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Article de recherche

Les substances végétales non volatiles et leur effet
phagostimulant sur les larves de cinquiéme stade de la
teigne du poireau, Acrolepiopsis assectella {Lep.)

H. Al-Rouz et E. Thibout

Institut de biocénotique expérimentale des agrosystémes (UA CNRS 340), Parc de Grandmont,
avenue Monge, 37200 Tours

(regu le 21-7-1988, accepté le 14-12-1988)

Résumé — La phagostimulation des larves de 5° stade de la teigne du poireau est étudiée sur un
support en polystyréne a 'aide de composés non volatiles déja identifiés dans les Allium. Les cires
épicuticulaires, la sinigrine, certains acides aminés dont la méthionine et la majorité des flavonoides
testés ne sont pas stimulants. Les substances phagostimulantes se répartissent en 2 groupes :
d'une part, les substances spécifiques des Allium tels les alkyl-cystéine-sulfoxides et la cystéine qui
peut étre rangée dans ce groupe; d'autre part, des composés plus généraux comme certains
hexoses, le xylose, plusieurs stéroides et saponines, un flavonoide et le chlorure de sodium. L'acide
chlorogénique est, en revanche, antiappétent. Un effet propre ou synergique de plusieurs composés
actifs est recherché.

phagostimulation larvaire — composés soufrés — substances générales — plante-hdote —
Allium — cires

Summary — Non volatile plant chemicals and phagostimulation in the fifth instar larvae of
the leek-moth, Acrolepiopsis assectella (Lep.). Phagostimulation was studied on polystyrene
substrate in the leek-moth larvae with compounds already identified in Allium plants. Epicuticular
waxes, sinigrin, some amino-acids among which methionine and the majority of tested flavonoids
are not phagostimulant. There are 2 groups of phagostimulant compounds. The first includes speci-
fic compounds of Allium like S-alkyl-cystein-sulfoxides and also cysteine which can be placed in this
group. The other includes more general compounds like carbohydrates (some hexoses and the
xylose), several steroids and saponins, one flavonoid and sodium chloride. On the other hand, chlo-
rogenic acid is a phagorepellent. An intrinsic or synergistic effect of these active compounds is ana-
lysed in relation with their presence and abundance in the host plant.

larval phagostimulation — sulfur compounds — general substances — host-plant — Allium
— waxes

Introduction des insectes phytophages. Cette phago-

stimulation a été étudiée antérieurement
Des signaux émis par les plantes condi- chez les larves de 5¢ stade (L5) de la
tionnent en partie la prise de nourriture teigne du poireau, Acrolepiopsis assec-
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tella Zeller (Hyponomeutoidea), a l'aide
d'un support en polystyréene et dextraits
méthanoliques d'une trentaine de végé-
taux (Al-Rouz et Thibout, 1988a). La prise
de nourriture de cet insecte, dont la larve
mine lintérieur des feuilles des plantes du
genre Allium, pourrait étre stimulée par 2
types de substances d'origine végétale,
certaines trouvées chez un grand nombre
de plantes, d'autres plus spécifiques, par-
ticulieres au genre Allium.

Alors que les substances allélochi-
miques volatiles responsables de I'attrac-
tion des adultes et des larves d'A. assec-
tella sont assez bien connues (Lecomte
et Thibout, 1981; Al-Rouz et Thibout,
1988b), il n'en est pas de méme des sub-
stances agissant par gustation. Les sub-
stances permettant la sélection alimentai-
re par les larves, et plus particuliérement
celles intervenant dans la prise de nourri-
ture, ont été recherchées. Bien gue cette
sélection puisse avoir lieu a l'un quel-
conque des stades larvaires, les L5 ont
été seules étudiées, étant plus faciles a
manipuler.

Cette premiére étude de la phagosti-
mulation chez A. assectella a été réalisée
essentiellement a l'aide de substances
non volatiles déja identifiées dans les
Allium.

Matériel et Méthodes

Les expériences ont été réalisées sur les L5
issues d'un élevage renouvelé annuellement.
La ponte et le développement larvaire s'effec-
tuaient sur la plante-hote, le poireau Allium
porrum (Liliacée) cultivar Malabare, dans les
conditions suivantes : photophase de 18 h a
26 °C et 60 + 5% d'humidité relative, scoto-
phase de 6 h a 18 °C et 80 + 5% d'humidité
relative.

Afin d'éviter toute interférence olfactive, les
expériences ont eu lieu dans une piéce n'ayant
jamais renfermé de poireau. Les conditions y

étaient les suivantes : 12 h de photophase par
nycthémére, 26 °C constants et 70 £ 5% d'hu-
midité relative. Comme décrit antérieurement
(Al-Rouz et Thibout, 1988a), le pouvoir phago-
stimulant des substances végétales a été testé
a laide de supports artificiels constitués de
morceaux de polystyréne de 22 x 10 x 2 mm
(Meisner et Asher, 1968). Dix L5, a jeun depuis
2 h, ont été placées dans l'aprés-midi au centre
d'une boite de Pétri, a égale distance de 2 sup-
ports, l'un imprégné du ou des produits a
étudier, l'autre servant de témoin. Une vingtai-
ne de boites ont été utilisées a chaque test.
Leur couvercle était percé en son centre afin
qu'un morceau de coton humide y maintienne
une forte humidité relative. Le support témoin,
suite aux études antérieures (Al-Rouz et Thi-
bout, 1988a), était badigeonné uniformément
d'une solution de saccharose a 0,1% (3.104
M/l). Cela correspondait 4 4,3 + 0,2.10-2 mg de
saccharose en moyenne par support. Le sup-
port essai a regu de la méme fagon la solution
de saccharose, puis, apreés séchage, une solu-
tion plus ou moins concentrée de la substance
a analyser. Les supports ont été pesés avant
d'étre badigeonnés, puis pesés a nouveau 24 h
aprés avoir regu les diverses substances. Ce
laps de temps est nécessaire afin de permettre
I'évaporation compléte des solvants. Enfin, ils
étaient pesés une derniére fois 24 h aprés la fin
de l'expérience qui dure elle-méme 24 h. La
précision des mesures, due a la sensibilité de
la balance, était de 2,5 pg.

Les différences de poids avant et aprés
expérience ont permis d'apprécier les quantités
de support consommées. Le pouvoir phagosti-
mulant d'une substance a été évalué par le rap-
port R, R étant la quantité moyenne de support
essai consommé divisée par la quantité totale
moyenne consommée sur les 2 supports et
variant de 0 & 1. Si R = 0,5, les 2 supports sont
consommés de fagon égale. Si0 <R < 0,5, le
support témoin est le plus consommé, la sub-
stance est antiappétente. Si 0,5 <R < 1, le sup-
port essai est le plus consommé, la substance
est phagostimulante. Le test du rang et du
signe par paires de Wilcoxon a permis de
savoir si les poids consommés sur les 2 sup-
ports étaient égaux et donc si R était ou non
significativement différent de 0,5.

R a été utilisé car il permet de diminuer 'in-
fluence de la variation des témoins dans l'ex-
pression des résultats. En effet, les nom-
breuses expériences ont été échelonnées sur
plusieurs mois et intéressaient plusieurs géné-
rations. D'autre part, la qualité du poireau et
donc l'alimentation larvaire avant I'expérience
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variaient au cours de I'année. Cependant, des
analyses de variances effectuées sur le poids
des témoins a un moment donné ont montré
que ceux-ci étaient homogenes, a I'exception
de I'expérience avec le PCSO. Dans ce cas, en
augmentant la concentration de PCSO, on aug-
mentait considérablement le pouvoir phagosti-
mulant du support essai et le poids du support
témoin consommé diminuait proportionnelle-
ment.

Les substances non volatiles testées se
répartissent en 2 groupes:

— substances spécifiques des Allium

* cires épicuticulaires de poireau obtenues
par cristallisation & — 18 °C d'un extrait superfi-
ciel produit par immersion des feuilles pendant
30 sec dans le dichlorométhane;

+ propyl cystéine sulfoxide (PCSO), un des
précurseurs des subtances volatiles soufrées.
Trois concentrations ont été testées;

* aginoside, saponine extraite du poireau.

— substances non spécifiques

» sucres : saccharose, fructose, glucose,
galactose et xylose. Le saccharose a été testé
a plusieurs concentrations et les autres sucres
26.1074 M/ (10%);

* acides aminés : cystéine, méthionine, ala-
nine et valine;

« stéroides : cholestérol, B-sitostérol, o- et
B-amyrine, diosgénine (sapogénine);

» flavonoides : quercétine, morine, myricéti-
ne et acide chlorogénique;

« acide ascorbique (vitamine C);

« chlorure de sodium, inclus ici pour com-
paraison avec d'autres espéces d'insectes;

« sinigrine, substance soufrée spécifique
des cruciféres, précurseur de lisothiocyanate
d'allyle volatil.

Les substances insolubles dans l'eau ont
été utilisées en solution alcoolique et certains
stéroides en solution dans I'hexane. D'autre
part, les cires épicuticulaires n'étant solubles
que dans des solvants attaquant le polystyre-
ne, celles-ci ont été testées sur du papier-filtre.
Dans ce cas, supports tests et témoins sont en
papier et les pesées étaient alors effectuées
aprés passage 24 h dans un dessiccateur.
Enfin, pour les expériences avec les sucres, le
saccharose a été testé avec un support témoin
dépourvu de toute substance. Les autres
sucres ont été déposés eux aussi isolément sur
le support essai, mais le témoin était recouvert
de saccharose, comme dans les expériences
avec les autres composés.

Enfin, il a été procédé sur les L5 d'A.
assectella & une série d'expériences sans sac-
charose, afin de préciser chez quelques com-

posés la présence ou l'absence d'action syner-
gique avec ce sucre. La méthode et les condi-
tions expérimentales étaient identiques & celles
utilisées auparavant, mais le support témoin
était recouvert uniquement de solvant tandis
que le support essai n'était recouvert que de
'une des solutions a étudier. Celles-ci, moins
nombreuses, étaient aux mémes concentra-
tions que lors des expériences précédentes.

Résultats

Méme a la plus faible concentration, le
support avec saccharose est plus
consommé que le témoin polystyréne seul
et la quantité consommée par les L5 aug-
mente avec la quantité de sucre déposée,
R étant toujours proche de 1 (Fig. 1). Les

14

0,5 o

0,1 7 Saccharose .

Concentration

en W1

Fig. 1. Rapports R des poids moyens consom-
més par les L5 d'A. assectella en présence de
diverses concentrations de saccharose. R =
E/E + T, E étant le poids moyen de support
essai consommé et T le poids moyen de sup-
port témoin consommé. Seul le support essai
est badigeonné de saccharose. La présence
d'astérisque indique que E et T sont significati-
vement différents, soit R # 0,5 (test de Wil-
coxon). *:0,05> P> 0,01;*:0,01 > P,
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autres hexoses, comparés au saccharo-
se, sont tout aussi phagostimulants que
ce dernier puisque les L5 consomment de
fagon comparable les 2 supports, R ne
différant pas significativement de 0,5 (Fig.
2). Quant au xylose, il est plus phagosti-
mulant que le saccharose; la différence
de quantité consommée est significative
(P <0,01).

Avec le PCSO, ici encore, la quantité
de support consommeé s'accroit avec la
concentration (Fig. 3). A 104 M/, le
PCSO n'est pas stimulant mais le devient
a102 M.

Avec l'aginoside, la prise de nourriture
est significativement supérieure a celle du

*
*

(i [V T IE—

sucres

ULVt LR
IO T

Fructose
Glucose
Galactose
Xylose

Fig. 2. Rapports R des poids moyens consom-
més par les LS d'A. assectella en présence de
différents sucres testés a la concentration de
6.10—4 MA. Seul le support témoin est badi-
geonné de saccharose & 3.10~4 MA. La présen-
ce d'astérisque indique que E et T sont signifi-
cativement différents, soit R # 0,5 (test de
Wilcoxon). *: 0,05 > P>0,01;"": 0,01 > P

témoin (Fig. 4). Inversement, les cires épi-
cuticulaires ne provoquent aucun accrois-
sement significatif de la prise de nourritu-
re par les L5 (R = 0,54). Il faut noter que
c'est lors de ce test que le support témoin
a été le plus consommé (40,6.10-2 mg de
papier, contre 9,7.102 mg au maximum
avec support polystyréne).

Quatre acides aminés ont été propo-
sés aux L5 : 2 soufrés, la cystéine et la
méthionine, et 2 non soufrés, proches, la
valine et l'alanine. Seule de ces sub-
stances, la cystéine a une action significa-
tive sur la prise de nourriture (Fig. 4).

A la concentration testée, la vitamine C
a un effet phagostimulant tandis que la
sinigrine des cruciferes est inactive (Fig.
4). 1| est dautre part intéressant de
constater que tous les stéroides ici utilisés
entrainent une forte consommation du
support sur lequel ils se trouvent (R
proche de 1). Quant aux 4 flavonoides
testés, 2 se montrent phagostimulants
(Fig. 4), mais la quercétine qui est la
seule des 4 a étre présente dans les
Allium (Starke et Hermann, 1976) est par-
ticulierement active.

Enfin, le chlorure de sodium est légére-
ment phagostimulant a la concentration
testée (Fig. 4) puisque R est égal a 0,64,
significativement différent de 0,5 (P <
0,05).

Des expériences sans saccharose ont
précisé la synergie entre quelques com-
posés et ce sucre {Fig. 5). Dans presque
tous les cas, la consommation du support
essai est assez semblable a celle obtenue
en présence de saccharose. Méme sans
saccharose, R est toujours supérieur a
0,5, et a I'exception de la cystéine, les
substances ici testées restent fortement
phagostimulantes. La cystéine perd son
pouvoir phagostimulant en absence de
saccharose et ne semble donc pas avoir
de propriétés propres a ce niveau.
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10

3.10

Fig. 3. Rapports R des poids moyens consommés par les L5 d'A. assectella en présence de
diverses concentrations du précurseur soufré, le PCSO. Les 2 supports sont badigeonnés de sac-
charose. La présence d'astérisque indique que E et T sont significativement différents, soit R # 0,5
(test de Wilcoxon). * : 0,05 > P> 0,01; ** : 0,01 > P.

Discussion

La phagostimulation chez les L5 d'A.
assectella présente de nombreuses simili-
tudes avec celle étudiée chez d'autres
insectes.

Trois des sucres testés, le saccharose,
le fructose et le glucose, sont des sucres
libres trouvés dans les Allium (Bacon,
1959; Boscher, 1969), tandis que le galac-
tose et le xylose ont été identifiés dans
certains glycosides (Starke et Herrmann,
1976; Harmatha et al., 1987). Le saccha-
rose est connu comme étant tres stimu-
lant, de méme que, a un degré moindre,
le glucose et le fructose (Bernays et
Simpson, 1982; Ladd, 1986). Quant au
galactose, il est généralement peu ou pas
actif. Les résultats obtenus avec ces
sucres chez A. assectella sont donc glo-

balement en accord avec ceux obtenus
par ailleurs. Cependant, plus intéressante
est l'action du xylose qui est souvent
répulsif (Chippendale et Reddy, 1974,
Ladd, 1986) alors qu'il est plus phagosti-
mulant pour A. assectella que le saccha-
rose. |l serait intéressant de connaitre la
quantité des pentoses contenus dans les
Allium, alors que ceux-ci ont été peu
étudiés et qu'ils sont habituelilement peu
ou pas utilisés par les insectes (House,
1974). Un tel résultat devra étre confirmé
ultérieurement. :

Parmi les autres substances testées,
I'acide ascorbique présente un effet pha-
gostimulant. Or cette vitamine, abondante
dans certains Allium (Rousseau, 1940;
Abdou et al., 1972), est phagostimulante
pour de nombreux insectes (Bernays et
Simpson, 1982) et ceux-ci en ont fré-
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Fig. 4. Rapports R des poids moyens consommés par les L5 d'A. assectella en présence de 18 sub-
stances non volatiles. Les 2 supports sont badigeonnés de saccharose. Les substances a poids
motéculaire élevé (stéroides, saponines, flavonoides) sont testées a la concentration de 2.10-2 M/
et les autres substances a la concentration de 4.10-2 M/l. La présence d'astérisque indique que E et
T sont significativement différents, soit R # 0,5 (test de Wilcoxon). *: 0,05 > P> 0,01; ** : 0,01 > P.

quemment besoin dans leur alimentation
(House, 1974).

Des 4 flavonoides testés, la quercéti-
ne, présente dans les Allium (Starke et
Herrmann, 1976), stimule de fagon impor-
tante 'alimentation des L5 d'A. assectella.
Il semble que ces composés soient sou-
vent phagostimulants pour les insectes
spécialistes des plantes les produisant.
La morine du mirier stimule Bombyx
mori (Hamamura, 1970) et I'acide chloro-
génique de la pomme de terre stimule le
doryphore (Hsiao et Fraenkel, 1968). La
reconnaissance sensorielle par ces
insectes est donc trés précise puisque les
structures de ces divers flavonoides sont
trés semblables les unes aux autres.

Les différents stéroides testés sont
tous phagostimulants. lls ont été identifiés
dans différents Allium : les amyrines en
trés faible quantité dans |'oignon (Smocz-
kiewicz et al., 1982), de méme que le sito-
stérol plus abondant, le cholestérol (lto et
al, 1977) et la diosgénine (Ismailov et
Aliev, 1974). La valeur nutritive de ces
substances est bien connue chez les
insectes, particulierement le B-sitostérol et
le cholestérol (House, 1974). Leur effet
phagostimulant a été rarement étudié,
bien que le B-sitostérol soit I'un des com-
posés des feuilles de murier actif sur
Bombyx mori (Hamamura, 1970).

L'aginoside, saponine stéroidique, est
faiblement phagostimulant mais égale-
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Fig. 5. Rapports des poids moyens consommés par les L5 d'A. assectella en présence de 6 sub-
stances non volatiles présentées seules. Les supports ne sont pas recouverts de saccharose. La
présence d'astérisque indique que E et T sont significativement différents, soit R # 0,5 (test de Wil-

coxon). *:0,05> P>0,01;":0,01 > P.

ment toxique pour les larves d'A. assec-
tella (Harmatha et al., 1987). Comment un
tel mécanisme a-t-il pu évoluer ? On peut
envisager que l'activité de cette saponine
provienne du glycoside composé notam-
ment de restes de glucose et xylose. Une
autre possibilité est que l'aginoside étant
essentiellement trouvé dans les fleurs, les
larves qui consomment surtout les limbes
ont été peu en contact avec cette sub-
stance au cours de |'évolution.

Le PCSO, substance spécifique des
Allium, est phagostimulant. 1l intervient
probablement dans la sélection des
Allium par les larves d'A. assectella. Cela
rappelle parfaitement I'action de la sinigri-
ne, précurseur de l'isothiocyanate d'allyle,

sur |'alimentation des insectes spécialistes
des cruciféres (Thorsteinson, 1953).

Des 4 acides aminés testés, seule la
cystéine accroit la prise de nourriture des
L5 d'A. assectella. Or, la méthionine est
fréqguemment un meilleur phagostimulant
que la cystéine (Bernays et Simpson,
1982). De plus, la cystéine et la cystine
sont rarement indispensables a la nutri-
tion des insectes, contrairement a la
méthionine (House, 1974). On pouvait
donc s'attendre a une action importante
de la méthionine. L'action de la cystéine
montre que les L5 ne sont pas sensibles a
toutes les substances soufrées. Cela est
confirmé d'autre part par I'expérience réa-
lisée avec la sinigrine. La cystéine étant,
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en outre, un des acides aminés «précur-
seur» du PCSO, on peut considérer que
ce composé fait partie des phagostimu-
lants spécifiques des Allium.

Le chlorure de sodium montre une
iégére action phagostimulante chez A.
assectella comme chez Pieris brassicae
(Ma, 1972) alors que, chez Trichoplusia
ni, seuls les ions potassium ont une
action synergisante sur la phagostimula-
tion (Gothilf et Beck, 1967).

Le support témoin en papier-filire
employé lors du test concernant les cires
épicuticulaires étant de beaucoup le
témoin le plus consommé par les L5, la
cellulose pourrait étre phagostimulante
pour cet insecte comme cela semble étre
le cas pour Bombyx mori (Hamamura,
1970). L'absence de différence significati-
ve, en revanche, entre le support témoin
et le support test (R = 0,54) indique clai-
rement que les cires ne sont pas phago-
stimulantes, bien que la nature et la pro-
portion des différents constituants soient
assez spécifiques de chaque espéce
végétale (Cassagne et Lessire, 1974).
Elles sont cependant phagostimulantes,
notamment pour certains acridiens
(Chapman, 1977) et pour Manduca sexta
(de Boer et Hanson, 1988). Mais ces
espéces peuvent étre qualifiées d'«exo-
phytophages» constamment en contact
avec les cires, tandis que les larves d'A.
assectella sont des «endophytophages»
qui vivent en mineurs dans le limbe de la
plante-héte sans contact avec les cires
superficielles.

A l'exception des sucres, toutes les
substances étudiées I'ont été en présen-
ce de saccharose a faible concentration.
Les expériences ne permettent donc pas
de distinguer un effet phagostimulant
propre d'un effet synergique bien étudié
chez Leptinotarsa decemlineata par
exemple (Hsiao, 1972), espéce pour
laguelle le saccharose ne devient phago-

stimulant qu'en présence d'autres compo-
sés comme l'alanine ou la lécithine. Chez
A. assectella, un effet synergique semble
bien réel pour la cystéine qui n'est plus
phagostimulante en absence de saccha-
rose. Bien que tous les composés testés
précédemment ne l'aient pas été a nou-
veau sans saccharose, cette synergie
semble peu fréguente chez la teigne du
poireau, puisque 5 des 6 composés testés
seuls sont phagostimulants par eux-
mémes.

Malgré l'absence de tanins et d'alca-
loides dans le genre Allium (Rousseau,
1940), le choix de la nourriture chez A.
assectella pourrait étre influencé par des
antiappétents. En effet, en présence d'aci-
de chlorogénique, R est significativement
inférieur a 0,5 (R = 0,12). D'autre part,
certains extraits de plantes n'appartenant
pas au genre Allium sont antiappétents
(Al-Rouz et Thibout, 1988a).

Conclusions

Le contrdle de la prise de nourriture chez
les L5 d'A. assectella, comme chez la plu-
part des insectes, pourrait donc dépendré
de 4 catégories de produits : — des com-
posés stimulants assez généraux comme
les sucres, la vitamine C ou certains sté-
roides; il s'agit souvent de composés
intervenant dans les phénoménes de
nutrition; — des allélochimiques peu
abondants rencontrés dans les Allium et
dans d'autres plantes, comme les amy-
rines; — des composés inhibiteurs géné-
raux ou non qui doivent étre peu abon-
dants dans les plantes-hotes d'A.
assectella; enfin, d'autres composés sti-
mulants spécifiques des Allium, plus ou
moins dérivés de la cystéine. Les propor-
tions relatives de ces 4 catégories de
composés apportent au phytophage spé-
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cialiste un certain nombre d'informations
gustatives nécessaires a la prise de nour-
riture et au choix de la plante-héte.

Ces premieres études sur la prise ali-
mentaire des L5 doivent s'étendre aux
autres stades, en particulier au 1¢r stade
néonate qui choisit le lieu de pénétration
et se trouve donc, a un moment, en
contact avec les cires épicuticulaires. De
plus, des travaux réalisés a l'aide de
milieux nutritifs synthétiques doivent per-
mettre d'aborder l'influence du condition-
nement sur les «habitudes» alimentaires
des larves. Enfin, les substances soufrées
volatiles peuvent également avoir un effet
phagostimulant.
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