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Introduction 

Chez le Criquet pélerin Schistocerca gregaria Forskäl, la présence 

d'un' protozoaire parasite Malameba locustae - King et Taylor, est à l'origine 
de graves perturbations physiologiques. 

I La structure du parasite a été décrite en microscopie photonique 
(Kin$ et Taylor,1936; Taylor et King, 1937; Prinsloo, 1961, 1962; Henry, 1968) 

e t  ei microscopie électronique (Hanrahan, 1975; Harry et Finlayson, 1976; 
Papillon et Cassier,l978). 

, 

: L'histopathologie de l'infection a fait l'objet de nombreux travaux 

(Taylor et King,1937; Prinsloo,1961,1962; Henry,1968; Martoja,l969; 
Evan? et Elias,l9fO; Hanrahan,l975; Harry et Finlayson,l976; Papillon et 

Cassler,1978). Les tubes de Malpighi sont ].es p l u s  sévèrement touchés ; 
P ledr niveau, les trophozoïtes se multiplient activement, puis s'enkystent. 

, 

I 

1 

'Lors /d'une infestation sévère les kystes libérés par rupture des tubes de 
Malpighi se répandent dans les tissus voisins : le corps gras est ainsi 
fr6qdemment envahi et régresse (planches I et 11). 
Cet dnvahissement massif affecte la physiologie des Criquets : rEduction de 

l a  fdcondité (Prinsloo, 1961,1962; Hanrahan,l975); diminution de la longévit1 
(Handahan,l975), ralentissement de la croissance larvaire (Henry,1968) et 

du developpement sexuel (Tobe et Pratt,1975). 
L'atr'ésie du tissu adipeux affecte le métabolisme protéique : l e  taux des 

proteines circulantes est réduit de 17 à 56 2 chez les insectes parasités 

, 

J 
I 

$ 
$ des deux sexes; cette réduction affecterait spécifiquement certaines fractions 
jb 

(Papillon et Cassier,l978). b! 
li* ' Compte tenu du rôle fondamental des prot6j.nes sériques, notamment 
:i 
e '  

/ I  
celles impliquées dans la vitellogénèse, il a semblé intéressant de poursuivre !p 

,J* 
!?, 'A , 

leur iétude immunologique et électrophorétique chez Schis tocerca gregaria 

afin d'en préciser les caractères physico-chimiques et d'gtudier les 

varia!tions quantitatives et qualitatives associées à la présence de l'amibe 

pathokène, Malameba locustae. 

Nous comparons les protéines hémolymphatiques d'adultes mâles et 

femelles, sains ou infestés il divers stades de leur  maturation sexuelle. 
Les aìsimaux sains sont préservés du parasitisme p a r  l'utilisation d'un 

sulfamide, le Thipyrimeth, bien que son utilisation chronique soit ?i l'origine 

d' anomalies morphologiques et structurales,' notamment au niveau du mhsentéron 

(Hanrhhan,l981), 
, 



Fig.1. Portion d'un tube de Malpighi de --- Locusta m v i o i d e s  - 
(R. e t  F.) parasité par  Malameba locustae. Noter en pos i - t ion  extra- 
cellulaire, la coexistence de trophozoÏtcs (T) et de kystes (K) en 

cours d'évolution, B paro i  p l u s  ou moins  épaisse .  

Le parasite est caractérisé par la présence de mitochondries à 

crêtes tubulaires (M) , d' enc laves  l ip i -d iques  (L. ) il' accumul.ation 

de glycogène (G.) de courtes citernes ergastoplasmiques (e> 
N. : noyau - C x 16.000. 

1 
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Fig.2. 

. Fig.3. 

Fig.4.  

i 

P lanche  II (d 'après  M. PAPILLON e t  P. CASSIER, 1978). 

Phase d ' é d i f i c a t i o n  p récose  d e  l a  p a r o i  k y s t i q u e  (+). Etude paras 

Malameba l o c u s t a e  N. : noyau ; L. : enclave  l i p i d i q u e .  

G x 16.000 

C e l l u l e  ad ipeuse  s a i n e ,  riche en  glycogène ( G ) ,  en l i p i d e  (L) e t  ed 

r6 t i cu lum endoplasmique 

G x 8.200 1 

C e l l u l e  ad ipeuse  p a r a s i t é e ,  en v o i e  d ' a u t o l y s e .  L ' a c t i o n  du pa ras i t  

Malameba locustae se t r a d u i t  par l a  r u p t u r e  des  membranes plasmique 

( +  1, l a  v é s i c u l a t i o n  du r é t i c u l u m  endoplasmique, l ' épuisement  des 

reserves g l u c i d i q u e s ,  l a  pycnose nuc lGa i re  - 

i 

G x 4.200. 

i 
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1.Matérie.l et méthodes. 
I 

A,,Le matériel biblogique : le Criquet pélerin, Schistocerca gregaria 
1 Forskäl. 
I 

1 - Mode d'élevage. - 
i La méthode d'élevage et les cages utilisées dans ].'équipe de , 

Cytophydiologie des Arthropodes ont été antérieurement décrites (Papillon,1967 

Les élejages groupés (phase grégaire) (2000 larves, 1500 adultes) sont 

effectuds dans des cages de bois mesurant 38x38~52 cm. Chaque cage est vitrée 
sur une'face et possède divers disques et portes de ventilation ajustables. 

I 
I I 

Une ampoule Qlectrique de 60 Watts assure une photopér iode  de 10 heures ir 
(9 21 19jheures) et une température de 36 B 38OC pendant l a  journée; la n u i t ,  
la tempkrature tombe B 18-2OoC, L'humidité relative y est de 30-50 2 le jour, I I 

.I 

e t  de 5b-70 X la nuit. 
La nourkiture consiste eIi Poa pratensis distribué deux f o i s  par jaur et en son 

d e  frodent renouvelé chaque matin. 

i' 
I$ 

$1 
€ 1  1 

f 

2 - Choix des animaux' d'  exp6fiehce. 
- Deux lots comprenant chacun 150 larves du5ème stade venant de 

I 

! 
l '  muer (4ème mue) sont constitués. 

- Les criquets du premier lot reçoivent chaque semaine une nourrituri ' 

additiÓrlnQe de Thipyrimeth pour éliminer Malameba locustae; i l s  constituent 
l a  souche d'adultes sains de référence. 

Le Thieyrimeth e s t  une combinaison de trois sulfamides : sulphamethazine, 
sulphathiazole sodium et sulphapyridine sodium dans les proportions 1,5 - 3 - : 
4 ml d'une solution de Thipyrimeth à 12 X dans d e  l'eau distillée Sont 

mélangés 3 100 gr de son (Henry,1968 modifié par Donaldson,l971). 

et ils sont en permanence exposés Z l'infection par l e  protozoaire dont les 

kystes rejettés avec les fècespersístent dans les cages. 

I 

- -  

I - Les criquets du deuxième lot ne sont pas traités aux sulfamides 

I 
3 - Prélèvement de l'hémolymphe. 
Les prélèvements se font B l'aide d'ttne micropipette, par ponction 

3 travers la membrane cervicale. 

L'hémdlymphe recueillie s1 5 °C  est centrifwée pendant 20 minutes 3 9000 g. 
Le surnageant est immédiatement utilisé pour l es  techniques d'électrophorèse 

sur gel de polyacrylamide neutre (protéines 
techniques, il peut être stocké 8 - 20'C jusqu'au moment de 1'empl.oi .  

natives). Pour  les autres 

! 

I 
.. 

I 

i 
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B. Dosage des protéines. 
. Les protéines de l'hémolymphe des J e t  des Q sains et infectés, ont 

Qté doséeh par la méthode de Lowry (Lowry et al, 1951) La gamme étalon est 
réalisée avec l'albumine sérique bovine (BSA) en solution dans du NaCl B 

0,4 M (Img/ml). 
I 

I 
I i I) Préparation des solutions mères. 

! - Solution A : Na2C03 à 2% dans NaoH N/10 : 150 ml , 

i 
I 

Solutiori B : tartrate d e  Na et: K 3 O,S% dans H20 

: 10 ml 

: 10 ml 

- Solution C : CuS04, 5H20 B 0 ,5% dans H 2 0  

I - Réactif de Folin (Folin et Ciocalten, Touzart et Matignon) 
, 

dilué 3 fois dans Nacl 3 0,4 M. 
ces solutions sont conservées 3 4"~. 

i 2) Réactif: solution aproalcaline (solution D) ' - solution A : 100 ml 

- solution B : 1 ml 
I I  

- solution C : 1 ml 
! , 3) Dosage ss: 0,s ml de la s o l u t i o n  protéique 3 doser sont m6langGs 

3 5 ml d e  la solution D r  

- Agiter,et laisser reposer 10 3 15 minutes. Puis ajouter 0,5 ml de réactif 
de Folin'dilug; agiter et laisser reposer ,entre 30 ct 60 minutes. 

La lecture de la densit6 optique au spectrophotomètre s'effectue a 660 nm. 

I 

PnrallSlement 2 cette méthode, nous avons effectué des dosages par la 

technique du Biorad (Biorad Protein Assay) - methode colorimgtrique au bleu 
de Coomassie(G-250) la lecture se faisant a 595 nm. 

i 

! 

-. . I 
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C. Technique  é l e c t r o p h o r é t i q u e s .  

L ' ana lyse  é l e c t r o p h o r 6 t i q u e  des  p r o t é i n e s  d e  l'hémolymphe a é t é  

r&alisbe s u r  g e l  d e  polyacry lamide  en p l aques .  

1 - S t r u c t u r e  e t  p r o p r i é t é s  du g e l  d e  polyacry lamide .  

Le g e l  d e  polyacry lamide  résul te  de l a  polynlErisat ion en m i l i e u  

l i q u i d e  d'un monomène p r i n c i p a l ,  l ' a c r y l a m i d e  e t  d'un comonomère s e r v a n t  

d 'agent  dk' r é t i c u l a t i o n ,  l e  N ,  N '  méthylène-bis- acry lamide .  La polyméri- 

sation est  c a t a l y s é e  en p résence  d e  p e r s u l f a t e  d!ammonium e t  de N,N,N' ,N' 

tgtraméthyl-éthylène-diamine (Temed, i n i t i a t e u r  d e  l a  r g a c t i o n ) .  

La p o l y m é r i s a t i o n  engendre dans l e  g e l  une s t r u c t u r e  t r i d imens ion -  

ne l le  d g l i m i t a n t  d e s  po res  don t  l e  c a l i b r e  est inversement p r o p o r t i o n n e l  2 

l a  t e n e u r  en polyacry lamide .  L'ensemble d e s  p o r e s  c o n s t i t u e  un f i l t r e  

m o l é c u l a i r e  s u s c e p t i b l e  d e  s ê l e c t i o n n e r  les p r o t é i n e s  en f o n c t i o n  de l e u r  

. p o i d s  m o l é c u l a i r e  donc d e  l e u r  t a i l l e  ; ce raisonnement concerne les  p r o t é i n e s  

g l o b u l a i r e s .  C e t  e f f e t  de f i l t r a t i o n  conjugué 8 l ' a c t i o n  d 'un  champ 

Q l e c t r i q u k  s u r  l a  cha rge  d e s  p r o t é i n e s  es t  l e  p r i n c i p e  même d e  l ' é l e c t r o -  

phorèse  q u i  a s s u r e  un t amisage  m o l é c u l a i r e  e t  permet ,  comparativement à IA 

m i g r a t i o n  des p r o t é i n e s  d e  r é f é r e n c e ,  l a  d é t e r m i n a t i o n  du poids  m o l é c u l a i r e  

d e s  p r o t e i n e s  é t u d i é e s .  (Hedrick e t  Smith, 1968). 

P a r a l l è l e m e n t  3 ce t te  t echn ique  d ' é l e c t r o p h o r è s e  en g e l  n e u t r e ,  

nous avons également u t i l i s é  l a  t echn ique  d ' é l e c t r o p h o r è s e  en c o n d i t i o n s  

,...: . .  

d é n a t u r a n t g p o u r  d é t e r m i n e r  l e  nombre d e  sous -un i t é s  po lypep t id iques .  

L'agent utilisé est  l e  dodecyl  s u l f a t e  d e  sodium (S.D.S.), d é t e r g e n t  

anionique'  q u i  dgna tu re  l es  p r o t é i n e s  e t  en s é p a r e  l es  cha?nes p o l y p e p t i d i q u e s  

Le S.D.S .  se f i x e  dans  l a  p r o p o r t i o n  d e  1,4 g p a r  gramme d e  p r o t é i n e s  ; 

il l e u r  confsre une f o r t e  cha rge  n é g a t i v e  ; l ' e f f e t  d e  cha rge  est a l o r s  

supprimé 'et les c h a î n e s  p o l y p e p t i d i q u e s  mig ren t  et se ség règen t  uniquement 

selon leÚr p o i d s  m o l é c u l a i r e .  L ' e x i s t e n c e  d 'une  r e l a t i o n  l i n é a i r e  entre  l e  

loga r i thme  déc imal  du p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e  ces sous -un i t é s  p o l y p e p t i d i q u e s  

e t  leur n i o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  permet d e  d é t e r m i n e r  l e  poids  m o l é c u l a i r e  

de chacune d ' e l l e .  (Weber e t  Osborn 1969). 
I 

'2 - Composition des tampons e t  des g e l s  

ia) E l e c t r o p h o r è s e  en c o n d i t i o n s  déna tu ran te s  : P.A.G.E. - S.D.S. 
(Laemmli , 1970) -modif ié- 
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l '  

- Composition des tampons 
j * Tampon de concentration "Stacking buffer" 
i - Tris 1,251 M !, 15,14 g 

: - S.D.S. 1 2  1 g  
, Q.S. 100 ml - H distillée 

20 

l I - H C1 ph : 6 , 8  

; * Tampon de séparation " Running buffer" I 

I : 45,42 g - Tris 1,876 M 
- S.D.S. 0,s % 1iz - H distillée Q.S. 200 ml 

- H C l  ph : 8,8 

ZO 

I 
l 
I 

l 

i 

L 
I 

j * Tampon de migration "Electrophoresis buffer" 
- Tris 0,025 M : 3,03 g 

I 

I - Glycérine 0,192 M 14Y4 g 

1 1 - S.D.S .  ' 0, l  x 1 g  
I 

distillée Q.S. 1 l i t r e  - I 
! 
I - H C1 ___L ph : 8 , 3  

I - Composition et I fabrication des gels. 
1 Quelle que soit la concentration depolyacrylamide, le gel. de sépara- 

tion codtient O, 1% de S.D.S.  et 0,375 M de Tris. 
Les geld sont coul6s entre 2 plaques de verre à l ' a i d e  de "Kits" pharmacia. 

Les moules G.S.C. 2 e t  G.S.C. 8 permettent respectivement l'obtention de 

gels de!dimensions : 17,8 x 13,8 x 0,27 c m s  et 8,2 x 8,2 x 0,49 cms ; les 

premier4 présentant 14 puits de dépôts ,  les autres n'en présentant que 6. 

La  solution mère d'acrylamide est filtrée sur miltipore 0,45 y et 

4°C. La salution de persulfate d'ammonium doit être renouvelée conservée 

p6ur chaque emploi en raison de son instabilité. 
i 

I Les solutions sont préparées dans des fioles B vide et dggazées 
avant l'addition des agents catalyseurs (persulfate d'ammonium et Temed). 

' Les gels de séparation dont la concentration en polyacrylamide est 

superieure ou égale B 9 2 sont surmontés d'un g e l  de  tassement "stacking gel"  

B S 2 . I  

--I_ i 

-___ 
I 
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Nature i G e l  
e t  Concen t r a t ion  de tassement  

du g e l  ' 5 %  
I 

I 

S o l u t i o n  m&re I 
I 

Acrylami.de 30 tX 

J 

( 1  

í 
, I  

I 

I 

i 

G e l  de s é p a r a t i o n  

5 %  7 %  9 2  11 X 13 X 

7,5 ml , 16,2 m l  23,5 ml 30,O m l  36,6 m l  I 

I 

bis-Acrylamidd 0,82 
l 

i , 

Fil trat  i o n  

Tampon f 1 T.C T. S T. S T*S T.S 
I - 
1 

I 

T. c o n c e n t r a t i o n  

T: s e p a r a t i o n  1 
I I 4,s m l  20 ml 20 ml 20 m l  20 m l  

I 

HZo d i s t i l l 6 e  i 32,4 ml 62,7 ml 55 , s  ml 49,O n i l  42,O ml 

Ddgaz age  
- I 

I 
1 

I 

0,45 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml P e r s u l f a t e  1 

Temed 45 p l  l o o p 1  l o o p 1  l O O / U l .  1 O O p l  
I - - 

: L ' 6 l e c t r o p h o r è s e  a é té  r é a l i s é e  s o i t  s u r  g e l  d i s c o n t i n u  B d i f f é r e n t s  

cancen tka t ions  de  p lyac ry lamide ,  s o i t  s u r  g e l  en g r a d i e n t  4 X - 30 % 

pharmacfa- 
1 - G e l  d i s c o n t i n u  

I Les c o n c e n t r a t i o n s  d e  polyacry lamide  u t i l i s é e s  sont '  : 5 X ,  6 X ,  7 X 1  
I 

'"8  %. La ' compos i t ion  d e s  tampons et d e s  g e l s  est l a  même que précédemment, 

a b s t r a c k o n  f a i t e  du S . D . S .  

43,3 ml 

T.S 

20 ml 

36,O ml 

1 m l  

l o o p 1  

' - G e l  en g r a d i e n t  

Ces gels  s o n t  commercial isés  par "Pharmacia". La composi t ion du 

tampon de m i g r a t i o n  est l a  s u i v a n t e  

- Tris 0,09 M 1099 g 

I - Bora te  0,08 M 4 9 9 5  g 

- Na. EDTA 0,0025 M 0*93 g i 

i - H d i s t i l l é e  Q.S. 1 l i t r e  
20 

I - H C 1  > ph : 8,3 



I 

7 I l 

1 -  i 
l ,. 

! ' 3 - Préparation des extraits - biologiques. 

a) Electropharèse en conditions dgnaturantes. 
Les extraits lyophylisés sont dissous dans une solution de solubili- 

i 
, *  

1 

. sathn :.le tampon d'extration, puis incubés pendant 5 minutes 3 100°C en 
prssehce d'un volume Qquivalent de tampon de dépot ("sample buff er") 

" $I Tampon d'extration : 
- Tris 0,012 M 0,15 g. 

- Na C1 0,172 M 

i 
i 
l 

- S.D.S. 0 , s  % 095 g 
HSo 'digtillée Q.S. 100 ml - 

l 
i - H C 1  J > ph : 716 
i 

e Tampon de d,épot "sample buff er'' 
u' Tris 0,125 M 1951  E3 
- S.D.S. 4 % 4 g  

- Glycérol 20 x 

r' 

i 
1 - )3 mercaptoéthanol 5 X 5 ml 

20 ml 
I 
I 

- Bleu de bromophénol 0,005X 0,005 g I 1 - distillée 

I - H C1 ph : 6,8 

i 

Q.S. 100 ml 
l 

1 
Le ß mercapto6thanol ?i chaud provoque la rupture des ponts disul- 

fures. Le glycgrol augmente la densité du tampon et facilite le dépôt des 

Qchantillons dans les puits du gel. 

Le bleu de bromophénbl indique le front de migration durant l'électrophorèse. 
: b) ElectrophorSse en gel neutre 
I 

I - Gel discontinu 
' Les tampons d pot ne contiennent ni S.D.S 

turation, l e  mélange des ex p-mercaptoéthanol. Pou 
en soiution et du tamp Zi froid (4OC). 

: Nous utiliso textration le tampon de migrat 

Tris-Borate-EDTA conserv6 a e mélange avec le tampon de dépôt 

a raieon de 4/5 d'extraits en solution pour 1/5 de tampon de dépôt. 

. ni 
traits 

ion 

se fait 
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1 * Tampon de dépôt 
- Tris 0,09 M 1099 g 

- Borate 0,08 M 4995 g 

- Na.EDTA 0,0025 M O993 g 
- Saccharose 40 X 40 g 
- Bleu de bromophénol 0,005% 0,005 g 

I 

Q.S. 100 ml 
I - *20 distillQe 

H C l  "-3 ph : 8,4 

' 4 - Electrophorese 
Les dépôts dans les puits du gel se fait à l'aide d'une seringue 

Hamiltcjn ou d'une micropipette. La quantité d'extrait à déposer est déter- 

minée 3 'partir des résultats du dosage des protéines. Les d é p ô t s  contiennent 
de 50 B 100,ug de protéines. 

! 

, a) Electrophorèse en conditions dénaturantes 
Cette électrophorèse se déroule B température ambiante. 

- pré-6lectrophorèse : 65 V pendant 1 / 2  h i 
I 

l - 6lectrophor&se : 65 V pendant 15 mn (prémigration) 
I 

I 
puis I30 V jusqu'a ce que le bleu de 

I bromophénol arrive B 1,s cm de l'extrémité 
du gel (environ lh30) .  I 

; b) ElectrophorPse en gel neutre. 

Le tampon de migration remplissant la cuve d'électrophorèse est mai 

I - Le gel - discontinu tenu 9 4 " ~ .  

- pré-électrophorèse : 65 V pendant 1/2 h 

- électrophorèse : 200 V pendant 15 mn 
I puis 130 V jusqu'à ce que le bleu de I 

l 

bromophénol arrive à 1,5 cm de l'extrémité 
1 , 

I du gel (environ lh30). 
* - Gel gradient 

- pré-électrophorèse : 75 V pendant 1 h 

- Glectrophorèse : 75 V pendant 1 h 

puis 150 V pendant 15 h 

- Fixation, Coloration, décoloration et conservation des gels 
Les fractions protéiques retenues par le gel sont fixées par  une 

- 

solution d'acide trichoroacétique ( T . C . A . )  3 25 Z; pendant 1/2 h, puis 

color&& 12 h, par une solution, filtrée avant usage, de bleu de Caomassie. 
I 



* Colorant d'électrophorèse - Bleo de Coomassie : 0,1 % 

- Méthanol : 25 X 
. T- Acide acétique : 10 Z 

- Hzo distillée Q.S. 1 litre 

La différenciation des gels est obtenue par immersion dans 
bains: de solution décolorante, 

I 
I * DBcolorant électrophorèse 
\ - Méthanol : 25 X - Acide acétique : 10 X 

- H distillée Q.S. 1 litre 
20 

' Le gel est alors photographié puis un enregistrement densitamétrique 
est ekfectué au moyen d'un photomètre intégrateur Vernon. 

Après avoir subi 4 bains successifs de 6 h chacun dans des solutions' 

aqueuses contenant 55 % de méthanol, les gels sont séch6s entre 2 feuilles 

de papier cellophane B l'aide d'un appareillage Pharmacia (G.S.D. 41, en vue I 

d'une;langue conservation. 
I 

z 

I sous-uni,tés polypeptidiques. 

6 - Détermination du poids moléculaire des protéines et des 

\ 

a - Détermination du poids molEculaire des protéines :méthode de 
I - Hedrick et Smith (1968). 

Les protéines sont soumises à l'électrophorèse dans des gels 

neutres de polyacrylamide de diverses concentrations ( 6  B 9 W). 
La mob'ilité relative des bandes protéiques ( R f )  a dté calculée en établissant 

l e  rapbort : 

I 
Rf = distance parcourue par la fraction 

distance parcourue par Tri f r o n t  

i 

La méthode de Hedrick et Smith utilise la relation linéaire existant entre l a  

mobilité relative des protéines (100 Loglo (Ref x100) et la concentration en 
polyacxylamide des gels. 

Chaque protéine est caract6risée par la pente de l a  droite ainsi obtenue, 

L'étude se fait en trois temps,, 

- Une hroite d'étalonnage (pente/PM) est réalisée B partir de 4 protéines de 

réfétence de poids moléculaires connus compris entre 67000 et 440000 
(Electrophoresis Calibration Kit for molecular weight determination of high 

molecular weight proteins - Pharmacia -). 
- Puis4 pour chaque protéine 3 étudier la pente de la droite est obtenue en 

I 
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portant en ordonnée 100 Log (Rf x 100) e ,  en abcisse la concentration dl 
gel. 

- Le report sur la droite d'étalonnage de la pente de la droite caractérisant 
chachne des protéines Qtudiées permet de connaître leur poids moléculaire. 

(Planche III) o 

b - Détermination du poids moléculaire des sous-unités 
polypeptidiques : mgthode de Weber et Osborn (1969). 

Les protdines sont soumises à l'électrophorèse en gel de 

polyacrylamide-SDS B la concentration de 9 %. 
5 protéines de références (monomères) (Electrophoresis C a l i b r a -  , 

tion K i t  for molecular weight deterdination of Low molecular weight proteins - 
Pharma¿ia -) de poids moléculaires connus compris entre 20100 et 94000 

permettent d'établir yne droite d'étalonnage reliant l e  R . f  au logarithme du 

poids Aslkculaire des chafnes polypeptidiques (planche IV) . 

c - Autre méthode de détermination du-pz=ol$cu!aire des - .  , .  .7corcrc 

, pratdines : Electrophorèse en g e l  neutr lyacrylamidp 
en gradient 4 - 30 %. 

Nous utilisons l e  principe de la méthode de Weber et Qsborn 
(1969): 5 protéines de référence (non dénaturées) de poids moléculaire compris 
entre 67000 et 669000 permettent d'établir une droite d'étalonnage reliant 

l e  R . f i  au logarithme du p o i d s  moléculaire des protéines {planche V). 



Planche III : Droite d'étalonnage donnant 1.a relation 
Poids moléculaire/pente pour 4 protéines 

de r6f Zrence (cf, Hedri,ck et Smi.th, 1968). 

L e s  protéines ont été soumises à des électrophorèses en gel de 

polyacrylamide de diverses concentrations (6 3 9 Z) en conditions 

non dénatufantes. 

Protéines de référence 

Protéine P.M. - Pente no 
l 1 

67 O00 A Bovine Serum 
albumine 

B Lactat e 
dehydrogenase 140 O00 

13,18 

19,16 

c catalase 232 O00 27,6 

D Ferrit in 440 O00 43,l 

I 

I 



30 

--- 
2 6' 

22 

I 44 

10 

6 

2 

Ø 
I 

... 

. .  
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. .  

poids moléculaire pour 5 protéines de 
rQférence (cf Weber et Osborn,1969) 

Lea protéines ont ét6 sotimises B une GlectrophorGse en gel de 
polyacrylamide (concentration : 9Z) en conditions ddnaturantes 

(SDS - B mercal3toethanol). Chaque po in t  e s t  la moyenne de 5 mesures. 8 

Protéines de référence (monomères) 
“d 
24 

no ProtSine P.M. R. € :;ii 

I PhorDhorv1ase.b. 94 O00 O, 176 

II Bovine serum 
albumine 

III Ovalbumin 

IV Carbonic 
anhydras e 

67 O00 0,290 
, 

43 O00 0,463 

I ,:*i R”., “ 
.,I.&& 

,3 

30 O00 0,661 ,,; *w* 

“P 

,2 
V Trypsin inhib,tor 20 I00 O, 902 ‘3 

c 



I 
1 '  
i- 

- 

20 

10 

5 

2 

1 

l 

i 

I 

I 

, 

I 
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.- 

I 
! 

' I  

i 
I 
I 
l 

l 

i 
I 

I 

i 

1 
I 

l 
I 

! 

i 
t 

! 

i 
1 

I 

l 

I 

l 

l 

l 

i 
1 

! 

! 

! 

i 

1 

, , 

Protêines de référence 
. ,  . 

no Pro téines P.M. R.f 

I Thyroglobulin 669 O00 0,236 

II Ferrit in 440 O00 0,382 

III Catalase 232 000 0,566 

IV Lac tate 
dehydrogenase 140 O00 0,678 

V Bovine serum 
albumin 67 000 0,882 

Planche V : Droite d'étalonnage reliant la ruobilit6 relative (R 
au logarithme dgcimal du poids moléculaire pour 

5 protéines de référence. 

Les protéines ont été soumises à une électrophorèse en gel de 

polyacrylad.de en gradient 4 - 30 Z en conditions non dénaturantes. 

_I i 
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D .  Techniques immunologi - -. -- qiies. -- ~ - - -- - 
I - PrGparat ion d e s  immunsérums. 

a) - Ant ico rps  a n t i - o e u f s  --- d e  S c h i s t o c e r c a  . - grcE:nri . _  - -- n 

-- _I___ I .- 

. P r é p a r a t i o n  d e  l ' e x t r a i t  immunogsne. 

Cinquante o e u f s  f r a î chemen t  pondus de Scii i stoc,r";i-ca [:regarí a 1; - ,. - --__ ...-- 1. 

phase  g r é g a i r e ,  s o n t  lavés rapidement dans une s o l u t i o n  0 , 4  M d e  Na C 1  p u i s  

broyés au p o t t e r  dans 2 , 5  m l  d e  c e t t e  même s o l u t i o n .  Le b r o y a t  est c e n t r i -  

f u g é  2 0  mn, à 40"C, ;3 10.000 Cr d e  manière  à é l i m i n e r  l e s  d é b r i s  c e l l u l a i r e s .  

Le su rnagean t  es t  r é p a r t i  en  3 l o t s  é q u i v a l e n t s  (0,5 M C1 e n v i r o n ) .  
1 

a Immunisation du l a p i n .  

La méthode d ' immunisat ion u t i l i s é e  d , é r ive  d e  c e l l e  prGconisée p a r  

V a i t u k a i t i s  e t  ;il. 

l ' immuni sa t ion  i n i t i a l e ,  p u i s  en r a p p e l s  25 e t  35 j o u r s  p l u s  t a r d  3 m l  d ' u n  

mélange émulsionné comprenant 1 ,5 1111. d ' a d j  Iwvanl: coiiipI.t:l: d e  I;rcund, I n i l  

d e  sgrum phys io log ique  e t  0,5 m l ~ d e  l ' e x t r a i t  o v u l a , i r e .  La réponse h"mni . -  

t a i r e  e s t  r e n f o r c é e  p a r  i n j e c t i o n  sous-cutanée abdominale d e  0 , 5  m l  de  

Vaccin ant icoquelucheux (Vascicoq adso rbé  Mérieux) . L '  i n j  e c t i o n  sous-cutanée ' 

du m6lange immunogène es t  f a i t e  d e  30 3 40 p o i n t s  d i s t r i b u C s  syniCtriqucment 

l e  long  d e  l a  colonne v e r t é b r a l e .  Chaque i n j e c t i o n  e s t  précédEe p a r  l e  

prélèvement  au n iveau  d 'une  v e i n e  a u r i c u l a i r e  marg ina le  de 3 n i l  de sang.  

Le s6rum recue i I . I . i  a p r è s  r é t r n c t i o n  du ca i l ' l .o t  ( i t 1  .'i 3 7 " ~  ; 1211 3 IO") 

p e r m e t ' d e  v é r i f i e r  p a r  immunodiffusion (méthode d ' 0 u t c h e r l o n y )  l a  p ré sence  

d ' a n t i c o r p s  d i r i . g C s  c o n t r e  les d i v e r s e s  p r o t 6 i n c s  o v u l a i r e s  ( v i t e l l i n e ,  

p r o t é i n e s  s a n g u i n e s ) .  

( 1 9 7 1 ) .  Un l a p i n  a d u l t e  d e  3 kp, c n v i r o n  a r c c u  l o r s  dc: 

T D s  immuns6rum r e c u e i  1 1  i 10 jollr:; nl)rì"; 1 I L  r ; c * c . o i i c t  r . T p p ( s l  [);ir 

ponc t ion  c a r d i a q u e  es t  r é p a r t i  en l o t s  d e  1 ,5  m l  e t  conservc nu congélntci i r ,  

s a n s  a d j o n c t i o n  d e  g l y c é r o l  ou d ' a z i d e  d e  sodium jIlsqt1'nu moincnt de  1 ' i l t i  l i s n -  

t i o n .  

b) --- Immunsérum é p u i s é  : a n t i c o r p s  - anti-complexe -I_____- v i t e l l i n .  

Un immunsérum s p é c i f i q u e  r g a g i s s a n t  avec l .es l ' f r a c t i o n s  protc ' i  clues 

femel les ' '  ( v i t e l I . i n e  ou v i t e l l o g é n i n e )  a é t é  obtenu p a r  Gpuisemcnt en m6líln- 

gean t  5 volume ~ g n l  l ' a n t i c o r p s  an t i -oeu f  e t  c~c 1 '1 iFmn~ynlp i lc  ci($ ~ r í r l l l c ~ t .  m ~ ~ c : .  

C e  mGlange est  incubé  B 37OC pendant  1 2  h p u i s  c c n t r i f u E é  15 mn ;i 10.0OI) i;. 

Le su rnagean t  e s t  r é p a r t i  en f r a c t i o n  de 250 111 p i l i s  conEel6. I,n v a l i d i t ~ 6  d c  

l ' épu i semen t  a é t 6  a p p r é c i é e  pal- immunodiffusion, c.t. immunn~lec t rophor~ , ! j e .  

C e t  a n t i c o r p s  monospécifique e s t  u t i l i s é  pour m e t t r e  en év idence  l a  vi t e l I o - -  

g é n i n e  dans l'hcmolymphe d e s  f e m e l l e s  aux d i v c r s  s t a d e s .  

' 

i 



2 - Inimuno d i f f u s i o n ,  é l e c t r o  immunodiffiision - I--- e t  irnmtinoElcctrophorèsc --- 
a) P r i n c i p e  

. 1mmunodiffusi.on (Ouchtcr lony,  1948) 

Cette mgthode d e  double  d i f f u s i o n  es t  q u a l i t a t i v e ,  e t  s e  p r ê t e  

p a r t i c u l i è r e m e n t  b i e n  à 1 ' é t u d e  d e  systèmes an t iggn iques  complexes ( p a r e n t & s  

immunologiques e x i s t a n t  e n t r e  a n t i g è n e s  d e  d i v e r s e s  o r i g i n e s ) .  

Antigènes e t  a n t i c o r p s  d i f f u s e n t  à t r a v e r s  un gel  d ' a g a r o s e  ped concen t r é  

(1 Z) ; l o r s q u e  l e  r a p p o r t  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  n t t c i n t :  sa  v a l c u r  optjnrttlc des 

a r c s d e  p r é c i p i t a t i o n  cor respondant  2 chaque groupe a n t  igéni-que a p p a r a i s s e n t .  

L ' e x i s t e n c e  d e s  c o n t i n u i t é s ,  d ' e n t r e c r o i s e m e n t s  p n r t i c l s  ou complets  pcrmet 

d e  c o n c l u r e  à l ' i d e n t i t é  immunoloy,iqiie t o t a l c ,  p i l r t i c l j c  ob n t r l l c  des dCtrr- 

minants  p r é s e n t s  dans l e s  e x t r a j t s  b io log iques .  

I 

. E l e c t r o  immuno d i f f u s i o n  (Grabar ct Will iams,  1953) .  

Dans c e t t e  méthode q u a l i t a t i v e  l e s  pro tc ' incs  d c  Ln s o l u t i o n  a n t i -  
..-. ---.-- u 

génique ,  soumises dans un 1 "  temps à une é lec t ropl torCsc  S C  r f p n r e n t  s e l o n  

l e u r  cha rge  donc l e u r  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e .  I I '  immimodifEusion consgcu- 

t i v e  f a i t  a p p a r a î t r e  des  l i g n e s  d e  p r é c i p i t a t i o n  s p é c i f i q u e s  potìr chacun des  

systèmeb a n t i g é n i q u e s &  

. Immunoélectrophorèse ( L a u r e l l ,  1966).  

La  mig ra t ion  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  c o n s t i t u a n t s  d e  l a  s o l u t i o n  

p r o t é i q u e  se  f a i t  dans un g e l  con tenan t  l ' an t i s6r i im.  

Pour l ' é t u d e  q u a l i t a t i v e  des  p r o t é i n e s  hémolymphatiques  LOUS US u t i l i -  

sons  l a  méthode d e s  dépô t s  l i n é a i r e  d ' a n t i g è n e  " l ine.  immunoélectrophoresis"  

(Krd11, 1973). L ' a n t i c o r p s  peu t  ê t r e  p1uri.spécj.f ique e t  d e s  1.; gnes d e  

p r é c i p i t a t i o n  pe rme t t en t  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  groupes a n t i g c n i q u e s .  

L ' é tude  q u a n t i t a t i v e  es t  r é a l i s é e  s e l o n  l a  méthode des  r o c k e t s  "Rockets 

~mmunoélec t rophores i s"  ( L a u r e l l ,  1966 mod id i f i é  p a r  Weeke 1973). L ' a n t i c o r p s  

e s t  a lors  monospécif ique e t  chaque dépô t  d 'an t ig i ;nc  donne un p ic  de p r c c i p j -  

t a t i o n .  I1 e x i s t e  une c o r r é l a t i o n  e n t r e  l a  hau teu r  de ce p i c  e t  l a  concent ra -  

t i o n  d e  l a  p r o t é i n e  é t u d i é e  contenue  dans  l ' e x t r a i t  b io log ique .  
I 
I 

b) P r é p a r a t i o n s  du g e l  e t  du tampon pour  immunoElectrophor2se.  

L e  g e l  u t i l i s é  dans les  d i f f E r e n t s  t echn iques  c o n t i e n t  1 Z d ' a g a r o s e  

I ~- ---___- 

( indub iose  A.37. pharmindus t r i e )  dans une s o l u t i o n  d e  tampon pour  immuno- 

é l e c t r o p h o r è s e ,  d i l u é  $de m o i t i é  dans  d e  l 'eau d i s t i l l é e .  I 
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* Tampon 
- Barbital (Diéthylmalenylurée) 0,013 M 2,47 R 
- Na-barbital 0,OS M 9,75 g 

- Tris 0,05 M 5,78 R 
- H distillée Q.S. 1 litre 

20 

ph : 8,8 

Pour 1 'immunodiffusion nous ajmitons 3 cettr p r f p n r n t i o n  un 

bactiricide et batiriostatique, l'axide de sodium (I : 10,000). La s ~ l u t i . o n  
est mise à chauffer au bain marie (environ 80°C) jusqu'a dissolution I 

complète de l'agarose. Lors de l'adjonction d'un immunsGrum dans le p,cl,  

la solution d'a~arose doit être refroidie 2 45"C-SO"C pour 6vitcr la dena- 

turation des anticorps. Les plaques de verre sur lesquelles sont coulés 

les g e l s  sont posés sur une table à niveau ; la surface de travail horizontal 

garantit l'uniformité de l'épaisseur du gel. 

c) Réalisation 

. Immunodiffusion : i 

Un gel. de 1,5 mm d'épaisseur est coulé s i i r  une lame histologique 

(80,5 x 29,9 mm) soit 3,6 cm3 de gélose par lame. 7 puits disposés aux 
sommets et au centre d'dn hexagone sont pratiqués 5 l ' a i d e  d ' u n  emporte- 

pièce de 4 mm de diamètre muni d'un dispositif d'aspiration sous vide. 20yl 
d'antigène ou d'anticorps sont disposés dans chaque puits. L e s  lames stockées 

dans une chambre humide sont mises à incuber à 37' C pendant 24 h. 

. Electro immuno diffusion : 
Un gel de 1,5 mm d'épaisseur est coulé sur une p l a q u e  de v e r r e  de 

83 sur 93 mm, soit 11,6 cm3 de gélose par plaque. 

A l'aide d'un moule L . K . B A  nous découpons dans le gel 4 rigoles 
longitudinales (2,7 x 50 mm) de part et d'autre de 3'puits de 4 mm de 

diamètre. 

2 0 ~ 1  d'antigène sont disposés dans chacun des puits. La plaque est placée 

dans une cuve 2 électrophorèse Gelman. Le contact entre le gel et les bacs 
remplis de tampon pour immunoélectrophorèse est assuré par des ponts de 

papier Wathman. 

L'électrophorèse se déroule sous 150 V à 40°C pendant 2 h ; les 

fractions protéiques se dGpl.acent 

alors déposés dans chaque rigole, la plaque est stockée en chambre humide  

et mise 3 incuber ;il 37°C pendant 24 h .  

vers 1' aL1ode. 200 p l  d'anticorps son t  
I 
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. Immunoélectrophorèse 

f "Line immuno e l  ec tr ophor es i s  " 

Nous coulons un ge l  suppor t  de 2 nlm d ' E p a i s s e u r  siir ilne 

p l aque  d e  v e r r e  C i e  90 s u r  110 mm. Des f e n ê t r e s  s o n t  

découpées 5 1 ' a i d e  d'un scape1 ; c, l lcs  sont: remplacées  

p a r  d e s  ge l s  d e  1 , 5  mm con tenan t  s o i t  l ' an t j . gène  d i l u é  3 

25 Z; dans  l a  g é l o s e ,  s o i t  I ' a n t i c o r p s  A raison d e  5 ,uul/c 

Dans no:; c o n d i t i o n s  cxpGrimcntnIc I , I  m i I ; r n t i o n  . . ; 'c.ffr.c- 

t u a n t  de l a  ca thode  v e r s  l ' an -odcb ,  l e  d f p 6 t  d 'antjf:?.nc ' 
s ' e f f e c t u e  2 5 mni dri hnrd catlmdirii i(~ t lr i  tlCp6t d ' a n t i c . r > r p  

La d i s p o s i t i o n  e t  l a  t a i l l e  d e s  f c n ê t r c s  v a r i e n t  s e lon  I 

nombre d e s  e x t r a i t s  à t e s t e r .  L a  plaquc e s t  p l a c é e  dans 

une cuve Gelman. L ' é l e c t r o p h o r è s e  se  d é r o u l e  3 4°C 

pendant 15 h sous  100 V. 

-f: "Rock e t  inimuno c 1 e c t r ophor e s i s I' -- ~- 
Nous u t i l i s o n s  une p l aque  d e  v e r r e  c t  I l 0  s u r  205 v m .  Un! 

grande f e n ê t r e  dc 60 SUI-  180 mm (*st dCco\ipCc dans Ir  el 
suppor t  d e  2 mm d ' é p a i s s e u r .  Nous y coulons un gel d e  1, 

cm d ' é p a i s s e u r  con tenan t  l ' a n t i c o r p s  ;;1 r a i s o n  d e  0,75 

y l l c m 2 .  21 p u i t s  d e  2 mm d e  d i a m è t r e  d i s t a n t s  l ' u n  de 

l ' a u t r e  d e  8 mm sont  creusés ?i 5 mm du bord ca thod ique  

du g e l  con tenan t  I'immunsérum. I le  g e l  e s t  p l a c é  sur  l a  

p l aque  r é f r i g é r é e  d 'une cuve à é l e c t r o p h o r è s e  L.K.B.2117 

Les p o n t s  d e  p a p i e r  f i l t r e  r e l i a n t  l e  g e l  au tanpon d e s  

cuves d o i v e n t  ê t r e  d e  même l a r g e u r  que l a  p l aque .  L e  

dépôt  d e s  a n t i g è n e s  se d é r o u l e  s o u s  une t e n s i o n  d e  70 V ,  

pour évi ter  une d i f f u s i o n  p r é a 7 a b l e  2 l a  m i g r a t i o n .  

5~11, d e  s o l u t i o n  de l a  p r o t é i n e  s t a n d a r d  ou  d e  l a  so lu -  

t i o n  3 d o s e r ,  s o n t  vers& dans chaque p u i t s  à l ' a i d e  

d 'une m i c r o p i p e t t e  Z i p t r o l .  L ' é l e c t r o p h o r è s e  se  d c r o u l e  

3 280 V pendant 4 h 1 /2 ,  l a  plaqiie Citant r e f ro id i c l  p a r  

l e  couran t  d ' e a u  q u i  c i r c u l e  dans l e  s u p p o r t .  

I 

I 
d) Séchage e t  c o l o r a t i o n  

La p l aque  d e  g é l o s e  est  soumise a l t e r n a t i v e m c n t  5 d e s  s e r i e s  d o  
- 

l avages  e t  d e  p r e s s a g e s .  E l l e  est d ' abord  l a v é e  dans 4 bains  d ' e a u  phys io lo -  

g ique  ( N a c l  9 23 d e  10 minutes  chacun a f i n  d ' é l i m i n e r  les  p r o t c i n e s  non 
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p r é c i p i t é e s ,  p u i s  dans 2 b a i n s  d ' e a u  clistillGe pour  cn t r a îne r  l'cxcedcnt tic 

sel. Entre chaque b a i n  l a  plaque est: pressée pendant 15 minutes  sous  u n e  

bande d e  papier-f  i l t r e  h m i d e ,  e t  p l u s i e u r s  é p a i s s c u r s  de pap ie r  a b s o r b a n t .  

La p l a q u e  e s t  a lo r s  séchde à l ' é t u v e  (50 2 60"C), I,a c o l o r a t i o n  se f a i t  dans 

une s o l u t i o n ,  f i l t r é e  avan t  usage,  d e  b l e u  d e  Coomassic pc*ntlnnt I5 minutes .  

Les p laques  s o n t  a lors  d i f f é r e n c i é e s  dans une s o l u t i o n  d e  dGco lo ra t ion .  

- s o l o r a n t  pour immunologie 

- Bleu de Cootnassie 0,s Z 

- Ethano l  95" 45 f 

- Acide a c 6 t i q u e  10 2 - H . d i s t i l l E e  Q.S. . I  l i e r 6  
- H d i s t i l l é e  Q.S. 1 l i t r e .  

20 

20 

II. RGsultats  

A. Dosage d e s  p r o t é i n e s .  

Le dosage des  p r o t é i n e s  a 6t6 e f f e c t u é  par  l a  mgthode de Lowry dans 

l'hémolymphe d e  f e m e l l e s  a d u l t e s  s a i n e s  e t  i n f e s t é e s  parvenues au même s t a d e  

de l e u r  développement o v a r i e n  (caractcr isé  par l a  longueur  d e s  ovocy tes  

terminaux) et dans l'hémolymphe d e  mâles. 

Pour chacun d e s  l o t s  d'animaux dtudiGs,  t r o i s  dosages o n t  ét6 r6a l . i s é s  c t  pour  

chacun d ' e n t r e  ciix, la  q u a n t i t é  de p r o t c i n c s  cxpximc'c e n  u,: de prot2inc.c; /,u1 

d'h6molymphe a Ctf clc'terminée p a r  comparaison avec Ln gamme f t í i l on  ( A l b u m i n e  

s c r i q u e  bovine :LISA). 

Les v a l e u r s  ' r e p o r t 6 c s  dans l e  t ab lea i l  c i -dessous s o n t  l e s  moyennes d e s  stries 

de 3 mesures. 

La p ré sence  d e  p a r a s i t e s  e n t r a î n e  une r é d u c t i o n  du t a u x  d e s  p r o t é i n e s  hgmolym- 

p h a t i q u e s ,  d a n s  l es  deux sexes.  Cette d iminu t ion  e s t  mains impor t an te  chez l e  

mâle (8 2) que chez l a  f e m e l l e  où e l l e  a t t e i n t  son maximum en f i n  de  v i t e l l o -  

genèse (30 2). 

1 I I 

O s a i n  O i n f ,  - 

Jg p r o t é i n e s  
37,5 34,8 

u 1  
I d'hémolymphe (- 8%) 
I 

Q s a i n e  
ovo. 2-4mn 

39,l 

_I_-- 

I 
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B. Techniques élec,rophorétiques. 

1 ") Electrophorèsc en gel neutre lioruoL,' 'CIIC.  
3 

Les protéines natívc:: de  l'hCmOlymplìc cles aduJ tcls m31 cs r t  fcw.>1 1 

sains ou parasités de Schistocerca gregaria ont été soumises à l'électrophors 

en présencc de  gels homogcncs comportant G,7,R ~t Q X dr p o l y n c r y l n m i d ( ~ .  

Après coloration, les bandes protéiniques ont ét6 dénombrées, caract6risGes 

par leur R . f ,  leur poids moléculaire,et estini5cs en valeur relative par l e c t u  

8 l'aide d'un densitomètre intégrateur VERNON. Chaque sgrie cxp6rj.mental e a 

été répétée de 3 à 6 f o i s ,  Les résultats indiqufes dans lcstablerrtix sont  des 

moyennes. 
- La meilleure d6finition du spectre protéinique (nombre de bandes, dispcrsioi 
a été obtenue 3 l'aide de gels à 6 et 7 Z d e  polyactylamidc q u i  seront s e u l s  

pris en consid6ration et j.1.1ustrés (planches V T ,  V I T ,  V I I L  c 3 t  X'TV fig.]). 

1 - Un masimum de 13 banden protciníques ~ { I U P  etre d6tcctC (gctl. 9 h 2). 

Les protéines de faible mobilité disparaissant proEressivement lors( 

la concentration de polyactylamide augmente (tabl.enu 1 1.  
2 - Les bandes 1 et 2' caractérisent le criquet mâle alors que les ban& 

1',2 et 6 sont reprgscntatives du sexe femelle. Le dimorphisme 
sexuel apparaît de nouveau. 

' 3 - Les bandes 3 (PM:347 000), 3 ' , 4  (PM: 258 000), 4'  (PM:I¡O OOO), 

-_ 5 (PM:40 000) e t  9 (I'M:14000) sont (IOI11JIlIJllCS ¿lux deux ScjceS. 

La bande 4 est particulièrement intense chez les femelles; les 
protéines correspondant 5 l a  bahhc 4 sont, chez tous les criquets 

étudiés les plus abondantes (tableau 2 et 3 ) .  

4 - La présence d h  parasite M a l ~ m c b a  1. sc traduit - 
- par la disparition de  la bande 7 (PM: 26 000), au moins chez 

la femelle; 

- par une diminution du taux dcs 17rotEines correspondant aux 

bandes 2$2',3,3',8(PM: 15 000). 

- par une augmentation du taux dc protcincs correspondant 5 la 
bande 4'; ce phénomène inattendu, compte-tenu de la chute 

globale de la protéinémie des animaux infestés pourrait 
résulter d'une accumulation des protgines normales et des , 
protéines issues du paras i te  ou de son métabolisme. 

2") Electrophorèse en g e l  neutre c n  i:rnclicnt 4-70 Zb 
L'hémolymphe de criquets a d u l t e s  mSles et fernellen, PII fin d o  

.- -CI-- 

vitellogGnèse, a été soumise à I'électrophorCsc s u r  gel. neutre en g r a d i e n t  

4 - 30 %. 

Cette méthode, contrairement à la précédente, permet de révGlcr des protli.i.nes 

, , ,. . .  



Tableau 1 

O saine 
ovocyte  : 2-4 mm 

+ 

no Rf 9, , 

z Poly -  
acry lamide 

9 infestée 9 s a i n e  
ovocy te  : 2-4 mn ovocyte : 5-  7" 

no R f  2 no R f  % 

6 %  . 

2 0,035 6,4 
3 0,054 $3,2 
3' 0,079 14,O 
4 0,132 14,O 
4 '  0,171 17,6 
5 0,281 3,O 
6 0,359 3 , O  
7 0,500 7,6 
8 0,605 13,5 

7 %  

2 0,035 4,4 2 0,030 5,7 
3 0,062 12,5 3 0,058 9,6 
3' 0,109 4,9 3' 0,090 13,3 
4 0,136 11,2 4 0,130 15,O 
4 '  0,175 23,7 4 '  0,175 15,2 
5 0,281 6,7 5 0,283 2,8 

6 0,373 3,3 
7 0,550 3,4 

8 0,609 1 8 0,609 10,2 

8 %  

3 0,034 9,4 
4 0,093 15,5 
4' 0,155 29,5 
5 0,255 7,1 

8 0,482 7,9 
9 0,558 2 

9 %  

4 0,075 14,8 
4' 0,140 17,8 
5 0,246 7,5 
7 0,404 3,2 
8 0,462 8,5 

3 0,027 13,l 
4 0,086 16,4 
4' 0,151 16,2 
5 0,262 3,7 

8 0,475 833 
9 0,558 1 

l i 

9 i n f e s t é e  
0vocl;te :5- 7" 

no R f  X 

1' 0,060 19,l 

3 0,150 5,4 

4 '  3,263 25,3! 

9 0,883 1 

2 0,035 5,O 
3 0,058 6,6 
3' 0,082 1,2 
4 0,127 13,3 
4 '  0,175 I6 ,7  
5 0,285 5,9 

2 0,101 3,5 

4 0,233 17,a 

5 9,379 3 

9 0.730 4.2 

3 0,031 4,1 
4 0,089 14,6 
4' 0,148 21,8 
5 0,248 7,3 

8 0,475 2,l 
9 0,555 3,2 

4 0,023 10,4 
4'  0,078 27,l 
5 0,175 8,7 

8 0,429 2,l 
9 0,519 4,6 

CJIsaín 

a 
r! R f  z 
1 0,056 5,7 
2' 0,135 2, l  

3' 0,195 3,3 
4 0,233 11,2 
4 '  0,270 23,O 
5 0,387 8,8 
8 0,744 6,1 
9 0,883 10,O 

3 0,050 10,l 
3' 0,085 17,7 
4 0,125 10,Z 
4' 0,167 14,8 
5 0,277 8,4 

3 0,150 12,2 

2 '  0,020 4,8 

7 0,492 7 , l  
8 0,609 18,9 
9 0,726 3,7 

3 0,027 6,l 
4 0,086 13,6 
4 '  0,151 24,3 
5 0,248 9,5 

8 0,465 7,8 
9 0,544 4,2 

4 0,025 7,9 
4' 0,081 20,8 
5 0,177 11,2 

8 0,409 9,2 
9 0,498 12,9 

2' 0,031 
3 0,050 1 
3 '  O,J09 
4 o, 128 
4 '  0,164 2 
5 0,273 

a O, 601 
9 0,718 

4 0,075 - 1  
4'  0,141 3 
5 0,237 

3 0,020 1 

8 O, 455 
9 0,537 

- Electrophorèse s u r  g e l s  neutres homogènes de polyacrylamide 3 6 X-, 7 Z-, 8 Z et 9 X .- c .  -I - 

Chaque protgíne est caractérisée par son Rf et estimée en valeur relative. 



Tableau 2 - 

0,150 [09195 10,220 i 0,265 

i 17,6 134,O 142,3 

1 

0,055 0,095 0,130 0,171 

74 ,O 111,3 123,2 

0,027 10,084 0,147 
I 

l 

0 , 3 8 3  

158,3 

0,279 

144,5 

0,249 

R í  
6 %  

100 Log 
( R f  x I 00) 

R f  

1oc Log 
(RPX 100) 

R f  

7 %  

8 %  
100 Log 
(Rf  x 100) 

Rf 
9 %  

100 Log 
( R f  x 100) 

Pente 

Poids moléculake 

I I I t 

0,056 0 ,063  0,099 I 0,135 

i 
! 

iO1O35 
I 
i 

I 
I 

I I l I 

0,026 0,076 

41,O 88,O 

37,25 29,79 16,94 

0,174 

124,O 

10,78 

347 O001 26 O00 

I 1 I I 

15 O00 

i-- 
0,373 0,525 _j 
0,404 0 ,469  -4- 
153,2 1162,4 

9,39 I 8,49 

. I  ' 9  
I 

0,742 i 0,883 
i 

l 

0,606 1 0,724 
178,2 185,9 

170,5 I 
8,39 1 

14 O00 -7- 
I 

Elec t rophorëse  s u r  g e l s  neutres homogènes de po lyac ry lamide  2 6%,7%,8% et 9% 

DGtermination du poids moléculaire des protéines : méthode de Hedrick et Smith (1968), 

I l 
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t r 

?CO protéines 3 s a i . n  o* inf . 9 saine 9 i n f .  9 saine 
2-4 , 2-4 5-7 

1 

Tableau 3 

r 

9 in€ .  
5-7 

f 

l 1' 

2 

2 '  4,a x 
3 10,2 % 

3' 17,5 9, 

4 10,2 93 

4 '  20,7 % 

5 9,4 I 

6 

7 7 , l  Z 

8 10,2 % 

9 7,7 Z 

t 

6,4 2 4,4 x 5 , 7  x 3,5 x 
I 

1,6 % 

13,8 2 13,l % 10,9 % 8,6 % 5,3 % 

I,O % 10,o % 4,9 % 8,2 % 1,2 % 

9 , a  z 14,8 % 13,3 Z 15,O % 13,8 % 

31,6 % 17,6 % 26,6 .Z 17,l  X 20,6 Z 

5,5 % 3,O Z 6,9 Z 7,7 % 6,l X 

3 %  3 , 3  % 

2,o % 7,6 % 3,1 % 

4, l  % 13,s % 4 , 4  2 10,2 % 2,l % 

3,1 % l,o x 2,c) x 3,2 2 

1 

Electrophorese sur gels neutres homogênes de polyacrylamide 3 e%, 7%, 8% et 9% 

~ .r Estimation en valeur relative du taux moyen de chaque - p r o t é i n e - -  
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Planche V I  

Electrophorèse sur gel neutre homoI:?tic de pol.yacrylamide 

à 7 %  

Enregistrements densitomEtriques 

Fi.g. A : Electrophorégramme d'hémolynphe de f e m e l l e  

adulte saine (ocovyte 2 - 4 I!II:I) 

Fig. B : Electrophorégramme d'h61nol.yciphc d e  feniel.I.e 

adulte infest& (ovocyte 2 - 4 mm). 
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Planche VI1 

Electrophorêse sur gel neutre homogène de polyacrylamide 

à 7 %  

Enregistrements densitom6triques 

F i g .  C ; Electrophorégramme d'hémolymptic d e  femelle 

adulte saine (ocovyte 5 - 7 mm) 

Fig. D ! Electrophorégramme d'h6molyopl1c d e  fcmclle 

adulte infestée (ovocyte 5 - 7 mm). 
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I Planche VI11 

Electrophorbse sur gel neutte homogcnc de polyacrylamide 

8 7 %  

Enregistrements dehsitométriques 

F i g .  E : Electrophorégramme d'hémolymphe de mâle 

adulte sain 

F i g .  F : Electrophorggramme d'hémolymphe de dile 

adulte infest6. 
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de hauts poids moléculaires. i 
1 
4 
I Chaque expérience a été répétée cinq fois; les r6sul.liats indiqués sont cles 

moyennes. 
1 - Un max~mum de 16 bandes prot6iniques p o u t  Stre clétect6 (planche 1 X 7  

X et XIV fig.2 ) *  I 

2 - Les bandes A,B (PM1820 000), G (PM:410 OOO), FI (PM: 360 OOO), 

I (PM: 300 000) et N (PM:66 000) caractCrisoiit l cs  criquets fcnicllc 
alors que la bonde I,v (PM: 115 000) est. i-(iI'i-i;:;i.ntr;llivc. dt1 SOX{'  d 1 C .  

Ces observations mettent en c'videncc I C  ciimorptiisrnc 1 i; a11 61'%c! 

(tableau 4). 

3 - Les bandes C (PPI:730 000) , D (PM:510 000) , E (PPl:470 OOO>, ! 

F ( P M : ~ ~ o  ooo),J (PM: 260 ooo), K(PN:I~O ooo), r.. (PM: 120 ooo) Et : 

M (PM:96 000) sont communes aux deux sexes. Les bandes C el: L s o n t  i 

particulièrement intenses chez l a  femelle. 
4 - L'influence du parasitisme se traduit : I 

- par la disparition des bandes A , B , G , I I , L  et K chez l e s  f e m e l l e s ,  el 

des bandes C,D,K et L chez les mâles. 
- gar une diminution du taux des protéincls correspondant aux bandes 
C,L,M et N chez la femelle et aux bandes F et Y chez le m â l e .  

- par une augmentation du taux des prot6incs correspondant a u x  bandc 

D,E,F  et J chez l a  femelle et aux bandes E et L' chez le &Le oh 

nolls assistons même à l'apparition d'une bande supplémentaire che; ' 
les individus infestés : C' (PM:600 000). Ce ph6nomène rejoint 

les observations précédentes et serait dû à une accumhlatian de 

protéines i#ssues du parasite. 

3') Electrophorèse en c o n d i t i o n s  d6 r i a l r i rnn tc s .  -- --- 
Après ddnaturation 2 chaud en prGscnco ctc Il-mcrcc7ptor?thr~n(~l , ].es 

dc  

sont soirmisc\s 2 1 '61 cbctroptl[>t-C*!;l: sur g c a l  d~ pol  y - ~ ~ r y l a -  

protéines de l'hholymphe des adultes ni2lcs et fcniuI lc.; s a i n s  ou  paras i  

Schistocerca gt-c-kpria 

mide à la concentration de 9% en prcsence de SIIS. 1,:r separation cles SVUS- 

unités polypeptidiques s'observe aprzls coloration. Chnquc bandc  prote i r l i  que 

a été caractérisde par son R . f ,  son poids mo1Gculaii-e r f t  e s t imcc  e n  v a l e u r  

relative par lecture 3 l'aide d'un densitomètre intCgrattaur VRUNON.  Cliaquc 

série expérimentale a étG répétée de 2 2 6 fois. Les rEsultats indiquzs dans 
l e  tableab sont des moyennes. 

- 



- Tableau 4 

R f  

O, I36 

0,210 

O, 246 

0,340 

0,299 

O, 363 

O, 383 

O, 394 

0,431 

0,482 

0,516 

0,646 

o, 719 

O, 738 

O, 784 

0,891 -N 

.Q saine 5-7 I i 9 inf. 5-7 $sain dlinf , P.M' 

4 , 3  z 

13,2 2 820 OGQ 

15,6 2 3 2  3,8 X 730 O00 

600 O00 

7,2 2 10,2 5: 3,7 % 510 O00 

3,3 z 4,s 9, 6,9 % 8,6 % 470 O00 

6,4 2 440 O00 2,o x 3,8 2 8,9 2 

- ~- 
7 %  I 

1,7 % 410 O00 

360 O00 0,7 Z 

1,6 2 300 O00 

13,O % 260 O00 

2,7 X 6,l Z 160 O00 

120 O00 

1 1 5  O00 

4,6 X 3,O Z 11,2 z 96 000 

66 O00 0,6 9, 0,4 X 

2,7 2 17,l Z 33,4 2 

17,3 Z 15,4 % 7,l X 
i 

9,0 Z 12,2 2 

I 

1: ' 1  

Electrophorèse sur gel neutre de polyacrylamide en gradient 4--- 30 Z 

Chaque protéine est caractérisze par son Rf, .son p o i d s  moléculaire, et estinGe 
_ -  en valeur relarive 

, . ___I --. x - 



Planche IX 

Electrophorèse sur gel neutre de polyactylamide 
en gradient 4 - 30 % 

Enregistrements densitométriques 

Fig.-1 ! Electrophorégramme d'hdmolymphe de femelle- 

adulte saine (ocovyte 5 - 7 mm) 

Fig. 2 : Electrophorégramme d'hémolymphe de femellt? 

adul te  infestOe (ovocyte 5 - 7 mm).  
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Planche X 

Electrophorèse sur gel neutre de polyacrylamide 

en gradient 4 - 30 % 

Enregistrements densitométriques 

Fig. 3 : Electropharégramme d'hémolymphe 
de mâle adulte sain. 

I 

Fig. 4 : Electrophorégramme d'hémolymphe 
I 

II de mâle adulte infest6. 
i 

--I_x -- - 
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* 1 - Un nlaxirnum de 14 bandes protginiques pcuL GLre dCtecL6 (planclles X I  

X I I , X I [ I I  et XV figs.l,Z et 3 ) .  
banyes 

2 - Les c(PM:120 000) et f (PEI:88 000) carnctcrisent les criquets mâle 
alors que les bandes b (PM:140 OOO), d II'M:105 000), e (PM:94 OOO), 

j (PM:61 000) et m (PM 49 000) sont rcpt-C:;cnLaL:ives d u  sexe fcmc>llc 

n Le dimorphisme sexuel apparaît de nouveau (tableau 5). 

3 - Les bandes a (PM: 150 000), G (PM: 82 OOO), li (PM: 78 OOO), i (PM: 

i (PM: 69 OOO), k (PPI:56 OOo), 1 (PM: 53 000) ct n (PM: 29 000) son 
communes aux 2 sexes. 

4 - La pr6scncc du p a r a s í  t c  ~ ~ ; i l : i ~ n c ~ l ) ; i  1 . s v  I t - * i ( I t i ¡  t : 
__u-- 

- par la disparition de la bande 3 c h e z  le male 

- par une d i m i n u t i o n  du taux d e s  pro t i ; invs  c o r r c s p n n d a n t  ;I~JX banc 
a et i chez les mâles, aux bandes d , i  , I  ,m ct n chez les femellc 

en cours de vitellogenèse, et aux bnritlc!; a , g , h , i , j , k , l ,  et m 
chez les femelles en fin de vitellogcn6se. 

- par une augmentation du taux d e s  p r o t f i n c r ,  correspondant ,2 l a  

bande c chez le mâle où nous assistons même à l'apparition de 

la bande g absente dans l'hémolymphe du msle sain, aux bandes 

a, g et h chez la femelle en cours dri vitcllogen2se et aux 

bandes d,e et n chez l a  femelle cn F i n  d e  vitellof:enSse+ 
Ce phénomhe,résultant d 'une  accumulation de protéines issues 

du parasite ou de son métabolisme, apparaît dc nouveau. 
3 

C. Techniques immunologiyues. 

I " )  Immuno-diffusi-on. 
La me'thode de double diffusion m e t t a n t  cn pri;scnc.c l r s  a n t i '  

co rps  soit anti-oeuf s o i t  anti-vitel 1 og6nine et drs r x t r a i  ts h6iiiolymphat i ques 

de mâles et de femelles adultes permet d'obtenir 3 arcs de précipitation, 

Des d6terminants antigéniques sont communs à l'extrni t d'oeuf et à 1'hCrwlym- 

phe de femelle mature (planche XVI, fig.1); le dftcrminant le moins mobile est 

propre au sexe 0 et n'apparaît qu'à maturation sexuelle (planche XVI, f i g s .  

2 e t  3 ) .  I1 est reconnu par l'anti-corps monospecifique et peut donc être 

homologué à la vitellogénine (planche XVI,fig.4). 
2") Electro-immunodiffusion o 

L'analyse par electro-immunodiffusion des extraits d'~-i~mo~ymp~~e 
-- 

?et 9 en présence de l'anticorps anti-oeuf perirlct d'obtenir 6 a r c s  de  

prGcipitation et confirme l'existence du  dimorpllismr: 1 j C  au S P X E .  Un a r c  

particulièrement intense caractcrise 1'hfmoLyml)hc 9 ct l e s  cxtraits d ' o e u f s ;  

Etant reconnu par l'anti-corps anti-vitellog~ninc, i l  correspond au co-riplexc 
_____-_ - - _  

~ ~ - ~- ~ 



Tableau 5 

I 

i? i n f  . i C? s a i n  Q s a i n e  i 9 i n f o  I 

2 -4 t 2-4 5-7 5-7 i 

no ' R f  PM 9 s a i n e  . Q i n f ,  

! 

1 + a 0,24 150 O00 5,5% i 8,O Z 3,2 % 1,3 % 

I i l l l I i 

4,7 g+ +++ C O, 106 j 120 O00 1 
I I 

I i 
e I 0,175 94 O00 j 11,49, 1 , 10,8 9, 1 10,s 9, 1 13,6 X I 

f I 0,193 1 88 O00 1 I I 20.3 2 I +++ 

+++ 
h 0,241 1 78 O00 1 9,OZ 1 11,2 9, 14,5 % 3 %  

I 

i 0,283 1 69 O00 3,O Z I 2,G % 3,6 Z 2,7 X 

I , , 
i I 

3,7 9, 3,O % 398 %++I - 1 0,381 53 O00 3,O I I 2,2 % 

m O, 409 49 O00 : 1,9 z j 0,s % 2,o 9, 1,l % * 
I 
I 

n 0,684 29 O00 . 3,7  % 1 1,O 9, 1,2 9, 4,1 % 1391 Z++f +++ 

Carac tè re s  physico-chimiques e t  e s t i m a t i o n  en v a l e u r  r e l a t i v e  des  sous -un i t é s  

po lypept id iques  de l'hémolymphe d e  criquets a d u l t e s  mâles e t  f e m e l l e s  s a i n s  ou i n f e s t é s .  

E lec t rophorèse  sur  g e l s  de polyacry lamide  - SDS à l a  c o n c e n t r a t i o n  de 9 %. 
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Planche XI 

i 

Electrophorèse en conditions dgnaturantes s u r  ge l  de polyacrylamide 
8 

b 9 2 en prdsence de S.D,S. 

Enregistrements densitométriques 

Fig. 1 : Electrophorégramme d'h6molymphc de femelle 
adulte saine (ocovyte 2 - 4 nun> 

Fig. 2 ! Electrophorégramme d'hémolymphe de femelle 

adulte infestée (ovocyte : 2 - 4 mm). 
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Planche X I I  

Electrophor2se"en conditions dénaturantes siir de polyacrylamide 
3 9 Z en présence de S.D.S. 

Enregistrements densitomd triques 

Fig. 3 : Electrophorégramme d'hémolymphe de femelle a d u l t e  

saine (ovocyte 5 - 7 mm) 

F i g .  4 : Elecgrophorégrame d'hgmolymphe de femelle adulte 

infestGe (ovocyte 5 - 7 mm). 
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Planche XII1 

Electrophorsse en conditions dénaturantes sur gel de polyacrylamide 

3 9 % en présence de S.D.S. 

Enregistrements densitom6triques 

Figi 5 : Electrophorégramme d'h6molymphe de m31e adulte sain.  

Fig. 6 : Electrophorégramme d'h6molymphe de mPZe adulte infesté. 
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Planche XIV 

Fig. 1 : Elec t rophorèse  s u r  g e l  n e u t r e  homoghe de polyacry lamide  Zl 7 X 

A : marqueurs : p r o t é i n e s  de  h a u t s  po ids  m o l é c u l a i r e s  (669 000, 

440 000, 232 000, 140 000, 67 000) 

B : Hémolymphe $adu l t e  s a i n  

C : Hémolymphe (?adulte i n f e s t é  

D : HCmolymphe 9 adu l t e  s a i n e  (ovocyte  2-4 mm) 

E : Hémolymphe 9 a d u l t e  i n f e s t é e  (ovocyte  2-4 mm) 

F : Hémolymphe 9 a d u l t e  i n f e s t é e  (ovocyte. 5 - 7 mm) 
G : Hémolymphe 9 a d u l t e  s a i n e  (ovocyte  5 - 7 mm) 

H : marqueurs : p r o t é i n e  d e  bas po ids  mol6c11laires (94 000, 67 OOOj 
43 000, 30 000, 20 100). 

t 
i 

Fig. 2 : Elec t rophorèse  s u r  g e l  n e u t r e  de  polyacrylamide en  gradier t t  4 - 30 8 1 
A : Hémolymphe (?adulte i n f e s t é  

B : Hémolymphe (.?adulte s a i n  

C : Hémolymphe 9 a d u l t e  i n f e s t e  (ovocyte  5 - 7 mm) 

D : Hémolymphe 9 a d u l t e  s a i n e  (Ovocyte 5 - 7 mm) 

-_I.- -- E : marqueurs : p r o t é i n e  d e  h a u t s  po ids  molécu la i r e s  ( c f .  f i g : l ) ;  
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Planche XV 

Electrophorèse en conditions dénaturantes s u r  gel de polyacrylamide 

à 9 2 en présence de S.D.S. 

, Fig. 1 : A : e?strait ovulaire 

B ; hBmolymphe 9 adulte saine - ovocyte 5-7 nim 

C : marqueurs : protéines de bas poids moleculaire (94 000, 

67 000, 43 000, 30 000, 20100) 

D : h6malymphe adulte sain. 

1 

Fig.  2 : A : hémolymphe 0 adulte saine - ovocyte 5-7 nm 

IB : hémolymphe 9 adulte saine - ovocyte 2-4 mm 

C : marqueurs : protéines de bas poids moléculaires(cf. fig.l), 
I 

. 

Fig. 3 : A : marqueurs : protéines de bas poids moléculaires (cf. fig.1) 
r 

B J hémolymphe 9 adulte saine (ocovyte 5-7 mm) 
C : hi5molymphe 9 adulte infestOe (ovocyte 5-7 mm). 
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vitellin (planche XVI, fig.5). 
3 O )  Immuno-elec tropiiorèse "liné". 
Cette méthode utilisant soit l'anticorps anti-oeuf soit - "._ - - 

l'anti-corps monospécifique anti-vitellogénine et des extraits ovulaires et 
hémolyniphatiques issus de criquets sains et parasit&s, miles et femelles, 

révèle : 

- 14 présence de protéines antigEniques communes aux deux sexes. 
- la présence d'une protéine femelle reconnue par les deux anti-corps, 
incorporée dans les oyocytes, donc assimilable à la vitellogénine et 2 la 

yitellinc9 
- Qgs différences de mobilité de protéinesextraites des individus parasités, 

diffzrences traduisant vraisemblablement des concentrations distinctes 
(point d'équivalence). (Planche XVII, figs. 1 et 2). 

4 o ) Immuno-e le c t roplior è se "Rocke t 'I. 

pour établir l a  courbe d'étalonnage , nous choisissons comme 
standard un extrait d'oeuf : 5 oeufs sont broyés dans 200 u1 d'une solution 

a O , 4  I4 do N n C l  dat~s le rumpop d'immunologie d i l u i .  dc moiti&. Le surnageant: 

recueilli après centrifugation pendant 10 minutes à 10 O00 g subit différent 

dilutions (]/¿I, 1/16,1/32,1/64). Les estimations qunntitatives s o n t  rëalisées 

par rapport 2 1"'Equivalent oeuf" : longueur du prGcipit& obtenu avec la 
dilution 1/16? 

Par cette méthode de dosage, nous comparons l a  concentraripn en vitellogénin 
dans l'hémolymphe de femelles saines et infestées dont les ovocytes mesurent 

d'une part entre 2 e t  4 mm et d'autre part entre 5 et 7 mm. 
Nous constatons une diminution du taux de vitellogënine dans l'hémolymphe 
des femelles infestées par Malameba 1. 
La concentration diminue en moyenne de 35 chez l e s  femelles dont l e s  OVOCY 

mesureqt entre 2 et 4 mm et de 15 Z chez les femelles en fin de vitellogénès 
(tableau 6) (planche XYII, fig.3). 
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Pig. 4 : Immunodiffusion 
x : hémolymphe 9 adulte mûre 
a - c - e : anticorps anti oeuf 
b - d - f : anticorps anti-vitellogénine 
- 1 cercle central de précipitation caractéristique de la 
vitelloghine 
- 2 arcs de précipitation correspondant aux protéines hémo1ymph;itiqL 
non liées au sexe. 

I 

Fig. 5 Electrb immunodiffusion. 
A : anticorps anti oeuf 
B : anticorps anti-vitellogénine 
m : hémolymphe O adulte mûr 
f : hémolymphe 9 adulte mûre 
- 5 arcs de précipitation au maximum sont comuns à l'hémolymphc 
des adultes í?et 9 mûres. 
( + ) 1 arc intense est caractéristique de l'hénolymphe des 
I) adultes mares (vitellogénine-. 

I 

Planche X V I  

Fig. 1 : Immunodiffusion (Méthode dsOutcherlay) 
x : anticorps anti oeuf 
a - c - e : hémolymphe adulte mûre 

- 2 arcs de précipitation sont communs B l'hénolymphe 
et à l'extrait ovulaire. 

b - d - f : extrait ovu P aire 
9 

Fig. 2 : Immunodiffusion (Méthode d'0utcherlony) 
x : anticorps anti oeuf 
a - d : hémolymphe dladulte mûr 

P 
b - e : hémolymphe adulte non mûre 
c - f : hiholymphe adulte mûre 
- 2 arcs de sont communs aux hémolymphes de 
adultes mûres et non mûres et il l'hémolymphe de o adulte mur. 
( -t ) arc spécifique de l'hémolymphe 0 adulte mûr a 

Fig, 3 : Immunodiffusion ( Méthode d'0utcherlony) 
x : anticorps anti oeuf 
a - d : extraits ovulaires ' 

b - e : hémolymphe adulte non mûre 
c - f : hémolymphe adulte mûre 
( -+- 
adultes mûres et non mûres et h l'extrait ovulaire. 
( a 
adulte mûre se retrouvant dans l'extrait ovulaire (vitellogénine- 
vitelline). 

f: - arc de précipitation commun aux hémolymphes de 9 
) arc de précipitation sp6cifique de l'hémolymphe de 9 
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I e = h6molymphe dladulte mûr ,  

( +) l i g n e  de pr6cipitation commune QUX hPmolymphes 6( 
.\ 
c 5 1 % x t r a i t  ovulaire 

) l.í fine de pr6cipitation spEcifiquc de  1. 'h6mo1 yntphrt 

mûre  se  retrouvant dans 1"extrait ovula i re  (vite11 

yitelline) 

w 

( 

Fig, 2 : Iwuna électrophor8se linGaire 

- antig@qeg t hémolymphe 9 adulte mûre 
- 39ticgrps i a = anti oeuf 

P, = anti vitellogénine 

( q )  ligpe d e  précipitation caract6risant la vitel' 

u (e) l i g n e  de précipitation, n'apparaissant q u ' e n  1 

l'aqticorps polyspécifkque, dû à un déterminar 

avtre que la vitelloggnine. 1 

Fig. 3 ; Iinrpupu Glectrophorèse "Rocket1" 
- aQticorps : monosp6cifique anti vitcllogihine I I 

- antig5ne : 8 = extrait d'oeuf  Etalon, dilution4 : 
I 

b = hlimolymphe 0 a d u l t e  sa ine  
ovocyte terminal .  : 2 à 4 mm 
dilutions : 1/8,1/16,1/32 

c 9 h6moEymphe 0 adulte h E e s t 6 e  
ovocyte terminal : 2 à 4 mm 
dilutions : 1/8, 1/16, 1/32. 

d RI h6molymphe 9 adulte s a i n e  
ovocyte terminal : 5 à 7 mm 
dilutions : 1/16, 1 / 3 2 ,  1/64. 

ovocyte terminal : 5 7 mm 
dilutions ; 1/16, '1/32, 1/64. 

e = hémolymphe 9 adulte infestGe 
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Tableau  6 

E c h a n t i l l o n s  9 
Oeuf Hgmolymp he HGmolymphe Hémolymphe HGno lymphe 

longueur 

p r é c i p i t é  
3 2 , 5  m 32,5 mm 30,O mm 

"16 D 

é q u i v a l e n t  
oeuf 1 I 0,76 

e 

longueur. 

1 1  p r é c i p í t ê  
26,s mm "4p " 19,o mm 37,O mm 36,O mm 

é q u i v a l e n t  

oeuf o ,.so 0,44  0,250 r,s5 1,40 

l o n g u e u r  

p r é c i p í  t 6 
19,o m 31,s mm 29,O mm 

" 6 4  ).- 

équ ival  en t- 
0,25 

oeuf  
O, 88 O, 70 

Influence.  de la présence  d e  Xalameba l o c u s t a e  sur l e  eaux  d e  

v i t e l logén ine  dans 1' hémolymphe. des  femelles 

Dos age p a r  i m u n o é l e c t  rop hor  è se "Rocket" 

U 
O 

! 
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CONCLUSION 

L 6 t ud e 6 1 c! c t r o p ho r 6 t i qu c e t i mmu no 1 o g i que d e s p r o té i ne s d e 1 hémo 1 yin y 

d'adultes riiiìlcs c!lz fepecles de Scllistoccrca gregaria s:iins ou inFest& par 

Mqlaneba locustac 4 été entreprise, 

Hill (1962) signale l'existence d'un dimorphisme s e x u e l  au niveau des protéil 

116mol~wphatiqucs; Kulkarni ( 1970) dEnornbre sur gel neutre 

de polyacrylamide 12 protéipcs dans m3le dont l e s  .* 

p o i d s  mul6culairc~: ;  s'ilclicloiiiiciit dc! 20 000 3 480 000, rricttan~ cn Gvidencc 

plusieurs protc'ipcs spGcifiques du sexe, 

Nous avons obtequ la composition, en prot6incs native9 de l'hémolymphe- 
de Schistocerca Ri-cgayiq en associant les résultats du:; éleFtrophorèses sur g c  

neutresde polyactylamide, homogènes et en gradient 4-30 %. 

19 bandes protéiniques opt été séparées chez la femelle et 14 chez le mâle 

pour des poids mol6cqlaires allapt de plus de 820 O00 à 14 000. 

6 protéiges sont spécifiques de l'hépolympbe femelle (une dont le PM est 
supérieur 4 820 000, puis 820 000, 410 009, 96 000, 66 O00 et une dont le PM 

est compris entre 40 O00 eL 26 QOO), Upe protéine est spécifique du sexe tdle 
(115 000). 

Nous pouvoris Smettre lrhypothèse selorl, laquelle la vitellogénine, 
protéipe spécifique du sexe femelle, synthétisée dans le corps gras, puis 

traqsport6e par l'lri?molyniplie vers l'ovocyte pour être adsorbge par pinocytose, 
peqt. CLre formfc ctruz Scliistocrrca gregaria de deux composantes (une dont 

le PM e s t  supcricur 2 820 000 e t  l'autre de PM : 820 000). Chaque composante 
est forqée de plusieurs polypeptides. Des clivages protéolytiques affectent 

la vitellogEpinc, probablement dès le coinportiment hémolymphatique, ce qui 
peut expliqqer 1<i przsence de 4 autres bandes protciniques spGciFiques de 

1 ' h&qo lymphe f ~ w  1 1 c e 

I 
1 

Deux protgines (FM: 260 O 0 0  ef  120 000) s o n t  abondantes dans l'hémolymphc 

de la femelle aussi  bien que dans l'€@inolymphe du mâle. Une fraction non 

négligcgble prcsc(itc chez les deux sexes (PM: 730 000) peut appartenir au 

groupe de s 1 i po 1' r o t C. i 11 e 5 ( c omr, 1 e w  s 1 i 11 o-g I y c o- c a ro r e no 13 ro t 6 i qu c s de f a  i b 1 e 

mob i 1 i t 6) par t i c i pan t t).u t ran, s p Q r de s d i 6 1 y c ér i, d e s h émo 1 ymp h a r i que s . 
La cppposition eq spqs-unités polypcptidiques des protéines de l'h6molymE 

dénafurées par lraction combinée Jp SDS et duI,B-mercaptoethanol a ét6 révélée 
par electrophorèse sur gel de polyactylamidc B 9 2. I - 12 sags-unités ont Gté séparées dans l'hémolymphe de femelle adulte , 

i 
et 9 chez le mâle pour des poids moléculaires allant de 150 O00 21 29 O C  

t 
I 
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abondantes (140 000, 105 O00 et 94 000) 

abondante (Pv : 88 000). I S  

I 
- 2 bandes protéiniques sont spécifiques du sexe mâle dont 1 est I 

I 

- 1 sous-unité polypeptidique est abondante dans les deux types 
d'h6molyiliphe (PM: 78 000). 

Le dimorphisme sexuel réapparqit donc au niveau des sous-unités des 

pro t O ines k6molymp hat iques . 
T,a prhsence de  Ilamibe pathogène Malanieba locustae influe sur la protéinémie 
des c r i q u c t s  pkircis iLés,  L e  taux yen de protéines circulantes est réduit de 

8 X chez l e  mâle , de 15 3 chez la fepielle er). cours de vitellogsnèse, et de 
30 X clpz l a  fe?pic?Lle en fir? de vitelloghèse, 

. 
i, 

Llinflqence du parasitisme s e  traduit d'une part par la disparition de 1, 
ccrKairics bande:; prot6iniqucs cllez les mâles et clicz l e s  femelles et, d'autre 

par&, par la diniinptioq du Taux de certaines protgincs. L'augmentation du 
taux dc quc lqucs  prot6ínes chez les animgux infestCs pourrait rfsulter d'une 

Occririkilaciori dc l ~ i * u L d ~ p c s  i s sues  du parasite ou de son m6tabolisme. 

L'étt.de íniniuiicilogírlue dcs h6mulynphes d e  criquets adultes mâles et 

.C ferprl les par i~~tn~iiioJi~fusioli, élcctro-immunodiff usion et par des analyses 
immunoclectrophorGtiques, permet d'obtenir 6 arcs de précipitation dont un 

est spfcifiquc i Y1lC?molyaip/ic dc fenielle rrdultc ( L n  v i t e l  logfnine) et 
confirme l ' c x i s t c ~ n c c  d'un divorphismc lié GU soxc. 

-. 

Far l a  tcrliniquc d immunaElecrropllorèse " l ~ o c l ~ e ~ " ,  nous jugeons  de 

l'influence du parasitisme sur le taux de vitellogénine dans l'hémolymphe des 

femelles. Le taux moyen est réduit de 35 X chez les femelles en cours de 
vitellogénêse et d e  25 %' chez les femelles en fin de vitellogÏinGse. 

Compfe-tenu de l a  chute de la protginGmie,qui est chez ces animaux 

respectivemepp de 15 % et de 30 2, cela nous amène à imaginer un retard de 

la vitellpgenèse chez l e s  femelle3 infestées, puis un rattrapage , ce qui 
expliquerait une reductioq moindre en fin de vitellogenèse. 
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