas été perturbée par le tébufénozide. De ce fait, les ecdystéroides ne
semblent jouer aucun rdle spécifique dans les mécanismes physiologiques associés a cette
activité. Par ailleurs, le tébufénozide ne semble pas avoir affecté, du moins de fagon
substantielle, la compétence de la glande a produire la phéromone. Tang et al. (1991) avait
avancé la possibilité que la compétence de la glande a phéromone chez certaines especes de
Lépidopteres soit acquise suite a une chute d’ecdystéroide lors de la métamorphose de la pupe
a I’adulte. Selon cette hypothése, I’activation continue des récepteurs des ecdystéroides par le
tébufénozide aurait maintenu la glande a phéromone dans un état d’incompétence, réduisant
ou empéchant subséquemment la production de la phéromone sexuelle, ce qui n’est clairement
pas le cas chez nos deux especes. Par ailleurs, la chute normale de la production de la
phéromone avec 1’age, tel que décrite par Delisle et al. (2000), n’est pas plus prononcée chez

les sujets qui ont été traités par le tébufénozide que les témoins.

L’analyse, en tunnel de vol, des différentes étapes du comportement de vol des males de C.
fumiferana témoins et traités au tébufénozide (méthode gouttelette) semble démontrer que cet
agoniste de I’ecdysone affecte la réponse a la phéromone des individus traités a de faibles
concentrations. Bien qu’il ait ét¢ impossible d’examiner en tunnel de vol les effets de ce
produit chez les males de C. rosaceana, une chute du succés d’accouplement lorsque les males
étaient traités avec la méthode de la dicte, permet d’établir de maniere indirecte, que le
systtme de la communication chimique est probablement défaillant chez ces derniers.
Toutefois, dans ce cas, nous ne pouvons ¢liminer I’hypothése voulant que la diminution du
succes d’accouplement soit liée a un rejet par les femelles, puisque les males traités (méthode
diete) avaient en moyenne un poids inférieur a celui des témoins. En effet, la masse corporelle
du partenaire sexuelle est un critére de sélection chez certaines espeéces de Lépidopteres
(Phelan et Baker, 1986 ; Kosal et Niedzlek-Feaver, 1997 ; Iyengar et Eisner, 1999). Bien que,
ce parameétre dans la stratégie reproductive de C. fumiferana et C. rosaceana n’ait pas encore
fait ’objet d’étude, nous savons que les males nourris au stade larvaire sur du feuillage de
mauvaise qualité ont non seulement un poids inférieur a ceux nourris sur du feuillage de bonne
qualité mais également un succes reproducteur moindre (Delisle et Bouchard, 1995 ; Bauce et

Carisey, 1996 ; Delisle et Hardy, 1997). Par ailleurs, il se pourrait également que le
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tébufénozide modifie la production d’une phéromone sexuelle par les males de la TBO, qui

n’a toutefois pas été encore identifiée, et aurait ainsi diminuer leur succes d’accouplement.

Les males de la TBE ayant ingéré une faible dose de tébufénozide (5 ng/ul) semblent avoir
plus de difficulté a détecter la phéromone synthétique et a initier un vol orienté. Par ailleurs,
ces derniers prennent davantage de temps que les témoins pour contacter la source
phéromonale, leur vitesse de vol étant inférieure. Comment et a quel niveau le tebufénozide
affecte le systéme olfactif des males chez C. fumiferana restent a déterminer. L’hormone
juvénile et d’autres agonistes de cette hormone sont également connus pour modifier la
réponse des males a la phéromone. L’application d’Altosid, un analogue de I’hormone
juvénile, réduit la sensibilité antennaire des males et des femelles de la TBE (Palaniswamy et
al., 1979). Par contre, le fénoxycarbe (agoniste puissant de 1’hormone juvénile) et I’hormone
juvénile ne modifient pas la capacité des récepteurs antennaires a détecter la phéromone
sexuelle chez les males d’A. ipsilon, mais augmentent plutot la sensibilité des neurones
olfactifs (Anton et Gadenne, 1999 ; Gadenne et Anton, 2000). Bien que les résultats obtenus
ne permettent pas de déterminer si le tébufénozide agit au niveau des récepteurs antennaires ou
du traitement des informations olfactives du systéme nerveux central, il semble que cet
analogue de I’ecdysone affecte négativement 1’une ou ’autre de ces activités. Lors d’études
futures, il serait intéressant d’évaluer la sensibilité des récepteurs antennaires chez les males
traités au tébufénozide a I’aide d’un électroantenogramme (dispositif permettant de mesurer la
réponse des récepteurs antennaires & un stimulus particulier. Voir Hansson 1995 pour plus
d’informations) et également d’enregistrer la réponse intracellulaire des neurones du lobe

antennaire a la phéromone sexuelle chez ces derniers (Christensen et Hildebrand, 1987).

Les hormones tant chez les insectes que chez les vertébrés peuvent influencer le
développement, le systéme nerveux ou le comportement des individus de maniere
organisationnelle ou activationelle (Elekonich et Robinson, 2000). Les modifications
comportementales observées chez les males et les femelles traités au tébufénozide sont
probablement de nature activationnelle ("activational effects" ou "modifier effects"), i.e. qui
modifie I’activité neuronale sans toutefois perturber les structures nerveuses déja établies. De
maniére similaire, I’hormone juvénile engendre des effets activationnelles dans la réponse a la

phéromone sexuelle chez les males d’A. ipsilon. Cependant, puisque dans cette étude les
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individus ont été traités au stade larvaire, il est possible que le tébufénozide ait induit une
réorganisation du systéme nerveux ou des organes sensoriels et ait ainsi engendré des
modifications permanentes du comportement (effets organisationels). En effet, chez les
insectes holométaboles, la morphogenése des disques imaginaux (masse de cellules non-
différenciées chez la larve qui forme ultérieurement les organes sensoriels et les appendices
chez I’adulte) est initiée lors d’une hausse des niveaux des ecdystéroides (Oberlander, 1985)
ou d’analogue non-stéroidal (Smagghe et al., 1996b). Une variation artificielle des titres des
ecdystéroides a un moment critique du développement pourrait induire des malformations des
structures sensorielles et ainsi modifier la perception de I’information et conséquemment du
comportement. Une étude réalisée par Sundaram et al. (2002) a démontré 1’effet négatif du
tébufénozide sur le développement des disques imaginaux des ailes chez les adultes de la
TBE. De fagon similaire, il se peut que le tébufénozide agisse sur la morphogenése des
disques imaginaux des antennes. Par ailleurs, I’ecdysone semble jouer un rdle dans le
développement antennaire chez Manduca sexta en contrélant I’expression d’une protéine
olfactive (Vogt et al., 1993). Bien que nous ayons vérifi¢ les antennes des males utilisés au
cours des expériences en tunnel de vol, il se peut que le tébufénozide est induit des
malformations invisibles a 1I’eeil. Une telle situation pourrait également expliquer les
changements observés dans la réponse a la phéromone sexuelle des males traités chez C.

fumiferana.

Outre ces effets sur certains comportements reproducteurs, le tébufénozide affecte le systéme
reproducteur femelle et plus particuliérement le développement ovarien chez C. rosaceana.
Bien que les effets du tébufénozide sur la maturation ovarienne des femelles C. fumiferana
n’aient pu étre vérifiés, il serait possible que ce produit engendre également des modifications
similaires chez ces derniéres, étant donné que plusieurs aspects de la biologie reproductive de
ces deux espéces soient similaires. Les roles des ecdystéroides dans le développement des
ceufs chez C. fumiferana et C. rosaceana n’a pas encore fait 1’objet d’étude et demeurent donc
toujours inconnus. Une étude chez ces deux especes, réalisée par Delisle et Cusson (1999),
semble suggérer que I’hormone juvénile augmente I’incorporation de la vitellogénine par les
ceufs en développement, sans toutefois étre & 1’origine de la production de cette protéine. A ce
titre, 1’ecdysone pourrait étre un candidat potentiel, puisque cette hormone est connue pour

synthétiser la vitellogénine chez d’autres especes d’insectes (voir introduction). Il faudrait

53



donc dans un premier temps déterminer si les ovaires de C. fumiferana et C. rosaceana ont la
capacité de synthétiser I’ecdysone ou d’autres ecdystéroides in vitro. Par la suite, si tel est le
cas, des expériences pourraient €tre entreprises afin d’identifier le moment auquel débute leur
production par 1’ovaire et analyser leurs fonctions possibles dans le développement ovarien.
Toutefois, il est également possible, que la présence dans 1’hémolympe d’un agoniste de
I’ecdysone lors de la maturation des ceufs inhibe tout simplement ’action de 1’hormone
juvénile. De telles boucles de rétroaction ont ét¢ démontrées chez d’autres especes de
Lépidopteres (Satyanarayana et al., 1992, 1994) et semblent étre un mécanisme commun chez

les insectes (Bellés, 1995).

L’impact du tébufénozide sur la maturation ovarienne semble étre a 1’origine d’une diminution
de la fécondité des femelles TBO traitées avec la méthode de la diéte. Par contre, la méthode
de la gouttelette engendrant des effets moindres, aucune répercussion n’a été observée sur le
nombre d’ceufs pondus chez les femelles de cette espece. L’utilisation de deux méthodes de
traitement chez la méme espece met en lumiére I’importance du choix du mode de traitement
quant aux résultats escomptés et souleve les incohérences possibles pouvant émaner des
différentes études ou pour une méme espece, le stade de développement au moment du
traitement, la méthode de traitement et les concentrations utilisées différent. Ainsi, Sun et al.
(2000), ont noté une chute de la fécondité et de la fertilité des femelles de la TBO lorsqu’elles
avaient été traitées par contact au stade adulte. Quoiqu’une baisse du nombre d’ceufs pondus
chez cette espéce ait également été¢ observée (méthode diéte), aucune modification de la
fertilité¢ n’a été engendrée par notre méthode de traitement. Cette variation a stirement pour
origine I’action différentielle du tébufénozide selon le stade de développement de I’individu
lors du traitement, nos individus n’ayant pas été en contact avec le produit suivant
I’émergence. Chez C. fumiferana, I’ingestion de tébufénozide par la méthode de la gouttelette
n’a pas modifié la fécondité et la fertilité des femelles. Ces résultats viennent appuyer ceux
obtenus lors de deux autres études réalisées au cours de la derniére année chez C. fumiferana
(Sundaram et al., 2002 ; Cadogan et al., 2002). Cependant, notre étude ne permet
malheureusement pas de démontrer clairement que le tébufénozide n’a pas d’impact sur la
fécondité des femelles de la TBE puisque premiérement, la méthode de traitement a la diéte
induisant les effets sous-létaux les plus marqués n’a pu étre utilisée et deuxiemement, les

effets sur la maturation ovarienne n’a pu étre vérifiée, et ce par faute d’effectifs. Par contre,
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Cadogan et al. (2002) ont mentionné que bien que le tébufénozide n’affectait pas directement
la fécondité des femelles, sa présence sur la surface de ponte inhibait I’oviposition par ces
derniéres. Les auteurs ont postulé que cette modification du comportement de ponte n’était
pas liée a I’émission d’un stimulus volatile par le tébufénozide, mais plutot par la modification

de la surface de ponte par celui-ci.

Contrairement a d’autres especes de Lépidopteres (Carpenter et Chandler, 1994; Sun et al.,
2002), le pouvoir fécondant des males de la TBE et de la TBO, n’a pas été perturbé par la
présence d’un analogue de 1’ecdysone. D’aprés les roles de I’ecdysone au niveau du systéme
reproducteur male, le tébufénozide pourrait compromettre leur fertilit¢ en modifiant le
processus normal de la spermatogenese, en inhibant la libération du sperme ou d’un seul type
de spermatozoides (eupyréne ou apyréne) par les vas deferens ou en engendrant des
malformations de ’appareil reproducteur (incluant les spermatozoides). Les résultats portant
sur la production des spermatozoides eupyreénes chez les males de la TBO suggérent que les
deux premicres hypothéses sont les plus probables puisque les eupyrénes transférés ne
semblaient pas avoir subit de malformations. Par ailleurs, les femelles accouplées avec des
males traités ayant une fertilit¢ équivalente a celles accouplées avec des males témoins, le
nombre des spermatozoides transférés lors de I’accouplement semblait étre suffisant et de
bonne qualité. De ce fait, il serait intéressant de vérifier lors de prochaines études, a qu’elle

niveau le tébufénozide perturbe la production des spermatozoides eupyreénes chez cette espece.

L’ensemble des effets du tébufénozide tant sur le développement que la reproduction chez C.
fumiferana et C. rosaceana, font du tébufénozide un produit fort intéressant dans le contréle
de leurs populations, d’autant plus qu’il est apparemment non-toxique envers la faune
auxiliaire (Brown, 1994, 1996). A ce niveau, cette étude a permis d’établir que ce régulateur
de croissance d’insecte était beaucoup plus toxique (environ 60 fois plus toxique) envers C.
fumiferana que C. rosaceana. Dans la mesure ou C. rosaceana est un hoéte alterne de
parasitoides de C. fumiferana, dont Meteorus trachynotus (Maltais et al., 1989; Thireau et
Régniére, 1995), 'utilisation de tébufénozide dans le contréle des populations de la TBE
occasionnerait qu’une faible mortalité des larves de la TBO et protégerait ainsi une partie des
populations de parasitoides. Par contre, des études seront nécessaires afin de connaitre

’impact réel de ce produit chez les parasitoides de ces deux espéces. Egalement, d’autres
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¢tudes tant en laboratoire que sur le terrain seraient pertinentes puisque nous connaissons tres
peu les effets du tébufénozide sur la génération subséquente. En effet, il serait intéressant de
déterminer si le tébufénozide présent chez les femelles est transféré dans les ceufs en
développement, tout comme 1’ecdysone chez certaines insectes (Delbecque et al., 1990 ;
Makka et al., 2002), et si sa présence pourrait réduire la survie de la progéniture. A ce propos,
il est intéressant de mentionner que I’alimentation des parents est connue pour affecter la
survie de la progéniture chez C. fumiferana (Carisey et Bauce, 2002).  Par ailleurs, la
persistance du tébufénozide étant de 60 jours (Sundaram et al., 1996a et b), il se peut
également que suivant 1’éclosion, les jeunes larves de 1% et 2™ stades soient affectées par la
présence de résidus sur le feuillage, ce qui réduirait encore davantage les niveaux de
populations. Dans le cas de C. fumiferana, des études sur le terrain tendent a démontrer cette
affirmation (Régniére et al., 2001 ; Cadogan et al.; 2002). Finalement, il serait important de
connaitre les effets de cet agoniste sur la diapause larvaire, puisqu’un niveau ¢élevé d’ecdysone
prévient I’entrée en diapause chez certaines especes d’insectes (Sielezniew et Cymborowski,
1997 ; Hamel et al.,, 1998) et qu’un effet similaire du tébufénozide pourrait affecter
grandement la survie des larves de C. fumiferana et C. rosaceana qui doivent passer I’hiver en

diapause.
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