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Résumé. - Le manioc Manihor esculenta Crantz (Euphobiaceae) se caractérise
par la présence de composés cyanés dans les leuilles, les tiges et les tuber­
cules. Dans les tissus de la plante, le groupement -CN est lié avec le D-glucose
sous lorme de glucosides cyanogéniques, principalement la Iinamarine. Au
Congo, la cochenille du manioc Phenacoccus meninoti Matile-Ferrero
(Homoptera Pseudococcidae) constitue "un des principaux ravageurs du
manioc. Cet insecte est étroitement inléodé au genre Manihot. Celte oligopha­
gie de P meninoti vis-a-vis du manioc suppose une adaptation de la cochenille
aux composés secondaires de sa plante hôte, et notamment a la linamarine.
Une telle spécialisation suggère un équipement enzymatique adapté. En effet,
nos résultats montrent que cet insecte possède une linamarase (participant a
l'hydrolyse de la linamarine) a caractère endogène et inductible. Comme
d'autres insectes, la cochenille du manioc possède un équipement enzymatique
capable d'hydrolyser la linamarine. L'utilisation des produits d'hydrolyse chez cet
insecte est discutée.

SlIIlllllarr.- Cassava Manihor esculenra Crantz (Euphorbiaceae) is distingui­
shed by the presence 01 cyanid cornpounds in leaves, stems and tubers. In
planl's tissues, -CN group is linked with D-glucose to lorm cyanogenic gluco­
sides: mainly linamann. In Congo, the cassava mealybug Phenacoccus maniho­
ri Matile-Ferrero (Homoptera: Pseudococcidae) is the major pest 01 cassava.
This insect is living mainly on genus Manihot. This oligophagy 01 P meninoti
towards cassava suggests that the mealybug is adapted to secondary com­
pounds 01 its host plant, and more particularty to linamarin. This specialization
supposes the presence 01 an enzymatical liltings adjusted. In tact, our results
shows thatthis insect has a linamarase (participating in hydolysis 01 linamarin),
an endogenous and an inductive enzyme in.cassava mealybug. As other insects,
P manihoti has an enzymatical liltings hydolysing Iinamarin. In this insect, the
use 01hydolysis products is discusssd.

Key-words : Manihot escuJenra - Phenacoccus meninot! - linamarin - ünarnara-»..
se - Congo.
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1. INTRODUCTION

La présence de composés cyan és constitue une des caractéristiques biochimiques du
manioc Man -ho! esculenta Crantz tEuphorbiaceaei . Ces composés sont présents dans les
feuilles. les tiges. les tubercules (Cooke, 1978 ; Cooke, 1979 ; Arguedas et Cooke, 1982 ;
Arihantana ct Bucklc. 1986 ; E7.eala et Okoro, 1986 : Pancoro et Hughes, 1992) et sont
potentiellement transloqu és par la sève phloérnienne (Calatayud er al., 1994a). Dans les tis­
sus de la plante, le groupement -(N est lié avec le D-glucose sous forme de glucosides cya­
nogéniques (Conn. 1980), principalement la linamarine (Butler et al. , 1965). Lors d'une
destruction des tissus du manioc. ceux-ci ont la propriété d'émettre de l'acide cyanhydrique
(HCN). Celle propriété. appelée cyanogénèse, est rendue possible notamment par l'action
d'une enzyme endogène (f~-glucosidasique) : la linamarase (Conn, 1980). La cyanogénèse
permettant l'npparition d'une molécule toxique constitue de ce fait un système de protec­
tion pour la nlante vis-à-vis de l'attaque de ravageurs. Cependant, un tel rôle n'a pas été
clairement demontre (Hruska. 1988).

Au Congo . la cochenille du manioc Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero (Homoptera :
Pscudococc idac) représente l'un des principaux ravageurs du manioc (Cox et Williams,
ln 1 : Neuer ....hwandcr ct Herten. 1988). Cet insecte piqueur-suceur se nourrit principa­
lcment de s ève phlo èmicnne (Calatayud et (JI.. 1994b) et est étroitement inféodé au genre
vlanihot, Cci.c oligophagie de P nianihoti vis-à-vis du manioc suppose une adaptation de
la cochenille ,lUX composés secondaires de sa plante hôte, et notamment à la linamarine .
Une telle spé, .alisation suggère un équipement enzymatique adapté. De précédents travaux
ayaru montre que les composés cyan és auraient un rôle plutôt phagostimulant pour la
cochenille qu toxique. ces quelques constatations nous conduisent à rechercher si une des
cnzymc-, par: cipant a l'hydrolyse de ces glucosides. telles que la linamarase, est présente
che z la cochen i Ile.

II. MATÉRIEL ET MÉTHODES

Matériel végétal
Nous avons retenu dans cette etude la vantilé de manioc appelée M'pembe , car c'est la variét é la plus commu­

nément cuïuv éeen rrnueu paysan dans la région du Pool au Congo où se sont eHectuées nos recherches. Une plan­
te de substrtunon de P memnon. dép ourvue en co mposés cyanés. est éqalernent retenue: le talinum (Talinum
Irtangularae Jacq . Ponutscsceseï. Precisons QU',I est possible d 'observer des intestanons occasionnelles de coche­
nille sur tahnum en conditions natu relle s (N ëuenschwender el al.. 1986). cene plante constitue un hôte occasionnel
pour la cochenille el esl appelée plan te de subsmunon.

Toutes les plan tes utilise es sont cultivées en pot SOus serre à 21-32 "C et 70 % d'hygrométrie relative moyenne.
pendanl trOIS mors, La pholophase est de 12 h.

Matériel animal
La souche de P maniheti utilisée provient de la ceinture maraîchère de Brazzaville .
Pour les exo éornentanons, les cochenilles sont maintenues'd'une part sur la variété de manioc M'pembe et d'autre

part SUI talinum ospurs au moms troi s générations au laboratoire à 21·32 QC et 70 % d'hygrométrie relative moyen-
ne. La ohotopnase est de 12 h. ï,

Broyage
Les échantillons broy és sont Jes suivants : feuilles de manioc (variété M'pembe) et de ralinum, cochenilles éle­

vées sur M'pembe et sur taiinurn . Les tissus ont été broyés il 1-2 QC à l'ultraturax dans un tampon citrate O,t M · pho s­
phate 0.2 M il pH 6,0 (30 mg de matière fraiche rmrurnurn dans 2 ml de lampon) . Les broyats sont ensuite centrifugés
a 4 "C a lS000 II/mIn pendant 20 mn . Les surnageanls sont récupérés el dialysés pendant 12 h dans des boyaux
d 'animaux (à membranes r ésistantes aux cellulases) dans un grand volume d'eau dislillée. Qj.ne dialyse va permettre
l'élimination des suc res réducteurs qui risqueraient de gèner les dosages des activités glucosidasiques.
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Dosage des protéines
Le dosage des protéines est eHectué selon la méthode de Bradlord (1976) .

Mise en évidence d 'acti"Ués oUgosaccharidasiques
le dosage du glucose libéré par les activnés oligosaccharidasiques est eHeclué selon la méthode de Trinder

(1969). Les substrats utilisés sont les SUivants: maltose , saccharose, raHinose, saücme , cellobiose el lmarnarine il
une concentration de 17,1 gli.

Mise en évidence d 'activités B-glucosldasiques
Le substrat utilisé est un héléroside : le 2-nitrophényl -B·O-glucopyranoside à une concentration de 6,025 gli. Le

milieu ràactionnel comprend : 20 III de lampon citrate 0.1 M - phosphate 0.2 M (pH 6.0), 50 III d'une solution de 2­
nilrophényl -B-O-glucopyranoslde et 50 III d'es sai (contenant l'enzyme). Des témo ins , enzyme (sans substrat), sub­
strat {sans enzyme) el r éactit (sans enzyme ni substrat) , sont eHectués en parallèle, L'incubation se déroule à 37 · C
pendant 15 mn . Un volume de 3 ml d'une solution de carbonate de sodium à 2"10 est ensuite ajoulé et permet l'arrêl
de la réaction. L'irnansit è de la coloranon eSI déterminée au soectroonotom ètre à une longueur d'onde de 420 nm.

Mise en évidence d'activ ités polysacchllridasiques
Le dosag e des sucres réducteurs libé rés pal tes activités poly saccharidasiques est réalisé selon la mejhoos de

Somogyi (1945) el Nels on (1944) . Les substrats utilisés sont tes suivants : amidon (10 1Yl) et larninanna (9 gll) .

Electrophoreses
Oes électrophorèses sont réalisées il partir de 20 il 200 III de dialysais (contenant environ 2 il 50 Ilg de prote ines)

ISSUS des broya ts de feUIlles de man ioc el de cochenilles enti ères élevées sur manioc , Oes gels de polyacrylamide
non dénaturants sont préparés el coulés dans des tubes en verre (0,5 x 10 cm), Les gels cont iennenl 5 ml d'une solu­
lion composée de 40 g d'acrylarnide et 1,06 g de N-N '-mélhylëne-bls-acrylamide dans 100 ml d'eau distillée, 10 ml
de solution de ferricyanure de potassium a 0,03 g/I el la ml d'une solution de persunate d'ammon ium à 4.8 gll. Les
chambres d'éJectrophOlèse contiennenl du tampon tns 0.25 M - glycine 1,92 M (pH 8,5) dilué extemporanément au
l fl0 dans l'eau distillée. L'echantillon est add itionné d'environ 50 \l I d'une solution aqueuse de bleu de bromophénol
il 0.5 e ." et déposé sur le gel il l'aide d'une rnicrop rpette, La migration est effectuée il 4 "C sous 200 V, Après environ
15 minutes de m.grabon . les gels subissent salt une coloratron pour VIsualiser les bandes protéiques, soit un décou­
page (épa isseur de 2 mm) pour localiser l'activité unarnaras iqua dans ces bandes, Pour chaque disque issu du
découpage. nous eHectuons une mise en evioeoce de l'activité linamarasique selon le protocole c écrn précédem­
ment Quant il la coloralion des prot èines des ge ls, cene-crest Ialte pendant 1 h dans 20 ml d'une solution contenant
200 mg de bleu de Coomassie, 45 ml de m étnanot. 45 ml d'eau distillée et la ml d'acide acénque. Les gels sont ensui­
le decolorés il 37 "C pendant 12 h dans 500 ml d'une solution contenant 200 ml d'alcool méthylique, 70 ml d'acide
acétique el 730 ml d'eau distillée . La valeur du Rf ' dépend ici du pords moléculaire el de la charge de la protéine,

Semi.puriflcation pour la détermination du pH optimum
Pour d èterrmner le pH optimum de la hnarnarase de cochenille et de celle du man ioc, une purification partielle est

réa lisée au préalable. Pour cela . 200 \lI de lyophilisais issus des brovats de cochenilles élevées sur manioc, ou de
feuil les de manioc, sont déposés sur une colonne de OEAE s èpharose (5 mm de diamètre, 4 cm de haut) , Cene
colonne est équilibrée par une solution de tampo n phosphate il 5 mM , pH 7,8, A ce pH, la colonne est chargée posi­
tivement. Apr ès le dépôt de l'échantillon. plusieurs tampons SOflI passés successivement (élution pal palier) dans la
cOlonne, il pH 7,8 et il des concentrations croi ssante s en chlorure de sodium (de la mM il 1600 mM), La détection
des protéines se tan en sort ie de colonne sous UV (à 280 nm) et l'àlution s'effectue il 4 ·C. Pour chaque fraction col­
lectée nous réalisons un dosage de l'activu é lina rnarasique éventuellement présente (Selon la méthode employée
précédemment). Les Iract ions pr ésentant l'activité recherchée sont dialysées. puis concentrées . Après dosage des
protéines. des dosages de linamarase il différents pH allant de 5,03 à 6.96 (tampons citrate 0,1 M - pho sphate 0,2
M) sont effectués pour déterminer le pH Oplimum de l'enzyme serru-purit iée pr ésente dans l'essai ,

1 Rf : rapport frontal. Apr ès la m'gtalion éiec troph o rènq ue . il s'agit du rapport de la distance de mi~ration de la pro­
teine étudiée à celle du solvant.
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III. RÉSULTATS 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 l'activité glucosidasique est sous forme d'une B-gluco­
sidase li activité linarnarasique (voir Tableau 1).

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

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

Par ailleurs. l'enzyme de P manihoti semble relever d'un système inductible puisque les
cochenilles élevées sur talinum (plante où aucun composé cyanogénique n'a pu être déce­
lé) ne présentent pas d'activité linarnarasique.

La présence d'une linamarase (i.e, d'une J3-glucosidase à activ it é linamarasique) propre
à un insecte n'est pas un fait nouveau. Franzl et al. (1989) ont étudié une Iinamarase propre
au Lépidoptère Zygaena trifoli! Esper sur Fabaceae, présente dans l'hémolymphe de cet
insecte. Pour P ntanihoti, la localisation tissulaire de l'enzyme ne peut pas être précisée
actuellement. La libération du -CN de la linamarine peut aussi bien être localisée dans le
tube digestif que dans un autre compartiment tissulaire (h èrnolyrnphe, bact ériome),

Par ailleurs. le niveau en acides aminés libres de la sève phloémienne de manioc en fait,
comparée à beaucoup d'espèces végétales. une plante particulièrement pauvre en ces com­
posés. Le rapport molaire des composés cyanés présents dans la sève au total des acides
aminés libres étant de 2.4 (Calatayud et al.. 1994a). I'urilisation de l'atome d'azote cyan é
constituerait un appoint nutritionnel conséquent. L'utilisation du groupement -CN étant
connu chez les microorganismes (Segretain et Bories. 1986), ainsi que chez certains
insectes (Meyers et Ahmad 1991). il est tentant d'imaginer une telle possibilité chez P.
manihoti.

Conn (1980) rapporte qu'au moins 200 espèces végétales ont des glycosides cyanogé­
niques. On en trouve chez les Rosacées, les Légumineuses, les Graminées, les Aracées, les
Composées. les Euphorbiacées et les Passiflorac ées. Celle caractéristique biochimique
paraît donc répandue à un grand nombre de familles végétales . Franzl et al , (1989) préci­
sent que des O-glucosldases responsables de j'hydrolyse de ces glycosides sont rencontrées
chez des Coléoptères, des Hétéroptères. des Hym értopt ères et des Lépidoptères. De telles
observations sont révélatrices de l'importance jouée par les l3-glucosidases dans-l'alimen-
tation et l'inféodation à une espèce végétale d'un bon nombre d'insectes . ,.'

-- . , ._ - ~' _ .' ''' - . " '7"
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Tableau 1,- Capa cilé aux 9lucosidas es de P msninot, à hydrolyser Quelques glycosides.
Table 1.- Abi lity of P manihoti gluco sidases to hydrolyse sorne glycosides,

• ouanüi é en lJg de glucose libéree par mg de prot éine el par m'Inule.
N,B, Les cochenill es ont été élevé es sur manioc (variété M'pembe).

Substrats test és Activités"

Oligo\Ucchuridr:s :
Maltose 5.6

Saccharose 13,4
Raffinose 0,1
Salicine 1.2

Ccllobiose 0,8
Linarnarinc 54,1

H étèroside :
2-N i t ror h ~ny ) - I3-Dg) ucopyrnn[);; i dc 56.7.

Puvsuccharides
Amidon 0.2

l.anunarine

Tableau 2.' Caractéristiques physico-chi miques de la lmarnarase de man ioc et de cochenille.
Table 2.- Physlco·chemical chara cterisucs of cassa va and mealybug linamarases.

• Quantité en ~g de glucose libérée par mg de protéine et par minute .
Les punficati ons relatives sont de 8.6 ng/~g pour le man ioc el de 16 ngllJg pour la cocne niuue du manioc (ng de
protéines ount i ées parr ~g de prot éines déposées)

Linamarasc
Manioc

Cochcrullcs elevees sur manioc
Cochenilles elevees sur ialinum

7 214.0
1116.0
0,0

BII3L1 0(j RAPH1E

Rf
0.11
0.06

rH optimum
6.0 - 6.5
5.0 - 6,2
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