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Résume. - Le manioc Manihot esculenta Crantz (Euphobiaceae) se caractérise
par la présence de composés cyanés dans les feuilles, les tiges et les tuber-
cules. Dans les tissus de la plante, ie groupement -CN est lié avec le D-glucose
sous forme de glucosides cyanogeéniques, principalement la limamarine. Au
Congo. la cochenille du manioc Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero
(Homoptera : Pseudococcidae} constitue l'un des principaux ravageurs du
manioc. Cet insecte est étroitement inféodé au genre Manihot. Cette oligopha-
gie de P. manihoti vis-a-vis du manioc suppose une adaptation de la cochenille
aux composés secondaires de sa plante hdte, et notamment & la linamarine.
Une telle spécialisation suggere un équipement enzymatique adapté. En effet,
nos résultats montrent que cet insecte posséde une linamarase (participant a
I'hydrolyse de la linamarine) a caractére endogéne et inductible. Comme
d'autres insectes, la cochenille du manioc posséde un équipement enzymatique
capable d'hydrolyser la linamarine. L'utilisation des produits d'hydrolyse chez cet
insecte est discutée.

Summary.- Cassava Manihot esculenta Crantz (Euphorbiaceae) is distingui-
shed by the presence of cyanid compounds in leaves, stems and tubers. In
plant's tissues, -CN group is linked with D-glucose to form cyanogenic gluco-
sides: mainly linamarin. In Congo, the cassava mealybug Phenacoccus maniho-
ti Matile-Ferrero (Homoptera: Pseudococcidae) is the major pest of cassava.
This insect is living mainly on genus Manihot. This oligophagy of P manihoti
towards cassava suggests that the mealybug is adapted to secondary com-
pounds of its host plant, and more particularly to linamarin. This specialization
supposes the presence of an enzymatical fittings adjusted. In fact, our results
shows that this insect has a linamarase (participating in hydolysis of linamarin),
an endogenous and an inductive enzyme in cassava mealybug. As other insects,
P manihoti has an enzymatical fittings hydolysing linamarin. in this insect, the
use of hydolysis products is discussed.

Kev-words : Manihot esculenta - Phenacaccus manihoti - linamarin - linamara-.r..
se - Congo.
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I. INTRODUCTION

La présence de composés cyanés constitue une des caractéristiques biochimiques du
manioc Man:hot esculenta Crantz (Euphorbiaceae). Ces composés sont présents dans |es
feuilles, les tiges. les tubercules (Cooke, 1978 ; Cooke. 1979 ; Arguedas et Cooke, 1982 ;
Arthantana ¢t Buckle. 1986 ; Ezeala et Okoro, 1986 : Pancoro ¢t Hughes, 1992) et sont
potenticllement transloqués par la séve phloémienne (Calatayud er af., 1994a). Dans les tis-
sus de la plante, le garoupement -CN est lié avec le D-glucose sous forme de glucosides cya-
nogéniques (Conn. 1980), principalement la linamarine (Butler er al., 1965). Lors d'une
destruction des tissus du manioc, ceux-ci ont la propriété d'émettre de I'acide cyanhydrique
{HCN). Cette propnriété, appelée cyanogénése, est rendue possible notamment par l'action
d'une enzyme endogene (B-glucosidasique) @ la linamarase {Conn, 1980). La cyanogénése
permettant 1apparition d'une molécule toxique constitue de ce fait un systéme de protec-
tion pour la nlante vis-a-vis de l'attague de ravageurs. Cependant, un tel role n'a pas été
clairement demontrd (Hruska. 1988).

Au Congo. la cochenille du manioce Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero (Homoptera :
Pscudococcidac) représente 1'un des principaux ravageurs du manioc (Cox et Williams,
1981 : Neuer .chwander et Herren, 1988). Cet insecte piqueur-suceur se nourrit principa-
lement de séve phloémienne (Calatayud er af.. 1994b) et est étroitement inféodé au genre
Meanihot. Ceie oligophagie de P manikoti vis-a-vis du manioc suppose une adaptation de
ta cochenilic aux composés secondaires de sa plante hdte, et notamment a la linamarine.
Une telle spé...alisation suggére un équipement enzymatique adapté. De précédents travaux
avant montre que les composés cyanés auraient un rdle plutét phagostimulant pour la
cochenille qu toxigue. ves quelques constatations nous conduisent a rechercher si une des
enzymes par: vipant a Ihydrolyse de ces glucosides. telles que la linamarase, est présente
chey la cochenilic.

. MATERIEL ET METHODES

Matérie| végétal

Nous avons relenu dans cetle etude la vanélé de manioc appelée M'pembe, car c'est la variété Ja plus commu-
nément cuitivée cn mileu paysan dans la région du Peol au Congo ou se sont effectuées nos recherches. Une plan-
e de substtution de P manthol. dépourvue en cocmposes cyanés, est également retenue : ie lalinum (Talinum
tnangularae Jacy . Portwiacaceae). Précisons guil st possible dobserver des infeslations occasionnelles de coche-
nile sur talinum en conditions natureles {Neuenschwender ef al. 1986). Cetie planie constitue un hdte occasionnel
pour la cochenille el esl appelée plante de substiution.

Toutes les plantes ullisées sont cullivees en pot sous serre 4 21-32 °C et 70 % d'hygrométrie relative moyenne,
pendant trois mois. La photophase est de 12 h.

Matériel animal

La sauche de P manifct ulilisée provient de la ceinture maraichére de Brazzavilie.

Pour les expénmentations, ies cochenilles sont maintenues'd'une par sur la variété de manioc M'pembe et d'autre
parl sur talinum depuis au mons trois générations au laboratoire a 21-32 °C et 70 % d'hygromaétrig relative moyen-
ne. La photophase est de 12 h. "

Broyage

Les échantillons troyes sont les suivanis : feuilles de manioc (variété M'pembe) et de talinum, cochenilles dle-
veées sur M'pembe et surtaiinum. Les tissus ont été broyés a 1-2 °C a l'uliraturax dans un tampon citrate 0,1 M - phos-
phate 0.2 M a pH 8.0 (30 mg de matiére fraiche minimum dans 2 ml de tampon). Les broyals sont ensuite centrifugés
a4 °C a 15000 Ir/min pendant 20 mn, Les surnageants sont récupérds et dialysés pendént 12 h dans des boyaux
d'animaux (2 membranes résisiantes aux cellulases) dans un grand volume d'eau distillée, Cette dialyse va permettre
I'élimination des sucres réducteurs qui risqueraient de géner les dosages des aclivités glucosidasiques.
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Dosage des protéines
Le dosage des protéines est effectué selon la méthede de Bradford (1976).

Mige en évidence d'activités oligosaccharidasiques

Le dosage du glucose libéré par les activileés oligosaccharidasiques es! effectue selon la méthede de Trinder
(1969). Les substrats utilisés sont les suivants ; maltose, saccharose, raffinose, salicine, cellobiose et linamarine a
ung cencentration de 17,1 g/l

Mise en évidence d'activités B-glucosidasigues

Le substral utllisé est un hélésoside : le 2-nitrophenyl-B-0-glucopyranoside & une concentration de 6,025 gi. Le
milieu réactionnel comprend : 20 yl de tampon citrate 0,1 M - phosphate 0.2 M (pH 6,0}, 50 pi d'une solution de 2-
nitrophényl-B-D-glucopyrancside et 50 I dessal {contenant I'enzyma). Das témoins, enzyme (sans subsirat), sub-
strat {sans enzyme) et réactif (sans enzyme ni substrat), sont effectués en parallgle. L'incubation se déroule a 37 °C
pendant 15 mn. Un volume de 3 ml d'une sclution de carbonate de sodium a 2 % est ensuite ajoulé et permet l'arrét
de !a réaction. L'intensité de la coloration est déterminée au spectrophotometre a une longueur d'onde de 420 nm.

Mise en évidence d'activités polysaccharidasiques
Le dosage des sucres réducleurs Hibarés par tes aclivités polysaccharidasiques est réalisé selon la méthode de
Somogyi (1845} et Nelson (1944). Les substrats utilisés sont les suivants : amidon (10 g/} et laminaring (9 g/).

Electrophoréeses

Des €lectrophoréses sont réafisées 4 partir de 20 a 200 pl de dialysats {contenant environ 2 & 50 pg de proteéines)
155us des broyats de feulles de manioc et de cochenilles entiéres eleveées sur manioc. Des gels de polyacrylamide
non dénaturants sont préparés et cowés dans des tubes en verre (0,5 x 10 cm). Les gels contiennent 5 mi d'une solu-
lion composée de 40 g d'acrylammide et 1,06 g de N-N'-méthyléne-bis-acrylamide dans 100 mt d'eau distillée, 10 ml
de sclution de ferricyanure de potassium a 0,03 g/l et 10 ml d'una solution de persullale d'ammonium a 4.8 g/l Les
chambres d'élecirophorése contiennent du tampon tas 0,25 M - glycine 1,92 M (pH 8,5) dilué extemporanément au
1/10 dans I'eau distiliée. L'echantillon est addiionne d'environ 50 pl d'une solulion agueuse de bleu de bromophénol
4 0.5 °%. et dépose sur le gel a l'aide d'une micropipette. La migration est eflectuée & 4 °C sous 200 V. Agrés environ
15 minutes de migration, les gels subissent soit une coloralion pour wsuatiser fes bandes protgiques, soit un décou-
page (épaisseur de 2 mm) pour localiser I'acuvité inamarasique dans ces bandes. Pour chaque disque issu du
découpage. nous effectuons une mise en ewidence de I'activité linamarasique selon le protoccle décrit précédem-
ment. Quant a la coloration des proleines des gels. celte-C1 est faite pendant 1 h dans 20 mi d'une solution contenant
200 mg de blew de Coomassie. 45 ml de méthanol. 45 ml d'eau distillée et 10 ml d'acide acénhque. Les gels sont ensui-
te decolorés a 37 °C pendant 12 h dans 500 mi d'une solution contenant 200 mi d'alcoot méthylique, 70 ml d'acide
acénque et 730 ml g'eau distillés. La vaieur du Rf' dépend ici du poids moléculaire et da ta charge de la protéine.

Semi-puritication pour la détermination du pH optimum

Pour déterminer le pH optimum e la inamarase de cochenille et de celle du maniog, une purification partielle est
realisée au préalable. Pour cela. 200 pl de Ilyophilisats issus des broyals de cochenilles élevées sur manioc, ou de
fevilles de manioc, sort déposés sut une colonne de DEAE sépharose {5 mm de diameétre, 4 cm de haut), Cette
colonne est équifibrée par une solution de 1ampon phosphate & 5 mM, pH 7,8. A ce pH, la colonne est chargée posi-
tivernent. Apres le dépdt de Y'echantillen. plusieurs tampons sont passés successivement (Slution par palier} dans la
colonne, & pH 7.8 et 4 des concentrations croissantes en chlorure de sodium (de 10 mM a 1600 mM). La détection
des protéines se fait en sortie de colonne sous LIV (a 280 nm) et I'élution s'etfectue a 4 °C. Pour chaque fraction col-
lectée nous réalisons un dosage de I'activite linamarasique éventuellement présente (selon la méthode amployée
pracédemment). Les fractions présentant l'actwié recherchée sont dialysées, puis concentrées. Aprés dosage des
protéines. des dosages de linamarase & différents pH allant de 5.03 & 6,96 (tampons citrate 0,1 M - phosphate 0,2
M) sont eftectués pour determiner le pH oplimum de I'enzyme semi-punfiée présenle dans l'essai.

TS

K

T RAf : rappon frontal. Aprés la migration électrophorétique, il s'agit du rapport de 1a distance de migratior; de la pro-
1¢ne eludiée a celle du solvant.
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[1l. RESULTATS ET DISCUSSION

Un screening enzymatique sur un broyat de cochenilles élevées sur manioc en laboratoire
permet d'observer que sur six oligosaccharides, un hétéroside et deux polysaccharides tes-
tés comme substrats, l'essentiel de I'activité glucosidasique est sous forme d'une 8-gluco-
sidase a activité linamarasique (voir Tableau 1),

Les caractéristiques biochimiques des linamarases d'origine animale et végétale que
nous avons étudiées sont présentées sur le tableau 2. Notons que Jes résultats concernant le
pH optimum de la linamarase de manioc sont comparables 4 ceux rapportés par Yech
(1988). qui indiquent que ce pH est compris entre 6,0 et 7,4 pour beaucoup de variétés de
manioc.

Le tableau 2 montre que le Rf et le pH optimum de la linamarase de cochenille sont dif-
férents de ceux de la inamarase de manioc. Contrairement aux travaux de Bani (1990), qui
ont montré que l'enzyme présente chez le criquet puant (Zenocerrus variegatus,
Orthoptera. Pyrgomorphidae) se nourrissant de manioc est d'origine végétale, celle ren-
contrée dans £ manihoti semble propre a l'insecte. Cette différence parait logique lorsquon
compare les modes alimentaires de ces deux insectes, le criquet ingérant bien entendu tous
les tissus foliaires, qut contiennent l'enzyme d'origine végetale.

Par ailleurs. I'enzyme de P manihioti semble relever d'un systéme inductible puisque les
cochenilles ¢levees sur talinum (plante ol aucun composé cyanogénique n'a pu étre déce-
l¢) ne présentent pas d'activité linamarasigue.

La présence d'une linamarase (i.e. d'une B-glucosidase a activité lmamaramque) propre
a un insecte n'est pas un fait nouveau. Franzl ef al. (1989) ont étudié une linamarase propre
au Leépidoptere Zvgaena trifolif Esper sur Fabaceae, présente dans I'hémolymphe de cet
insecte. Pour P maniheti. 1a localisation tissulaire de 'enzyme ne peut pas étre précisée
actuellement. La libération du -CN de la linamatine peut ausst bien étre localisée dans le
tube digestif que dans un autre compartiment tissulaire (hémolymphe, bactériome).

Par ailleurs. le niveau en acides aminés libres de la séve phloémienne de manioc en fait,
comparée a beaucoup d'espéces véuétales, une plante particuliérement pauvre en ces com-
posés. Le rapport molaire des composés cyanés présents dans la séve au total des acides
aminés libres étant de 2.4 (Calatayud et af.. 1994a), ['utilisation de l'atome d'azote cyané
constituerait un appoint nutritionnel conséquent. L'utilisation du groupement -CN étant
connu chez les microorganismes (Segretain et Bories, 1986), atnst que chez certains
insectes (Meyers et Ahmad, 1991}, il est tentant d'imaginer une telle possibilité chez P,
manthotr.

Conn (1980} rapporte qu'au moins 200 espéces végétales ont des glycosides cyanogé-
niques. On en trouve chez les Rosacées, les Légumineuses, les Graminées, les Aracées, les
Composées, les Euphorbiacées et les Passifloracées. Cette caractéristique biochimique
parait donc répandue a un grand nombre de familles végétales. Franzl ef al. (1989) préci-
sent que des B-glucosidases responsables de hydrolyse de ces glycosides sont rencontrées
chez des Coléopteres, des Hétéroptéres, des Hymérroptéres et des Lépidoptéres. De telles
observations sont révélatrices de I'importance jouée par les B-glucosidases dans-l'alimen-
tation et I'inféodation a une espéce végétale d'un bon nombre d'insectes,
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Tableau 1.- Capacité aux glucosidases de P manifol: & hydrotyser quelques glycosides.
Table 1.- Ability of P manihoti glucosidases to hydrolyse some glycosides.

“ quantité en pg de glucose libéree par mg de protéine el par minute.

N.B. Les cochenilles ont é1é élevées sur manicc (vaneté M'pembe),

Substrats testés Activités*
Oliposaccharides -
Maltose 5.6
Saccharose 13,4
RafTinose 0.1
Salicine 1,2
Cellobipse 0.8
Linamarine 54.1
Hereroyide
2-Nitrophény]-6-Dglucopyranaside 56.7
Povsaccharides
Amidon 02
Lamnarine -

Tableau 2.- Caracléristiques physice-chimigues de la inamarase de manioc el de cochenille.
Table 2.- Physico-chemical ¢haracleristics of cassava and mealybug inamarases.
“ quantité en pg de glucose libérée par mg de protéine et par minute. i
Les punfications relalives sont de 8.6 ng/ug pour le manioc et de 16 ng/ug pour la cochenivlle du manicc (ng de

protéines punliées parr ug de proléines déposées)

Linamarase Activitd spécifique® Rf pH optimum
Manioc T340 0.11 6.0-63
Cochemlles élevees sur maniog 106.0 0.06 50-62
Cochenilles ¢levées surtalinum 0.0 - -
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