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Résumé &mdash; Une étude morphométrique et une analyse électrophorétique ont été menées chez 3 populations de My-
thimna unipuncta originaires de l’archipel des Açores (îles de São Miguel, Santa Maria et Sâo Jorge). Dix-neuf et 14 
caractères morphométriques, portant sur les ailes, les antennes, les pattes et les genitalia mâles, ont été mesurés
respectivement chez les mâles et les femelles. Après l’étude des corrélations entre ces caractères, une analyse facto-
rielle discriminante a été menée pour séparer les 3 populations étudiées. La discrimination des populations est
meilleure avec les caractères des mâles qu’avec ceux des femelles, très probablement à cause du plus faible nombre
de ces derniers. Les individus vivant sur les 3 îles sont morphologiquement proches, malgré une petite divergence de
ceux de Sâo Miguel. L’étude électrophorétique, menée sur les &oelig;ufs et l’hémolymphe des larves, a concerné les esté-
rases et tétrazolium-oxydases. Une interprétation génétique a pu être effectuée au niveau de 4 loci où nous avons re-
connu 15 allèles. D’après l’analyse factorielle des correspondances, menée à partir des fréquences alléliques, les 3
populations étudiées sont très proches. L’ensemble de ces résultats indique que des migrations se produisent entre
les 3 îles, ou que des migrations se produisent à partir des continents européen et/ou américain, ou que les popula-
tions des diverses îles sont isolées depuis trop peu de temps pour avoir divergé de façon notable.
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Summary &mdash; Morphometric and enzymatic comparison between populations of Mythimna unipuncta (Haw-
orth) (Lep: Noctuidae) from 3 islands in the Azores. A morphometric study and an electrophoretic analysis of en-
zymes were carried out on 3 populations of Mythimna unipuncta from 3 islands (São Miguel, Santa Maria and São
Jorge) in the Azores archipelago. Nineteen and 14 morphometric characters associated with the wings, antennae,
legs and male genitalia were measured in males and females respectively. After a study of correlations between char-
acters, a factorial discriminant analysis was carried out. Population discrimination was better for the male than for the
female characters, probably due to the lower number of characters measured in the latter. We concluded that the indi-
viduals living in the 3 islands were morphologically similar, despite a small deviation in those from São Miguel. The
electrophoretic study, carried out on larvae eggs and hemolymph, concerned esterase and tetrazolium-oxidase. A ge-
netic interpretation was possible for 4 loci, where 15 alleles were identified. According to a factorial correspondence
analysis carried out from allele frequencies, the 3 studied populations were found to be very close. From the results, it
can be concluded that the populations are not significantly different. However, the reasons for this are not clear, and
we are unable to differentiate between the 3 following hypotheses: 1) migrations occur between the 3 islands; 2) mi-
grations occur from the European and/or American continents; or 3) populations from different islands are isolated af-
ter an insufficient period of time to have notably diverged.
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INTRODUCTION

Mythimna unipuncta (Haworth) (Lepidoptera,
Noctuidae) est le plus important ravageur des
pâturages aux Açores. Il cause des dégats esti-
més annuellement à 8% de la production végé-
tale, soit environ 44 millions de francs français
(Tavares, 1989). Cela explique que cette espèce
soit très étudiée aux Açores, notamment sur le
plan appliqué pour mettre au point une lutte inté-
grée.

L’objectif de cette étude est de comprendre si
M unipuncta, considéré comme cosmopolite
(Breeland, 1958 ; Fields and McNeil, 1984 ;
Bues et al, 1987), migrant (Anglade, 1969 ;
Causse et Poitout, 1984; Fields et McNeil, 1984 ;
Bues et al, 1987 ; McNeil, 1987) et polyphage
(Metcalf et al, 1962 ; Mukerji et Guppy, 1970;
Hemmerlé et al, 1981 ; Bues et al, 1987), a subi
des phénomènes de différentiation dans l’archi-
pel des Açores. Pour cela, 3 populations origi-
naires des îles de Sâo Miguel, Santa Maria et
Sâo Jorge (fig 1) ont été comparées à l’aide de
caractères morphométriques et enzymatiques.

L’analyse des caractères morphologiques,
bien que parfois peu aisée, permet d’apprécier le
degré de variabilité des populations (Guillaumin,
1971 ; Cornuet et al, 1975 ; Pintureau, 1980a,
b). Plusieurs descriptions morphologiques de M
unipuncta ont été effectuées, concernant par

exemple les genitalia (Pierce, 1909 ; Francle-

mont, 1951 ; Breeland, 1958 ; Berio, 1985) et
l’appareil reproducteur mâle et femelle (Callahan
et Chapin, 1960), mais aucune mensuration mor-
phométrique précise n’a encore été publiée. La
comparaison de nos 3 populations porte sur des
mensurations prises sur les ailes, les pattes, les
antennes et les genitalia mâles.

L’étude de nombreux systèmes enzymatiques
a été menée par électrophorèse chez beaucoup
d’insectes (Pintureau, 1987). Plusieurs Lépidop-
tères ont ainsi été étudiés pour différencier des

populations ou sous-populations (Harrison et al,
1983 ; George, 1984 ; Hughes et Zalucki, 1984 ;
Zalucki et al, 1987, etc) ou des espèces morpho-
logiquement proches (Jelnes, 1975a, b ; Pash-
ley, 1983). D’autres auteurs, tels que Saul et al
(1978), ont même remarqué que les variations
de fréquences alléliques permettent de com-

prendre certains phénomènes écologiques. En
ce qui concerne M unipuncta, aucun résultat

d’analyse d’enzymes n’a cependant encore été
publié.

Une étude préliminaire a été menée sur 5 sys-
tèmes enzymatiques : estérases (Est), tétrazo-
lium-oxydases (TO), lactate-deshydrogénases
(LDH), glutamate-deshydrogénases (GLDH)
et beta-glycérophosphate-deshydrogénases
(&beta;GPDH). Mais seules les estérases et les tétra-
zolium-oxydases ont donné des résultats inter-



prétables. Nous avons donc comparé nos 3 po-
pulations de M unipuncta à partir des estérases
de l’&oelig;uf et de l’hémolymphe du 6e stade larvaire,
et des tétrazolium-oxydases (ou superoxyde-
dismutases ou indophénol-oxydases) de l’hémo-
lymphe du même stade.

Les 2 systèmes enzymatiques retenus (Est et
TO) sont très actifs (en particulier les estérases)
et sont connus pour fournir des caractères de dif-
férentiation des espèces proches chez plusieurs
groupes d’insectes (Pintureau, 1987). De telles
études passent par la compréhension du déter-
minisme génétique des bandes électrophoréti-
ques révélées.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Les individus étudiés sont les descendants d’environ
100 papillons mâles et femelles capturés aux pièges
lumineux dans chacune des îles de Santa Maria (Paúl
et aéroport, juin 1990), Sâo Miguel (Arribanas et Re-
médios, août 1990) et Sâo Jorge (Velas, août 1990).
Certains individus utilisés descendent aussi de cap-
tures réalisées en mai et juin 1991, respectivement à
Sâo Miguel et Sâo Jorge (mêmes localités, environ
300 individus fondateurs).

L’élevage a été conduit selon la technique de Poi-
tout et Bues (1970, 1974). Les repiquages ont été ef-
fectuées avec 900 L1 provenant d’environ 50 pontes
de chaque population et les individus ont été isolés au
3e stade larvaire. L’ensemble du cycle s’est déroulé
dans des pièces climatisées, à 25°C pour les stades
préimaginaux et de 20 à 25°C pour les adultes (photo-
phase de 16 h et humidité relative de 65 à 70%). Les
individus étudiés proviennent des 2e, 3e et 4e généra-
tions d’élevage.

Les analyses morphométriques ont été menées sur
des adultes conservés dans l’alcool à 70%. Trente
mâles et 30 femelles de chaque population, pris au ha-
sard, ont été étudiés.

Quatre éléments corporels ont fait l’objet de mensu-
rations chez les 2 sexes : 1 patte postérieure, 1 an-

tenne, 1 aile antérieure et 1 aile postérieure. Chez les
mâles, nous avons en outre mesuré les genitalia. Pour
cela, les papillons ont été placés dans de l’eau distillée
pendant 15 min, puis les ailes, pattes, antennes et ge-
nitalia ont été prélevés et montés sur lame dans du li-

quide de Faure (composition fournie par Langeron,
1949). Les mesures ont été prises, après séchage des
préparations dans une étuve à 37°C, à l’aide d’une
loupe binoculaire Wild M8 munie d’un oculaire micro-
métrique. Elles ont ensuite été transformées en milli-
mètres.

Seuls les caractères faciles à mesurer ont été rete-
nus sur chaque élément corporel. Quatorze sont com-

muns aux 2 sexes : longueurs de la R5, de la M3 et
de la Cu1b de l’aile antérieure ; longueurs de la R3,
de la M3 et de la Cu1b de l’aile postérieure ; lon-

gueurs du fémur, du tibia, du 1er article du tarse, du

plus long éperon médian du tibia et du plus long épe-
ron terminal du tibia de la patte postérieure ; longueur
du scape, largeur du scape et du pédicelle de l’an-
tenne. Les genitalia mâles ont fait l’objet de 5 me-
sures supplémentaires (fig 2) : largeurs de l’uncus, du
cucullus et de la partie basale la plus étroite du cucul-
lus, longueur de la valva, hauteur de l’extension du
sacculus.

Après l’étude de leurs corrélations, les caractères
ont été combinés dans une analyse factorielle discri-
minante (AFD) de manière à séparer les trois popula-
tions étudiées.

Les analyses électrophorétiques ont été menées
sur des &oelig;ufs (âgés de 24 h au maximum) et des
chenilles du 6e stade (âgées d’environ 2 j) congelés à
-20°C. Tous les &oelig;ufs étudiés par électrophorèse pro-
viennent de pontes différentes. Ils ont chacun été dé-

posés dans un tube Eppendorf contenant 45 &mu;l de
tampon Trudgill sucré* (complété par 0,0854% de
phényl-thio-urée) et broyés à l’aide d’un mandrin en
verre. L’hémolymphe des chenilles décongelées a été
prélevée en sectionnant une fausse patte et en pla-
çant un tube à hématocrite sur la plaie. Environ 25 &mu;l
d’hémolymhe par individu ont ainsi été récupérés puis
mélangés dans un tube Eppendorf à 200 &mu;l du même
tampon que précédemment.

Ces opérations se sont déroulées sur de la glace
pilée. Les échantillons ont ensuite été centrifugés du-

* Pour 100 cm3 de solution aqueuse (pH 8,0), 1, 314 g de Tris, 0,018 g d’acide ascorbique, 0,014 g de cystéine hydrochlorure et
17 g de saccharose.



rant 5 minutes à 9000 t/min (température : 5°C) puis
stockés à -20°C jusqu’au jour de l’électrophorèse. La
totalité du surnageant a été utilisée dans le cas des
&oelig;ufs, mais seulement 35 &mu;l dans le cas de l’hémo-

lymphe.

L’électrophorèse a été effectuée dans des plaques
verticales de gel de polyacrylamide (7%, pH 8,9)
selon une méthode déjà décrite (Pintureau et Babault,
1981 ; Pintureau, 1987 ; Pintureau et al, 1991) avec
quelques modifications : le voltage a été de 150 V
pendant 30 min puis soit de 300 V pendant 90 min
(estérases des &oelig;ufs), ou de 200 V durant 10 min sui-
vis de 450 V pendant 90 min (estérases de l’hémo-
lymphe), ou de 300 V durant 80 mn (TO de l’hémo-
lymphe) ; la révélation des estérases a été réalisée
avec 120 mg de 2-naphtyl-acétate et 60 mg de 1-

naphtyl-acétate ; la durée de révélation a été de 60
min (estérases des &oelig;ufs et TO de l’hémolymphe) ou
de 90 min (estérases de l’hémolymphe).

La révélation des estérases a été effectuée indivi-
duellement sur 105 &oelig;ufs (32 de Sâo Miguel, 35 de
Santa Maria et 38 de Sâo Jorge) et sur l’hémolymphe
de 181 chenilles du dernier stade (61 de Sâo Miguel,
48 de Santa Maria et 72 de Sâo Jorge). Celle des té-
trazolium-oxydases n’a été effectuée que sur l’hémo-
lymphe de 107 chenilles du dernier stade (40 de São
Miguel, 34 de Santa Maria et 33 de São Jorge).

Les locus ont été nommés de manière à indiquer
l’enzyme codée (Est ou TO), le stade de l’insecte où
l’enzyme fonctionne (W pour &oelig;uf et H pour hémo-
lymphe du dernier stade larvaire) et le numéro de la
zone colorée repérée sur les électrophorégrammes (2
ou 3). Une analyse factorielle des correspondances
(AFC) a été menée à partir des fréquences alléliques
de manière à séparer les 3 populations étudiées.

RÉSULTATS

Étude morphométrique

Peu de différences entre populations apparais-
sent de manière évidente (tableau I), les plus
nette concernant M3 A1, Cu1b A1 et M3 A2

chez les femelles.

Nous avons étudié les corrélations entre ca-

ractères chez les mâles et les femelles en ras-

semblant les 3 populations (n = 90). Les va-

riables étudiées chez les mâles sont en majorité
liées (tableau II). Les exceptions concernent la

longueur du scape et 16 autres caractères, la

largeur du pédicelle et 13 autres caractères, et la
largeur de la partie basilaire du cucullus et 13
autres caractères. La liaison la plus forte est

constatée entre Cu1 b et M3 (aile antérieure) et
la liaison la plus faible entre V (genitalia) et LSc
(antenne). Aucune corrélation négative n’est

notée.

Chez les femelles, beaucoup de variables sont
également liées (tableau III). Les exceptions
concernent encore la longueur du scape et 4

autres caractères, et la largeur du pédicelle et 4
autres caractères. La corrélation la plus forte est
constatée entre M3 et R5 (aile antérieure) et la
plus faible entre Ep2 (patte) et IP (antenne). Au-
cune n’est négative.

La totalité de l’information traitée par les AFD

est absorbée par 2 axes discriminants : 86,1%
pour l’axe 1 et 13,9% pour l’axe 2 chez les

mâles ; 71,9% pour l’axe 1 et 28,1 % pour l’axe 2
chez les femelles.

La discrimination des 3 populations obtenue
avec les mâles (fig 3) est meilleure que celle ob-
tenue avec les femelles (fig 4), très probable-
ment à cause du plus grand nombre de carac-
tères utilisés. Un fort chevauchement existe

entre les populations de Santa Maria et de Sâo
Jorge. Les individus vivant sur les 3 îles sont
donc morphologiquement proches, malgré une
petite divergence de ceux de Sâo Miguel.

Les vecteurs propres (tableau IV) nous rensei-
gnent sur la signification de chaque axe et sur
l’importance relative des divers caractères utili-

sés. Chez les mâles, les variables les plus impor-
tants sont LSc, ISc (antenne) et I2C (genitalia)
pour discriminer la population de Sâo Miguel des
2 autres (axe 1), et LSc, ISc (antenne), U (geni-
talia) et Ep1 (patte) pour discriminer les popula-
tions de Santa Maria et São Jorge (axe 2). Chez



les femelles, ces variables sont LSc, IP (antenne)
et Ep2 (patte) pour discriminer les populations de
São Miguel et Santa Maria (axe 1), et LSc et ISc
(antenne) pour discriminer la population de S
Jorge des 2 autres (axe 2).

Étude enzymatique

La révélation des estérases des &oelig;ufs et de l’hé-

molymphe des chenilles du dernier stade a mon-
tré qu’il existe 3 zones principales différant par
leur pouvoir migratoire et leur coloration. Ces
zones ne sont pas homologues chez les 2 stades
étudiés. Les &oelig;ufs fournissent 3 zones. La pre-
mière (Rf aux environs de 0,27), fonctionnant
surtout avec le 2-naphtyl-acétate, et la troisième

(Rf aux environs de 0,50), fonctionnant surtout
avec le 1-napthyl-acétate, sont faibles et très

peu lisibles. La deuxième (Rf compris entre 0,35
et 0,42), fonctionnant surtout avec le 2-naphtyl-
acétate, a par contre pu être analysée (fig 5A).
L’hémolymphe fournit également 3 zones. La

première (Rf compris entre 0,68 et 0,72), fonc-
tionnant surtout avec le 2-naphtyl-acétate, est

très difficile à interpréter. À l’inverse, la
deuxième (Rf compris entre 0,78 et 0,84), fonc-
tionnant surtout avec le 2-naphtyl-acétate, et la
troisième (Rf compris entre 0,84 et 0,96), fonc-
tionnant surtout avec le 1-naphtyl-acétate, pré-
sentent un fort polymorphisme qui a pu être ana-
lysé (fig 5B, C).

La révélation des tétrazolium-oxydases de

l’hémolymphe des chenilles du dernier stade







montre qu’il existe 2 zones différant par leur pou-
voir migratoire, la première (Rf aux environs de
0,26) est faible et très difficilement analysable,
tandis que la deuxième (Rf compris entre 0,58 et
0,64) est bien visible et facile à analyser (fig 5D).

Nous avons relevé 2 allèles au niveau du
locus TO2, 3 au niveau des locus Est W2 et Est
H2 et 7 au niveau du locus Est H3. Ils ont été

nommés par un chiffre : 100 pour l’allèle le plus
fréquent dans la population de référence (São
Miguel) et un chiffre inférieur ou supérieur à 100
pour les autres allèles, selon la mobilité relative
des bandes qu’ils fournissent (tableau V). Les in-
dividus homozygotes se caractérisent par une
seule bande (Est W2, Est H2, TO2) ou par 2
bandes (Est H3), et les hétérozygotes par 2

bandes (Est W2, Est H2, TO2) ou par 4 bandes
(Est H3) (fig 5A, B, C, D). Toutes les enzymes
étudiées sont donc des monomères. La 1re

bande, correspondant à un génotype homozy-
gote sur Est H3, est moins intense que la 2e et

provient certainement d’un produit de dégrada-
tion.



Les fréquences alléliques figurent dans le ta-
bleau V. Nous constatons qu’il existe des diffé-
rences entre les populations, notamment au ni-

veau de Est W290 (fréquence élevée à Sâo

Jorge), Est W2100 (fréquence élevée à Santa
Maria) et Est H3102 (absent à Santa Maria).

Nous avons testé l’écart à la panmixie ou la
déviation par rapport à l’équilibre de Hardy-
Weinberg au niveau des 3 loci codant pour des
estérases, à l’aide du test &chi;2 (comparaison des
effectifs phénotypiques observés et théoriques).
En ce qui concerne les locus Est W2 et Est H2,



les populations de Santa Maria et São Jorge
sont en équilibre, tandis que la population de
São Miguel ne l’est pas. Au niveau du locus Est
H3, toutes les populations sont en revanche dés-
équilibrées (tableau VI). De tels déséquilibres
peuvent cependant provenir de problèmes
d’échantillonnage plutôt que d’un réel écart par
rapport à la panmixie.

Le 1er axe de l’AFC absorbe 82,7% de l’inertie
totale et le 2e 17,3%. Cette analyse montre que
les 3 populations sont proches, les plus sem-
blables étant celles de São Miguel et Santa

Maria, et les moins semblables celles de Santa
Maria et Sâo Jorge (fig 6). En négligeant les al-
lèles rares, la population de Sâo Miguel est sur-
tout caractérisée par la présence des allèles Est



H3100 et TO2110, celle de Santa Maria par la
présence des allèles Est H398 et Est H399, et
celle de São Jorge par la présence de l’allèle Est
W290.

DISCUSSION

Les populations de M unipuncta présentes sur 3
îles de l’archipel des Açores sont morphologique-
ment et biochimiquement très semblables. Nous
pouvons alors supposer qu’un certain flux géni-
que, jouant un rôle homogénéisant des popula-
tions, existe entre les îles étudiées. Il est dans ce
cas probable que ce flux soit plus important entre
les îles proches (Santa Maria et São Miguel, par
exemple) qu’entre celles éloignées par plusieurs
centaines de kilomètres (Santa Maria et São

Jorge, par exemple). Deux autres hypothèses ne
sont toutefois pas à rejeter. Il se pourrait
qu’aucun flux n’existe entre les îles açoriennes,
mais que des individus arrivent soit du continent

européen, soit du continent américain. Il se pour-
rait aussi qu’aucun flux n’existe mais que les po-
pulations de M unipuncta des divers îles soient
isolées depuis trop peu de temps pour avoir sen-
siblement divergé.

L’analyse de ces éventuels flux, qui ne corres-
pondent pas nécessairement à des phénomènes
migratoires importants, demandera à être appro-
fondie. Pour cela, il faudra élargir l’échantillon-
nage à toutes les îles açoriennes et aux régions
continentales les plus proches. Au niveau mor-
phologique, nous savons déjà que les mâles des
Açores ont des genitalia légèrement plus petits

que ceux des individus du continent Nord-

américain (Franclemont, 1951). Des études en
cours de McNeil et Vieira, concernant non seule-
ment les genitalia mais aussi la surface des
ailes d’une population du Canada et de la popu-
lation de l’île de Flores, confirment d’ailleurs de
telles différences. Au niveau génétique, d’autres
loci devront être analysés. Deux systèmes enzy-
matiques et 4 loci sont en effet insuffisants pour
représenter l’ensemble du génome. Nous pour-
rons aussi avoir recours à une technique plus
sensible que l’électrophorèse des enzymes, qui
est loin de détecter toutes les mutations (Saul et
al, 1978 ; Crouau-Roy, 1986). L’étude du poly-
morphisme de l’ADN mitochondrial à l’aide d’en-
zymes de restriction serait par exemple très

utile.

Ces études constituent un préalable indispen-
sable à la réalisation d’un modèle prédictif des
pullulations de M unipuncta dans l’archipel des
Açores, modèle destiné à combattre plus aisé-
ment ce ravageur des graminées. La faible di-

vergence des individus des 3 îles étudiées,
qu’une analyse des caractères biologiques (en
préparation) tend à confirmer, indique déjà qu’un
modèle unique est envisageable. Celui-ci sup-
pose toutefois une meilleure compréhension du
fonctionnement des populations et demande en-
core beaucoup de recherches.
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