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INTRODUCTION | ]

La tique Amblyomma variegatum, originaire d'Afrique, parasite des grands herbivores, pose un
probléme majeur en Guadeloupe par son rdle pathogéne direct mais surtout par son role de vecteur
de la cowdriose.Sa présence est en outre associée a 1'apparition de la dermatophilose.

Un programme de lutte intégrée, exploitant le syst¢tme de communication phéromonale de cette tique
a été élaboré, et des essais d'infestation expérimentale par des nématodes entomopathogenes ont été
réalisés. _

Des études préliminaires ont également €té faites sur les sécrétions cuticulaires (H. Mauléon,
C. Pavis, INRA) soupconnées de participer aux mécanismes de défense de cette tique .

Nous avons tenté au cours de ce stage d'étudier les propriétés biologiques des sécrétions cuticulaires
produites par les stases gorgées d'A. variegatum, et de completer les essais réalisés a des fins de lutte
biologique.

Ce travail a été réalis€é conjointement a I'INRA (Institut National de Recherche Agronomique) et a
I'TEMVT (Institut d'’Elevage et de Médecine Vétérinaire des Pays Tropicaux) et a pour but
d'approfondir les connaissances concernant la biologie de cet important vecteur, afin de mieux en
cerner l'épidémiologie, et d'étendre la gamme des moyens de lutte actuels.

Dans une premiere partie, aprés quelques rappels sur A. variegatum , sa situation en Guadeloupe et
quelques données relatives aux glandes dermiques, nous présenterons les méthodes de lutte actuelles
et les tentatives de lutte intégrée. '

Dans la deuxieéme et troisiéme partie, nous décrirons les expérimentations réalisées, a savoir les
essais d'infestation par des bactéries entomopathogenes et 1'étude du role défensif des sécrétions
cuticulaires.

Dans la derniere partie, nous présenterons les résultats des analyses biochimiques préliminaires.

Sauf mention contraire, tous les résultats présentés dans ce document relévent de notre contribution
personnelle.



| - RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

A - AMBLYOMMA VARIEGATUM

a - Position systématique

Amblyomma variegatum peut-étre située parmi les invertébrés selon la classification suivante
(Camicas et Morel, 1978).

Embranchement : Arthropoda

Classe : Arachnida
Sous-classe : Acarina
Super-ordre : Anactinotrichida
Ordre : Ixodida
Sous-ordre : Ixodina

Super-famille : Ixodoidea

Famille : Amblyommidea
Genre : Amblyomma
Espeéce : variegatum

Il s’agit d’une tique dont le tégument porte des élements sclérifiés, au dimorphisme sexuel accusé,
possédant un long rostre et adaptée a des hotes herbivores de grande taille (figure 1 ).

b- Cycle

Comme toutes les tiques, A. variegatum présente un développement en 3 stases, larves, nymphes puis
adultes, séparées par des mues larvaire puis nymphale (figure 2).

Il s’agit d’une tique (Morel, 1992 ):

- exophile (habitats constitués par des milieux ouverts et herbacés);
- trixéne (un nouvel héte a chaque stase).

- télotrope (tropisme d’héte seulement a la stase adulte).

Chacune des stases doit trouver un hote, s’y fixer, s’y gorger avant de s’en détacher pour pouvoir
muer & 1’abri sur le sol.

La durée minimale du cycle, dans des conditions expérimehtales, est de 112 jours.
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Figure 1 : morphologie des adultes d’A. variegarum



Figure 2 : les stases de la tique A. variegarum (1 : larve, 2 : nymphe, 3 : mile,

4 : femelle)
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Ce cycle se déroule selon deux phases (figure 3) :
bl - La phase parasite

Elle dépasse rarement plus d’un mois. C’est la phase pendant laquelle se déroulent le gorgement des
immmatures et des adultes, ainsi que 1’accouplement.

Amblyomma variegatum est essentiellement un parasite des grands herbivores, en particulier des
bovins. Cependant, les chiens, les mangoustes (Hezpestes auropunctatus) et les oiseaux, notamment le
héron garde-boeufs (Bubulcus ibis) peuvent étre parasités par des immatures et assurer leur
dissémination d’une fagon difficilement maitrisable.

b2 - La phase libre
Elle se déroule au niveau du sol et de la végétation.

C’est pendant cette phase qu’on lieu les mues et la ponte des femelles (une ponte par femelle, de
10000 a 30000 oeufs).

Les phases libres sont soumises aux aléas du milieu extérieur, la température et I’hygromeétrie
influant notamment sur la cinétique de la ponte et des mues.

La survie de ces stases dans le milieu extérieur peut étre trés longue : elle est au maximum de 11
mois pour les larves, de 15 mois pour les nymphes et peut atteindre jusqu'a 23 mois chez les adultes
placés sur des sites protégés, sur le sol des prairies.

Ces stases sont les plus exposées a la prédation naturelle, bien que celle-ci s’exerce aussi sur les
phases parasites (role des oiseaux inféodés au bétail).

¢ - Prédateurs naturels

Les stases libres sont les plus exposées a la prédation naturelle, bien que celle-ci s’exerce aussi sur
les phases fixées sur I’hote (role des oiseaux inféodés au bétail, tel que le Quiscale qui débarasse les
bovins de leur tiques).

Les principales espéces prédatrices d’Amblyomma variegatum en Guadeloupe sont le merle des
Antilles (Quiscalus lugubris), le héron garde-boeufs et le poulet domestique, ainsi que la souris (zzus
musculus) et la mangouste.

Cependant, la prédation ayant 'impact le plus intense sur les phases libres en Guadeloupe est celle
exercee par les fourmis So/lenopsis geminata (Barré, 1991 ).

d - Réle pathogene

® Role pathogene direct : il résulte de la fixation des tiques sur 1’héte (lésions de fixation,
surtout au niveau de la mamelle , du fanon et de la région anogénitale chez les bovins, risques
d’infections secondaires et d’abceés) et de la spoliation sanguine (anémie).

@ Rodle pathogeéne indirect : Amblyomma variegatum est vecteur de Cowdrzz ruminantium,
rickettsie agent de la cowdriose (heartwater). Cette maladie atteint les caprins de tout dge et
les bovins de races améliorée.3 iles des Antilles sont foyers de cowdriose, la Guadeloupe,
Marie-Galante et Antigua.De plus, la présence d’A. variegatum est souvent associée a
’apparition de la dermatophilose (affection cutanée due a Dermatoplrius congolensss), qui
peut revetir des formes graves chez les ruminants de race améliorée.



e - Répartition géographique
[ - phiratid 1

En Afrique, A. variegatum est présente entre 17 de latitude nord et 20°de latitude sud, du Sud du

Sahara jusqu’au Zimbabwe et au Mozambique.

Les facteurs limitant son extension sont une pluviométrie trop élevée (> a 2750mm, cas de 1’Afrique
équatoriale) ou trop faible (< a 400 mm, cas de 1’Afrique saharienne), ainsi que des températures
trop fraiches (Delot, 1990).

A. variegatum a également colonisé, a la faveur des mouvements de bétail,les iles de 1’Océan indien
(Madagascar, les Comores et les Mascareignes).

Elle a été introduite aux Antilles au XIXe siécle, a la suite d’importation de bétail sénégalais
infesté,d’abord en Guadeloupe, & Marie-Galante et 4 Antigua, puis en Martinique (en 1948).D’autres
iles ont été envahies a partir des années soixante, et I’on trouve actuellement A. variegatum de Porto
Rico dans le Nord Ouest jusqu’a la Barbade et St Vincent dans le Sud Est (Uilenberg, 1990): carte 1.

En Guadeloupe, A. variegatum est présent dans pratiquement toutes les zones fréquentées par des
ruminants, sauf au dessus de 500 m d’altitude (températures trop fraiches et pluviométrie peut-étre
trop élevée).

e2 - Risques d’extension

La présence d’A. variegatum dans les Petites Antilles constitue une menace pour les Grandes Antilles
et les régions tropicales américaines, indemnes de cowdriose.

En effet, la relative proximité de I’Amérique (seules Grenade et Trinidad-Tobago restent encore non
infestées au Nord du Vénézuela), la possibilitt de propagation des immatures par le héron
garde-boeufs (dont la chronologie d’arrivée et la multiplication dans les Antilles cadre avec
I’extension de la tique), la possibilité de mouvements illégaux ou incontrolés de bétail infesté sont
autant de facteurs de risque d’introduction de cette tique sur le continent américain.

A. variegatum y trouverait des conditions favorables a son installation (carte 2) et les pertes causés
par la cowdriose dans un tel cheptel receptif seraient certainement importantes.Sans compter que 2
espéces d’Amblyomma, A. maculatum et A. cajennense, largement réparties sur le continent
américain ont été démontrées comme vecteurs potentiels de cowdriose.

Tout ceci explique en partie les effort consentis par 'TEMVT, I'INRA et les instituts de recherche
américains pour appronfondir les connaissances sur cette tique et sur la cowdriose.

f - Importance économique en Guadeloupe

Les pertes liées aux effets pathologiques directs et indirects d’A. variegatum ont été évalués a
7.660.000 francs par an, et le coit de la campagne de détiquage a 4.470.000 francs par an
(Stachurski, 1988).
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Carte 1 : répartition d’A. variegatum dans les Antilles



I

o =l s - present
“.idistribution

Carte 2 : Distribution actuelle et potentielle d’A. variegatum



2 - Cuticule et glandes dermiques

N

a - La cuticule
Le tégument des tiques est analogue a celui des autres arthropodes.

La cuticule est sécrétée par les cellules épidermiques. Elle est de nature acellulaire, hétérogene et
remplit de multiples r6les.

Sa structure, selon qu'elle soit ou non sclérotisée est représentée dans les figures 4 et 5.

L'épicuticule est constituée de 4 couches différentes, une couche lipidique externe (protection contre
la dessiccation), sous laquelle se trouvent la couche épicuticulaire externe, une couche composée de
cuticuline et une couche dense aux électrons (protein epicuticule).

La cuticule non sclérotisée est soit extensible (cas de 1'alloscutum), soit inextensible mais flexible (au
niveau des articulations intersegmentaires par exemple).

La cuticule sclérotisée permet le maintien de la forme corporelle, joue un rdle protecteur et fournit
des points d'attache pour les muscles. On la retrouve entre autre au niveau des pieces buccales
(Hackman, 1982).

b - Les glandes dermiques
1- Ictu

Le tégument comporte des cellules épidermiques ayant une activité glandulaires spécialisée, qui sont
communément appellées glandes dermiques (figures 4 et 5).

Un a 3 types de cellules sécrétrices sont décrites par Lees (1947) chez les Ixodidés (Hackman 1982,
Stauffer 1986):

- type A: grandes cellules sécrétrices qui s’hypertrophient lors du repas sanguin et vont se décharger
apres le détachement de la tique, avant l'apolyse. '

- type B: cellules sécrétrices doubles qui présentent une évolution similaire et plus rapide.

- type C: cellules plus petites, qui sécrétent lentement leur contenu peu avant l'apolyse (ce type
pourrait dériver du précédent).

Chez A. variegatum, on trouve un grand nombre de glandes dermiques de type I et de type II. Les
glandes dermiques de type I ont une distribution ventro-dorso-latérale chez les adultes males et
femelles. Chez les males gorgés, les glandes de type II sont ventrolatérales.

Chez les nymphes a jeun, les glandes de type I se composent de 2 cellules sécrétrices, 2 cellules du
canal, 1 cellule enveloppante I et 1 cellule enveloppante II.Ces 3 dernieres sont en relation directe
avec le pore, qui se présente comme une ouverture reliant le canal a l'extérieur (figure 6).

Les glandes dermiques de type II se composent également de 2 cellules sécrétrices et de cellules
différentes formant le canal et le pore (figure 7).

Lors du gorgement, la taille des glandes dermiques I et II augmente rapidement. Apreés le
détachement, les glandes continuent a augmenter en volume jusqu'a atteindre une taille maximale.
Ensuite, elles dégénerent rapidement et disparaissent.

Chez les nymphes, cette disparition coincide avec la séparation de l'epiderme de la vieille cuticule et
avec la formation de la cavité exuviale (Balashov, 1972).
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b2 - R4l

Le r6le des glandes dermiques chez les Ixodidés fait 1’objet de nombreuses controverses.
Leur activité est étroitement liée au gorgement et & la mue de la tique (Balashov, 1972).

Des gouttelettes liquidiennes se trouvant a ’orifice de ces glandes ont été observées chez diverses
especes de tiques: chez Hyalomma sp et Dermacentor andersoni, on parle d’un liquide exuvial. Lees
(1947) croit que ces sécrétions participent a la couche cireuse de la cuticule, et remarque la sécrétion
d’une substance grasse chez D. andersoni et Ixodes ricinus. La sécrétion d'un liquide violacé
contenant une toxine chez I. holocyclus et d’un fluide clair émis aprés manipulation chez des
femelles Boophilus microplus a été signalée par d’autres auteurs (Stauffer, 1986).Chez D. variabilis,
les glandes dermiques II regroupées dans la fovea dorsale sécrétent une phéromone. Ces mémes
glandes dermiques II sécrétent des phéromones chez les males A. variegatum en gorgement.

Pour cette derniére espéce, nous avons fait quelques observations:

- des gouttelettes d’un liquide transparent sont émises par les larves, les nymphes et les femelles
gorgées apres manipulation (pincement des pattes).

Cette sécrétion est observée dés les premiéres heures qui suivent le détachement des nymphes et des
femelles, et ce pendant une dizaine de jours .

Les gouttelettes perlent a 1’orifice des glandes, s’étalent sur la cuticule et sechent au bout de quelques
minutes. )

Lorsque I'on stimule tous les jours cette sécrétion chez des nymphes gorgées (dés le détachement), il
se forme progressivement un enduit jaundtre, friable, a la surface de la cuticule entiére. Cet enduit
peut étre gratté a [’aide d'une aiguille fine et dissout dans de 1’eau ou du méthanol.

Cette sécrétion est également observée chez des adultes, dés la sortie de leur exuvie nymphale, alors
que la cuticule est encore molle. Ce phénoméne est observé jusqu’a 7 jours aprés la mue. Nous
n’avons malheureusement pas pu réaliser d’observations au deld de ce stade et nous ignorons jusqu’a
quel moment cette sécrétion se poursuit chez les adultes a jein. Néanmoins, cette sécrétion n’était
pas observée chez des adultes a jetn qui avaient mué depuis plusieurs mois.

B - LES METHODES DE LUTTE ACTUELLES

L’élevage guadeloupéen est resté traditionnel, les animaux étant maintenus a [’attache toute I’année
autour d’un piquet.Il s’agit essentiellement de bovins (effectif: 92000 en 1989), porcins et caprins, en
majorité de race créole. Les ovins et les équins sont plus rares.

La lutte contre les tiques du bétail est actuellement essentiellement basée sur 1’emploi d’acaricides, et
les méthodes de lutte alternative en sont encore au stade de la recherche.

1 - La lutte chimique

Elle consiste en 1’aspersion des animaux par des produits acaricides, par douches ou a 1’aide de
pulvérisateurs mécaniques ou manuels. :

Les produits utilisés sont des organophosphorés (diethion, coumaphos), des pyrethrinoides
(deltaméthrine) et des triazapentadiénes (amitraz).

La campagne de lutte est organisée par la Fédération Départementale des Groupements de Défense
Sanitaire: les agents de la FGDS passent chez les éleveurs adhérents tous les 15 jours pour traiter les



animaux par aspersion.. C’est a I’heure actuelle la méthode la plus efficace pour maintenir les tiques
a un niveau tolérable, leur éradication étant difficilement envisageable du fait du transport possible
des immatures par des hotes sauvages.

Enfin, de nombreux éleveurs propriétaires de petits cheptels résistant a la cowdriose n’estiment pas
ces traitements necessaires.

2 - La lutte agronomique

Elle est basée sur la surexploitation des paturages, en accroissant la charge des animaux ‘‘piéges’’,
couplée a un traitement acaricide et une rotation des paturages permettant de maintenir
I’assainissement obtenu (Barré, 1988).

Cette méthode de lutte reste dans le contexte guadeloupéen purement théorique: les conditions de
milieu sont en permanence favorables au développement et a I’activité de la tique, rendant
impossible une mise en defens saisonniére des paturages.

La grande résistance des stases libres (essentiellement des adultes) sur les prairies rend le systéme de
rotation des parcelles difficilement applicable.

Ces meéthodes se révelent de plus inadaptées face au contexte de 1'¢levage traditionnel, et
difficilement défendables face a une campagne de détiquage subventionnée en grande partie.

3 - La lutte biologique
Elle reste encore du domaine de la recherche.

Deux voies ont été jusqu'a présent envisagées, 1’une exploitant le systéme de communication
J P gees,
phéromonale de cette tique, 1'autre faisant appel a des nématodes entomopathogenes.

a - Perspectives offertes par les phéromones

Les plupart des phéromones émises par les differentes stases d’A.variegatum ont été identifiées au
cours de ces derniéres années. Les plus interessantes sont les phéromones sexuelles et les
phéromones d’agrégation-fixation (ces derniéres sont libérées par les méles en gorgement).

On peut envisager ’emploi de ces phéromones seules (piégeage, confusion sexuelle) ou en
association avec des acaricides. Dans ce cas, la phéromone permettrait de maximiser 1'effet de
’acaricide, en attirant electivement les tiques sur les zones traitées de 1’hote.La confection de tel
appits necessite la recherche de substraits adaptés et 1’évaluation de la stabilité des constituants
utilisés (phéromones de synthése, systémes a libération controlée...).

Néanmoins, aucune préparation exploitant ce systéme n’est encore commercialisé pour le bétail.

b - Essai d’infestation par des nématodes

Certains nématodes entomopathogénes sont a I’heure actuelle utilisés comme agents de lutte
biologique contre divers arthropodes nuisibles.

Différents nématodes parasites d’insectes ont été testés dans cette optique sur A. variegatum et 2
autres espeéces de tiques, Boophilus microplus et Boophilus annulatus (absent de Guadeloupe), par
I’équipe de H. Mauléon (INRA).

Les essais ont été réalisés avec différentes souches de nématodes (appartenant aux familles des



Steinernematidae et des 'Heterorhabditidea), dosées a 10000 nématodes par ml (Mauléon
1992).Certaines de ces souches ont été isolées a la suite de prélevements en Guadeloupe.

Les essais ont été réalisés sur des femelles gorgées et des femelles en ponte, selon le protocole
(résumé) suivant: les tiques sont placées dans des boites de Pétri dont le fond est recouvert d’une
rondelle de papier filtre imbibé de 1 ml de suspension de nématodes.les boites sont ensuite placées ¢
I’étuve a 25-27 C, a I’obscurité.Le nombre de tiques mortes est noté chaque jour, les tiques son
disséquées 3 a 4 jours aprés leur mort et la présence de nématodes avec ou sans développement est
notée. '

Les résultats obtenus avec Boophilus annulatus sont interessants (mortalité atteignant 100% aprés 3
jours avec toutes les souches).

Par contre, ils se sont avérés négatifs pour Boophilus microplus et Amblyomma variegatum.

Comme nous l’avons vu, la présence de sécrétions cuticulaires a été signalée chez Boophilus
microplus et est effective chez Amblyomma variegatum.

I1 est possible, en tout cas pour ce qui est d’Amblyomma variegatum, que ces sécrétions cuticulaires
participent aux mécanismes de défense de la tique (particuliérement vulnérable aprés le détachement
et jusqu’a la mue) et expliquent 1’echec des infestations par les nématodes.

L étude des propriétés biologiques de ces sécrétions fera donc 1’objet de la partie suivante. Des essais
d’infestation par des bactéries entomopathogénes seront également réalisées, afin de completer les
essais réalisés a des fins de lutte biologique.



Il - ESSAIS D’INFESTATION PAR DES
BACTERIES ENTOMOPATHOGENES

A - MATERIEL
1 - Les animaux utilisés pour le gorgement des tiques

a - L’animalerie de I’TEMVT

L’animalerie est située a la station de zootechnie de I'INRA-CRAAG sur le domaine de Duclos, en
Basse-Terre.

Elle est constituée de 3 parties (Camus, 1987) :
- un abri avec un plancher en caillebotis ou les chévres sont en liberté.

- une zone avec des cages individuelles ou sont isolés les animaux d’expérience, entourée d’une
rigole contenant un acaricide.

- une piéce servant de bureau.

b - Les chévres

Les chevres infestées sont des chévres créoles, de race naine, provenant de 1’ile des Saintes (indemne
de cowdriose).

Elles sont maintenues pendant les expériences en cage individuelle et nourries a I’auge (fourrage vert
et concentre).

2 - Les tiques

a - Origine et élevage

Les tiques sont des descendants de tiques femelles récoltées gorgées sur des bovins & la ferme de
Gardel en Grande-Terre, en Décembre 1982.

Cette souche est entretenue depuis, par passage des stases a jeun sur des chevres.

Au laboratoire, les oeufs et les larves gorgées sont placés aprés dénombrement et/ou pesée dans des
tubes a hémolyse cotonnés, tandis que les nymphes et les femelles gorgées, ainsi que les adultes non
gorgés sont placés dans des tubes en plastique ajourés fermeés par un couvercle en plastique.

Les tubes sont conservés dans des bacs de plexiglas a double fond, fermés par un couvercle, et dont
la partie inférieure est remplie d’une solution saline saturée de Na2CO3 (cela permet d’assurer une
hygrométrie constante de 90 a 95%). Ces bacs sont maintenus a la tempeérature du laboratoire et
recoivent la lumiére du jour (Camus, 1987).

Des larves issues de femelles sauvages récoltées dans divers élevages de Guadeloupe sont
incorporées aux larves d’élevage lors d’apparition de malformations dues probablement a des



phénomeénes de consanguinité.

b - Le gorgement des tiques

Les tiques sont mises a gorger sur les chévres en 2 localisations :

- sur les oreilles, a I’interieur de manchons en tissu de coton pour les larves.
- sur les flancs, dans des sacs en jersey, pour les nymphes et les adultes.

L’installation de ces sacs se fait de la facon suivante: 1'extrémité du manchon en jersey est enduite
de colle Néoprene, ainsi que la zone correspondante sur la peau des animaux dont on a préalablement
coupé les poils aux ciseaux.

Aprés séchage, (environ 10 minutes), la partie encollée du sac est appliquée et pressée sur le cercle
encollé de peau.

On procede de la méme fagon pour les sacs placés sur les oreilles, la partie encollée du manchon
étant appliquée a la base de 1’oreille , sans rasage préalable.

L’extrémité libre des sacs fixés est fermée par un élastique aprés mise en place des tiques.

Sur une chévre en bonne condition physique, on peut ainsi mettre a gorger simultanément environ
300 larves (150/oreille) et une centaine de nymphes, ou 300 larves et 10 adultes de chaque sexe.

Les males sont mis en place dans les sacs 4 4 5 jours avant [es femelles (délai de gorgement
necessaire avant 1’émission des phéromones d’agrégation fixation indispensables a la fixation des
femelles).

Les tiques gorgées sont récoltées le jour méme de leur détachement, qui a lieu généralement tot le
matin et surtout en fin de matinée (figure 8).

Le gorgement dure en moyenne 7,9 jours pour les larves
6,7 jours pour les nymphes
10,6 jours pour les femelles

2 lots de 3 chevres et un bouc ont été utilisés pour la production des tiques gorgées necessaires a la
réalisation de tous nos tests.

3 - Les souches bactériennes entomopathogénes

Nous avons utilisé 2 souches bactériennes cultivées en routine au laboratoire de H. Mauléon (INRA),
Bacillus thuringiensis LM2174 et Serratia marcescens (biotype coloré).

Leurs caractéristiques respectives sont regroupées dans le tableau I.

Les suspensions bactériennes sont conservées au congélateur et sont titrées a environ 10% bactéries
par ml (entre 105 et 107 bact/ml, titrage réalisé par ensemencement spirale et comptage).



BACILLUS THURINGIENSIS | SERRATIA MARCESCENS

Bacilliacea Enterobacteriacea
Définition Groupe I Groupe ITI, Genre Serratia
Gram +, sporulé, mobile Gram -, peu mobile
Aéroanaérobie facultative Aéroanaérobie facultative
Habitat Sol, eau, air (germe tellurique) Ubiquitaire
Role Pathogéne pour les insectes Pathogéne opportuniste
patho géne (microbisme hospitalier)
Pathogéne expérimentalement pour
les Insectes (biotype pigmenté).
Morphologie Batonnet de diamétre < 2 0,9um Batonnets de diamétre compris
2 ' entre 0,5 et 1 um
Spores ne déformant pas le corps
bactérien
Croissance sur gélose ordinaire a pH Croissance sur gélose ordinaire en
Culture proche de la neutralité, en 24 heures 24 heures. Colonies pigmentées en

rouge

Tableau I : caractéristiques de Bacillus thuringiensis et de Serratia marcescens

50 P. cent détachees—

40+ 3 Larves (n = 1859)
== Nymphes (n = 1580)
B Femelles (n = 302)

30

20 H

10 4

6-8 8-10 10-12 12-14 14-16 16-18 18-20 Heure

i,
20-6

Figure 8 : rythme de détachement des 3 stases en fonction de 1’heure



B - METHODE

Nous avons testé le pouvoir pathogéne respectif de ces 2 souches bactériennes sur des larves et des
nymphes gorgées, 4 2 stades de détachement (le premier et le 6° jour aprés détachement), selon 2
protocoles différents: par contact et par inoculation.

Nous nous sommes inspirés de la technique utilisée pour les essais d’infestation par des nématodes.

Les tiques sont placées dans des boites de Pétri dont le fond est recouvert de papier filtre imbibé de
la suspension bactérienne considérée (0,5 ml de suspension par boite).

Dans les boites témoins, le papier filtre est imbibé d’eau distillée.
Le nombre d’individus utilisé par boite est de 10 pour les larves et de 5 pour les nymphes.
On reéalise 6 répétitions pour chacune des 2 stases, aux 2 moments de détachement precités.

Les boites sont ensuite placées a 1’étuve a 26°C, et le papier filtre est imbibé réguliérement d’eau
distillée pour maintenir une hygrométrie suffisante.

Les boites contenant les larves gorgées sont entourées d’un film plastique Parafilm dés le début des
premiéres mues pour éviter la fuite des nymphes a jeun.

La mortalité des tiques est évaluée par le nombre d’individus n’ayant toujours pas mué apres les
délais moyens normaux

( a savoir environ 20 jours pour les larves et 25 jours pour les nymphes).
2 - Pouvoir pathogéne par inoculation

L’inoculation est réalisée a la jonction entre le capitulum et le scutum, a 1’aide d’une aiguille fine
dont I’extrémité est trempée dans la suspension bactérienne considérée.

Pour les témoins, on opére de la méme fagon mais 1’aiguille est Jaissée stérile. :

Les tiques sont ensuite placées dans des boites de Pétri, dont le fond est recouvert d'un papier filtre
imbibé d’eau distillée réguliérement et mises a 1’étuve a 26 ‘C. Le nombre d'individus par boite est le
méme que dans le test précédent, et 1’on réalise également 6 répétitions pour chacune des 2 stases,
aux 2 stades de détachement.

La mortalité est évaluée comme précedemment.
C - RESULTATS

Les résultats obtenus sont regroupés dans les tableaux 2 a 7.

Nous n’avons pas testé le pouvoir pathogeéne par contact des bactéries sur les larves détachées depuis
6 jours, ni sur les nymphes détachées depuis 24 heures, faute de tiques en nombre suffisant.



Test n°

Bacillus
Ehuringiensis

Serratia
marcessens

Témoins | Traitées | Témoins | Traitées
1 1 2 3 5
2 3 2 5 5
3 1 2 3 1
4 4 2 1 2
5 1 0 2 2
6 2 1 0 2
Tableau 2 : Pouvoir pathogene par contact
Larves détachées depuis moins de 24 heures
Test n° Bacillus Serratia
thuringiensis marcessens
Témoins | Traitées | Témoins | Traitées
1 0 1 1 1
2 1 1 0 1
3 1 2 3 2
4 0 0 1 7
S 0 0 0 1
6 S 2 0 0

Tableau 3 : Pouvoir pathogene par contact

Nymphes détachées depuis 6 jours




Test n° Bacillus Serratia
thuringiensis marcessens
Témoins | Traitées | Témoins | Traitées

1 2 3 2 4
2 0 3 1 3
o 3 2 0 0
4 2 3 1 2
5 1 1 2 2
6 1 2 0 0

Tableau 4 : Pouvoir pathogéne par inoculation

Larves détachées depuis moins de 24 heures

Test n° Bacillus
Ehuringiensis
Témoins | Traitées
1 6 5
2 5 5
< 5 <
4 7 7
5 4 6
6 5 4

Tableau 5 :Pouvoir pathogéne par inoculation
Larves détachées depuis 6 jours




Test n° Bacillus Serratia
thuringiensis marcessens
Témoins | Traitées | Témoins | Traitées

1 -0 1 0 1
2 1 0 0 1
3 0 1 1 0
4 0 0 0 0
5 0 0 1 0
6 1 0 0 0

Tableau 6:Pouvoir pathogéne par inoculation

Nymphes détachées depuis moins de 24

heures
Test n° Bacillus Serratia
thuringiensis marcessens
Témoins | Traitées | Témoins | Traitées

1 0 0 2 2
2 0 1 2 1
3 0 0 2 2
4 2 1 1 3
5 0 0 1 3
6 0 0 3 2

Tableau 7:Pouvoir pathogéne par inoculation

Nymphes détachées depuis 6 jours




Pour comparer les résultats obtenus chez les individus témoins et traités, nous avons utilisé le test
statistique de Mann et Whitney (test non paramétrique sur séries non appariées). i

Pour chacun des tests effectués, il n’y a pas de différence significative entre les lots témoins et les
lots traités ( seuil de 5%).

D - DISCUSSION

Ces 2 souches bactériennes ne se révelent pas, dans les conditions de notre expérimentation,
pathogenes envers les larves et les nymphes gorgées d’A. variegatum.

Le titre des suspensions bactériennes utilisées est pourtant assez élevé.

Dans les essais d’infestation par contact, il se peut que les bactéries n’aient pi franchir la barriere
cuticulaire et/ou que les sécrétions cuticulaires aient une action antibactérienne.

Ou bien les bactéries peuvent effectivement pénetrer mais générent une réaction immunitaire
efficace, ce que semblent indiquer les résultats négatifs obtenus lors des inoculations.



iii - ETUDE DU ROLE DEFENSIF DES
SECRETIONS CUTICULAIRES

A - TEST DE L'ACTIVITE ANTIBIOTIQUE

1 - Préliminaire

Les propriétés antibiotiques (ou antiseptiques) des sécrétions cuticulaires d'’Amblyomma variegatum
ont ét€ mises en €vidence pour la premieére fois par H. Mauléon (INRA) : selon la méthode des
antibiogrammes par diffusion en gélose, des disques de papier filtre imbibés des sécrétions
cuticulaires de différentes stases d'Amblyomma (nymphes gorgées et a jeun, femelles a jeun et
gorgées a differents stades de détachement, mailes a jeun) ont été déposés sur des géloses
ensemencées par Bacillus thuringiensis.

Une inhibition de la croissance bactérienne autour des disques traités a été constaté dans tous les cas,
sauf pour les disques imbibés des sécrétions de nymphes et de femelles gorgées détachées depuis
moins de 24 heures (figure 8).

Le but de la manipulation que nous avons effectuée était de :
- confirmer les résultats obtenus par H. Mauléon.

- déterminer le moment du détachement des nymphes et des femelles gorgées a partir duquel les
sécrétions acquierent ces propriétés, entre O et 48 heures.

- tester l'activité de ces sécrétions vis a vis d'une autre souche bactérienne, Serratia marcescens (qui
nous l'avons vu, ne semble pas pathogéne pour A. variegatum).

2 - Matériel

I1 s'agit du matériel nécessaire 2 la réalisation d'antibiogrammes par diffusion en gélose:

- milieu de culture : gélose de Mueller-Hinton (composition en Annexe 1) coulée de fagon stérile
dans des boites de Pétri de 9 cm de diameétre, sur une épaisseur de 4 mm environ, mises a sécher une

heure a température ambiante sous la hotte a flux laminaire et conservées ensuite au réfrigérateur a
-4 C.

-_inoculum : il s'agit de cultures pures de Bacillus thuringiensis et Serratia marcescens (cf
paragraphe I1.3), toutes 2 sensibles a la Kanamycine.

-_matériel biologique : femelles et nymphes gorgées, dont on préleve les sécrétions cuticulaires a
différents stades de détachement:

@ Entre le moment du détachement et 48 heures post-drop,on récolte des sécrétions toutes les 6
heures (necessité d'utiliser plusieurs lots de tiques car les tiques manipulées ne sécrétent de
facon abondante qu'une fois par jour).

@ Pour les antibiogrammes réalisés avec Bacillus thuringiensis, on récolte €galement les
sécrétions le Ge et le 12e jour suivant le détachement (afin de vérifier les résultats obtenus par
H.Mauléon) '



Résultats (pondérés K30)
Antibiogramme Amblyomma variegatum
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Figure 9 : Antibiogrammes réalisés avec Bacillus thuringrensis (H. Mauléon)



@ Pour les antibiogrammes réalisés avec Serratia marcescens,on récolte les sécrétions tous les 2
jours, jusqu'au 12e jour de détachement.

-

- Disques de papier filtre stériles utilisés comme support pour les sécrétions cuticulaires, d’un
diameétre de 6 mm.

- Disques imbibés de Kanamycine 30 (standard), d’un diamétre de 6 mm et dosés a 30 ug de
Kanamycine.

- Pipettes stériles de 1 ml utilisées pour 1’ensemencement.

3 - Méthode

La méthode des antibiogrammes par diffusion en gélose est basée sur le le fait qu’un antibiotique
““‘déposé’’ sur une gélose nutritive ensemencée va diffuser suivant un gradient de concentration. La
bactérie ne se développera pas pour les concentrations supérieures ou égales a la CMI (Concentration
Minimale Inhibitrice : la plus petite concentration en antibiotique capable d’inhiber la croissance du
germe consideré).

On observera donc une zone d’inhibition autour du disque d’antibiotique, plus ou moins grande
suivant la sensibilité de la souche bactérienne.

Une telle zone d’inhibition devrait donc étre observée autour des disques imprégnés de sécrétions
cuticulaires, si celles-ci présentent du moins des propriétés antibiotiques.

Il s’agit néanmoins d’une méthode purement qualitative.
Pour chaque antibiogramme, on procéde comme suit

- I’ensemencement se fait par inondation de toute la surface de la gélose avec 1 a 2 ml d’inoculum.
L’exceés est enlevé en inclinant la boite de Pétri et en réaspirant a la pipette.

On laisse sécher 15 minutes a ’étuve a 28 C.

- Les sécrétions cuticulaires sont récoltées sur 3 disques de papier filtre stériles: les tiques sont
stimulées sous la loupe binoculaire (par pincement des pattes) et 1’on adsorbe les gouttelettes de
sécrétions qui apparaissent a I’orifice des glandes dermiques directement sur les disques.

Pour imprégner | pastille jusqu'a saturation, il faut en moyenne utiliser 10 nymphes gorgées ou
1 femelle gorgée.

La quantité de sécrétions récoltée est évaluée par pesée des disques avant et aprés imprégnation.

- Les 3 disques imprégnés sont déposés sur la gélose a la pince flambée, en appuyant légérement
pour faciliter I’adherence.

on dispose de la méme facon 3 disques témoins vierges et une pastille de Kanamycine 30 (utilisée
comme réference, puisque la dose de I’inoculum n’est pas connue avec précision).

la boite est ensuite placée renversée a 1’étuve et mise & incuber 24 heures a 28 C (délai qui permet
d’obtenir une croissance dense mais non confluente).

3 - Résultats et discussion

La lecture s’effectue aprés 24 heures d’étuve, par mesure du diameétre de la zone d’inhibition
observée autour des disques traitées: ces mesures sont reportées pour chaque stase et a tous les
moments de détachement choisis, pour les 2 bactéries, en Annexe 2.



Disques
témoins Disques

traités

4
“Disque de
Kanamycine

Gélose ensemencée

Représentation schématique d'un antibiogramme



On réalise la moyenne, pour les 3 disques, du diamétre d’inhibition observé (Dm). Ce diamétre
moyen est divisé par le diamétre de la zone d’inhibition observée autour du disque de Kanamycine

(Dm/K). -

@ On constate, pour les antibiogrammes réalisés avec les sécrétions de femelles gorgées , une
inhibition de la croissance des 2 bactéries autour des disques traités, quelque soit le stade de
détachement des femelles (méme pour des femelles détachées depuis moins de 6 heures).

Les résultats obtenus sont regroupés dans les tableaux 8 et 9 et illustrés par les figures 10 et 11.

Les quantités de sécrétions récoltées sont trés variables (de 0,7 mg a 3,6mg) et il ne semble pas y
avoir de rapport entre la quantité de sécrétions récoltées et le diameétre de la zone d’inhibition
observée.

@ Pour les antibiogrammes réalisés avec les sécrétions de nymphes gorgées, on constate une
inhibition de la croissance de Bacillus thuringrensis autour des disques traités, ce dés les
premiéres heures du détachement, mais la réaction observée est peu nette ( halo ou diforme):
tableau 10 et figure 12.

@ Avec Sematia marcescens, les résultats sont inégaux et plus difficilement interprétables: on
observe une activité pour les sécrétions récoltées 18 a 36 heures aprés détachement et
récoltées le 6e, 8e et 10e jour:tableau 11 et figure 13.

Les quantités de sécrétions récoltées avec les nymphes sont plus faibles qu’avec les femelles (de 0,1
a 0,49mg) et le temps necessaire pour impregner un disque est plus long (10 nymphes a stimuler, soit
environ 30 minutes de necessaires pour saturer une pastille).

Les résultats obtenus avec Bacillus thuringrensis confirment ceux d’H. Mauléon, sauf en ce qui
concerne les sécrétions de femelles ou de nymphes détachées depuis moins de 24 heures, qui se
révelent actives.

On retrouve une telle activité antibiotique vis a vis de Sematiz marcessens, plus nette avec les
sécrétions des femelles qu'avec celles des nymphes.

Ces propriétés antibactériennes des sécrétions cuticulaires pourraient expliquer ’echec des essais
d’infestations par ces 2 mémes bactéries, du moins en ce qui concerne les essais d’infestations par
contact.



Stade de 0-6 [6-12 |12 - 18(18 - 24|24 - 30{ 30 -36 |36 - 42
détachement | heures | heures | heures | heures | heures | heures | heures
Qm (mgq) 2,0 0,6 3,1 0,3 0, 1,4
Dm (mm) 8.3 10 11 7 7 8,5 H 14*
Dm/K 0,3 0,4" 0,3 0,3 0,3%*

Stade de 42 - 48 4 6 8
détachement | heures | jours | jours | jours
Qm (mq) 3,6 1,5 0,9 0,3
Dm (mm) 9 7 8,3 8,3
Dm/K 0,39 |0,25*" 0,31 0,26

Tableau 8 : :Antibiogrammes réalisés avec Baci//us thuringzensrs . Pondération Kanamycine

Dm/K

0,6 7
0,5 7

0,4

(sécrétions de femelles gorgees)

0,3

0,2 1

-1 Halo

0-6h 6-12h 12-18 18-24 24-30 30-36 36-4242-48h 4

Stade de détachement

Figure 10 :Antibiogrammes réalisés avec Bacillus thuringrensis

(sécrétions de femelles gorgées)
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On réalise la moyenne pour les 3 pastilles de la quantité de sécrétions
récoltées (Qm) et du diameétre d'antibiose observé (Dm) .
Le diametre moyen est divisé par

Kanamycine
NB :

( Dm/K) .
** . Moyenne de 2 valeurs seulement

le diamétre obtenu avec la

* : Valeur unique ( seule réaction positive observée pour les 3
pastilles, ou réaction la plus nette lorsqu'il s'agit de halos ou
réactions diformes)

de



Stade de 0-6 [ 6-12 |12 - 24|24 - 30|30 -36 |36 - 48
détachement | heures | heures | heures | heures | heures | heures
Qm (mg) 1,2 0,6 1,4 0,7 0,5 1,16
Dm (mm) Di* 7,3 F i Z,3 7 7
Dm/K 0,4 0,4 0,42 0,29 0,38

Stade de 4 6 8 10 12
détachement | jours | jours | jours | jours | jours
Qm(mag) 1,38 1,3 0,36 1,4 0,6
Dm (mm) 8,3 8 10 7,6 6,3
Dm/K 0,33 0.32"° 0,23 0,23 0,37

Tableau 9 : :Antibiogrammes réalisés avec Serzatiz marcescens . Pondération Kanamycine

Dm/K

(sécrétions de femelles gorgées)

o

Figure 11 :Antibiogrammes réalisés avec Serratiz marcesecens
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Stade de 0-6 | 6-12 |12 - 18|18 - 24|24 - 36|36 - 48
détachement | heures | heures | heures | heures | heures | heures
Qm (mg) 0,2 0,1 0,33 | 0,26 0,23 0,4
Dm (mm) Hf* Di* 7 7.6 7,3 11,3
Dm/K 0,26 0,3 0,22 0,49

Stade de 2 6
détachement | jours | jours
Qm (mg) 0,4 0,33
Dm (mm) 7,6 8,6
Dm/K 0,36 0,39

Tableau 10 : :Antibiogrammes réalisés avec Bacil/us thuringiensss . Pondération Kanamycine

Dm/K
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Figure 12 :Antibiogrammes réalisés avec Bacillus thuringrensis

(sécrétions de nymphes gorgées)



24 - 36

Stade de 0-6 | 6-12 |12 - 18|18 - 24 36 - 48
détachement | heures | heures | heures | heures | heures | heures
Qm (mg) 0,1 0,2 0,2 0,16 0,2 0,26
Dm (mm) 0 0 0 8 7 0
Dm/K 0 0 0 0,38 |0,28*" 0
Stade de 2 4 6 8 10
détachement | jours | jours | jours | jours | jours
Qm (mg) 0,1 0,4 0,26 0,17 0,33
Dm (mm) 0 0 H7** H9* 7

Dm/K 0 0 0,41°

Tableau 11 : :Antibiogrammes réalisés avec Serratia marcescens . Pondération Kanamycine

(sécrétions de nymphes gorgées)
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Figure 13 :Antibiogrammes réalisés avec Serratia marcescens

(sécrétions de nymphes gorgées)



B - TEST DE L'ACTIVITE REPULSIVE

L'effet répulsif des sécrétions cuticulaires d'A. variegatum sur les fourmis Slenopsis geminata a été
mis en évidence par C. Pavis en 1990.

Il s'agissait des sécrétions de maéles a jeun (délai écoulé depuis la mue inconnu), utilisées pures.

Le but de nos tests est de rechercher l'existence d'une telle activité répulsive chez les stases gorgées
d'Amblyomma (les plus vulnérables au sol), a différents stades de détachement.

1 -Matériel

a - Les insectes

al - Les fourmis

La fourmi Solenopsis geminata est la principale espeéce prédatrice des phases libres d'A. variegatum
en Guadeloupe.

L'impact de cette prédation a été estimé lors d'une expérimentation en champs: au total, 9,5% des
tiques gorgées relachées a Duclos (Basse-Terre) ont été attaquées par cette espece de fourmis, tandis
que les tiques a jeun (plus mobiles) n'ont pas été attaquées.

Le mode d'attaque des fourmis est caractéristique, les tiques étant amputées puis vidées de leur
contenu.

Afin de tester l'effet des sécrétions cuticulaires d'Amblyomma sur la prédation des fourmis, nous
avons prélevé des nids de fourmis a Duclos et nous les avons maintenus au laboratoire dans des
conditions artificielles : la terre prélevée au centre d'un nid sauvage et contenant de nombreuses
fourmis est répartie dans des boites rectangulaires en plastique (10 cm de large, 22 cm de long et
10 cm de haut), dont les bords internes sont enduits de fluon sur une largeur de 2 cm. Ce dispositif
permet d'éviter la fuite des fourmis.

Les nids sont laissés a température ambiante, a la lumiére du jour et la terre est régulierement
humectée pour maintenir une hygrométrie suffisante.

a2 - Les chenilles de Galleria mellonella

Ces chenilles serviront de proies lors de nos tests.
Cet insecte est élevé au laboratoire de H.Mauléon, sur milieu nutritif (cire d'abeille et pollen).

Nous utilisons des chenilles de 2 2 3 mm de long, préalablement tuées par congélation (immobilité
necessaire lors des tests).

b - Sécrétions cuticulaires: réalisation de différents extraits

Nous avons €valu€ l'activité des sécrétions cuticulaires des larves, nymphes et femelles gorgées, le
ler et le Ge jour aprés détachement.

4 extraits différents sont réalisés pour chacune de ces stases, les solvants utilisés étant le méthanol,
I'hexane, le dichlorométhane et I'eau distillée.

Les larves gorgées sont mises directement a macerer dans le solvant considéré, tandis que pour les
femelles et les nymphes, les sécrétions sont absorbées sur des pastilles de papier filtre mises ensuite a



tremper dans le solvant.
Le nombre d’individus utilisés par extrait est le suivant:

Extraits avec les larves gorgées : 160 larves mises a4 macerer dans 1 ml de solvant pendant 2 heures.
Le surnageant est récupéré et réduit & 160 ul par évaporation sous un flux d’argon: 10 ul d’extrait
sont déposés par chenille traitée, ce qui correspond a une concentration de 10 larves gorgées
éq/chenille.

Extraits avec les nymphes gorgées : récolte des sécrétions de 50 nymphes sur pastilles de papier
filtre, mises a macerer dans 1 ml de solvant pendant 2 heures. Les pastilles sont ensuite retirées et
Pextrait est réduit & 100 ul.

Extraits avec les femelles gorgées : on procéde comme avec les nymphes, mais 3 femelles seulement
sont utilisées par extrait.

2 - Méthode

I1 s’agit d’un test de choix permettant d’évaluer 1’effet répulsif des sécrétions cuticulaires sur le
prélevement des chenilles de Ga//ersia mellonel/a par les fourmis.

Réalisation du test : on place sur un des nids de fourmis un présentoir avec 4 chenilles de Ga/Zerzz.
- 1 chenille traitée enduite de 10 ul d’extrait

( ce qui correspond & une concentration de 10 larves gorgées d’A. variegatum ég/chenille, ou a
5 nymphes gorgées ég/chenille ou a 0,3 femelle gorgée éq/chenille).

- 3 chenilles témoins enduites de 10 ul de solvant.

Le présentoir est constitué par un carré de papier bristol (3cm*3cm), sur lequel I’emplacement initial
de chaque chenille est indiqué : figure 14

chenille traitée

témoin 1  témoin 2

témoin 3

On note a quel instant et dans quel ordre les chenilles sont emportées hors du présentoir par les
fourmis (déclanchement du chronométre dés que le présentoir est posé sur le nid).

La durée du test a été fixée apres des essais préliminaires a 20 minutes.
10 répétitions sont réalisées pour chacun des extraits.

Le présentoir est changé aprés chaque test et tourné d’un quart de tour entre chaque test pour
neutraliser les effets liés a 1’éclairement.

Deux nids de fourmis sont necessaires en général pour la réalisation d’une série de 10 tests.



3 - Résulfats

a - Mode de présentation des résultats

Nous avons réalise 10 tests pour chaque extrait, ce qui équivaut au total pour un extrait, a la
présentation de 10 chenilles traitées et 30 chenilles témoins.

Afin de rendre compte de I’évolution de la prédation des différentes larves de Gaflerzz au cours du
temps, nous avons représenté sous forme d’histogrammes I’évolution du total cumulé (pour les 10
tests) du nombre de larves traitées et témoins prélevées au cours des 20 minutes d’expérience.

Les temps de prélevements (en secondes) au cours des 10 tests, de chacune des 4 larves présentées,
constituent 4 séries de 10 valeurs : nous avons comparer ces 4 séries a 1’aide de 2 tests statistiques
non paramétriques, les tests de Friedman et de Wilcoxon ( résultats en Annexe 3).Cela permet de
conclure s’il y a ou non une difference significative entre la prédation des larves traitées et témoins,

“auseuil de 5% .

Nous avons également représenté sous forme d’histogrammes la valeur du total cumulé du nombre
moyen de larves traitées et témoins prélevées aprés 3 minutes de test, pour chaque extrait : en effet,
I"effet répulsif, lorsqu’il existe, se fait sentir essentiellement pendant les premiéres minutes du test (et
la comparaison des valeurs a t=3min permet de retrouver ou non une difference significative entre
prédation des larves traitées et témoins).

b - Résultats obtenus avec les larves gorgeées

Tous les extraits n'ont pu étre réalisés faute de tiques en nombre suffisant.

o 1 T 0s de 24 1
- Les chenilles trantées avec l’extrait au méthanol sont significativement moins prélevées que les
chenilles témoins (figure 15).
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cours du test. (10 répétitions)



r

, cette difference est moins nette.

.

9

es traitées avec

- Pour les ch

B rvaitdes

Témoin 2

%

Témoin 3

Témoin 1

3334*

...... SRR

;III/I//////II/I/I // //I/I////I//,

.’””/“""””""’4
I///////l/Il/////////////////////z

o e it

'f’/".’”’ff’f’fffl’ff”ffff”a
f///l/l////.I/’I’/’///f,’////f’/f/’l

AAMLLILT A LI R SANRR RSN
SNANRANAMAANARRARNAANRANANY ///l///////

AILILLILLLL AL AR LSRRI AR N
SETRETALAAATIIL IRV

rf/"””””f’,”"’.”’f””’l
ANNNRURNRNRRNRARY ////I////////////.Il

e

n".’”””f”f/’/’/’/”/f’.’/fd
AARARNANAANANNAY I///I/Il////,/////

ATTTHTTTTTT LT LR R
QARSI
./////////////////////////I//////I.

S

AUMUIIAIIRU IR RN R RRRERRRRAY
ANTVITRTRTRRRVRRRARN AN

B

Al Rty

1/////////////ﬁl/&////lllllln
Db

ALKLLA RIS RO RS
ARVRRRRRRRARR RN

Pt}

RUTLLLRATTEER Y
./III/I/II//////..I/.//I

T * T * T e T > T
o @ w - ~N o
-

soen9|aid sanle| ap BIqQWON

Temps (min)

Différence significative entre prédation des larves traitées et

témoins n°1 (Test de Wilcoxon,

seuil de 5%)

Extrait dichlorométhane

Figure 16

: Total cumulé du nombre de larves traitées et témoins prélevees

tions)

t

epeé

au cours du test.(10 r

ne présente pas d’activité répulsive.

k]

.

ARG IR Rt

| R CCRORRTEASORARKRAY

rraitées

1 Temoinn
] Temom: 2
1 Temoin3

B} T
o @®

so9Ad|a)d saale| ap 8IQWON

10

Temps (min)

larves

Pas de différence significative entre prédation des

(Test de Wilcoxon, seuil de 5%)

trailées et témoins

tées et témoins prélevées au cours

Figure 17
du test. (10T

Extrait hexane: Total cumulé du nombre de larves

)

. .

épétitions



M Taie
Témoins

Méthanol Hexane Dichlorométh

Figure 18 : total cumulé du nombre moyen de larves traitées et témoins prélevées aprés 3 minutes
** difference significative
* difference signfﬁcaﬁve avec une larve témoin
@ Larves détachées depuis 6 jours

- L évolution de la prédation par les fourmis est représentée pour les 2 extraits testés dans les figures
19 et 20.Seul I’extrait & 1"hexane est actif.
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c - Résultats obtenus avec les nymphes gorgées.
@® Nymphes détachées depuis moins de 24 heures

L’extrait 2 "hexane est actif, les extraits au dichlorométhane et a 1’eau distillée également, mais pour
ces demniers, la difference de prédation n’est significative qu’entre larves traitées et une larve témoin.
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du test.(10 répétitions)
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Figure 38 :Extrait hexane:Total cumulé du nombre de larves traitées et témoins prélevées au cours du
test.(10 répétitions)
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{ - Di s
Pour chacune des stase, quel que soit la stade de détachement, il y a toujours au moins un des 4
extraits testés actif. ‘ -

cependant,/d’une stase 4 1’autre et selon le stade de détachement, 1’extrait actif n’est pas le méme:
tableau 10.

Extrait Méthanol Hexane Dichloromét | Eau distillée
Stase
Larves ++ 0 +- non testé
24 h
Larves 0 ++ non testé non testé
6 jours
Nymphes 0 ++ + - +-
24 h
Nymphes 0 ++ 0 ++
6 jours
Femelles ++ 0 0 ++
24 h
Femelles ++ + - ++ ++
6 jours |

Ainsi, pour les larves détachées depuis moins de 24 heures, ’extrait au méthanol est actif, 'extrait a
I’hexane ne I’est pas. Pour les larves détachées depuis 6 jours, c’est I'inverse qui se produit.

Nous avons donc fractionné un extrait aqueux actif (sécrétions de femelles détachées depuis 6 jours)
en plusieurs extraits de polarité décroissante, a 1’aide d'une colonne reverse-phase Sep-pak C18
(Annexe 4).

Le principe de cette colonne est en effet de séparer les composés selon leur polarité, par rincage de la
colonne (aprés injection de I’extrait actif) a ’aide de solvants de polarité décroissante (eau distillée,
eau et méthanol 70:30, eau et méthanol 30:70, méthanol pur).

Les différents extraits obtenus ont été testés le méme jour, le résultats obtenus sont reportés dans la
figure 42 et dans le tableau 11 .



W Traitte
Témoins

Figure 42: total cumulé du nombre moyen de larves traitées et témoins prélevées aprés 3 minutes
** difference significative

* difference significative avec une larve témoin

Nature de l'extrait Activite Concentration
protéique (mg/ml)
Extrait total ++ 0,32
Extrait aqueux +- 0,08
(1er passage) - o
Extrait H20 Meéthanol + 0,05
(70:30)
Extrait H20 -Méthanol ++ 0,06
(30:70)
Extrait méthanol + 0,06

Tableau 11: variation de Iactivité aprés fractionnement d’un extrait aqueux dans le colonne Sep-pak

Il est impossible de dire si un extrait est plus actif qu’un autre car les tests ont été réalisés avec
différents nids de fourmis, dont 1’activité n’est pas comparable.

Le premier extrait (composés trés polaires) présente une activité modérée(difference de prédation

avec une seule larve témoin), par contre les 3 autres extraits (composés de polarité décroissante) sont
actifs.

On peut emettre I'hypothése que cette activité répulsive est due 4 plusieurs composés, de polarité
differente et synthétisés dans des proportions variables selon la stase et le stade de détachement.



Nous n'avons pas testé les sécrétions d'individus a jeun, faute de matériel biologique.

D'apres 1'étude préliminaire de C. Pavis, les sécrétions des maéles a jeun ont également des propriétés
répulsives.. '

Néanmoins, dans les conditions naturelles, ce sont essentiellement les individus gorgés qui sont,
comme nous l'avons vu, soumis a la prédation par les fourmis.

Nous n'avons pas eu l'occasion d'observer in natura des fourmis attaquer des individus Amblyomma
gorgés. Par contre, nous avons placé 3 femelles gorgées détachées depuis 6 jours sur des nids de
fourmis artificiels qui n'avaient pas recu de nourriture depuis 3 jours.

N 7z

Ces 3 femelles ont été ““éxaminées" par les fourmis (antennation), mais il n'y a pas eu de prédation
(durée de l'expérience : 1/2 journée).

Ces femelles n'ont pas ét¢ manipulées a la pince avant d'étre placées sur les nids, afin de ne pas
stimuler artificiellement leur sécrétion.

Deux des femelles ont sécrété de fagon bien visible quelques minutes apres avoir été déposées dans
le nid. Nous n'avons pas constaté de sécrétions chez la 3e femelle (observation a l'oeil nu).

Ces sécrétions forment comme nous l'avons déja dit, un enduit a la surface de la cuticule des
nymphes et des femelles gorgées, dans lequel le(s) composé(s) a activité répulsive reste(nt) peut-€tre
actif(s) plus longtemps que dans les extraits réalisés, limitant ainsi la prédation exercée par les
fourmis sur ces stases particulieérement vulnérables.



C - TEST DU POUVYOIR TOXIQUE
Les essais suivant ont été réalisés pour tenter de mettre en évidence la présence d’une ou plusieurs

toxines dans les sécrétions cuticulaires d’A. variegatum, hypothése émise aprés I’échec des essais
d’infestation par des nématodes.

Nous n’avons réalisé que des tests préliminaires, faute de matériel biologique.

1 - Matériel

Nous avons testé le pouvoir toxique éventuel des sécrétions cuticulaires de femelles et de nymphes
gorgées sur des chenilles de Gia/leria mellonella de dernier stade (3 cm de long).

Les sécrétions étaient soit utilisées pures, soit sous forme d’extraits stérilisés par passage a travers
des filtres millipores 0,45 um.

2 - Méthode

a - Tests de toxicité par contact

Les chenilles de Gallersz sont enduites des sécrétions cuticulaires pures de femelles gorgées
détachées depuis 1 et 6 jours.

Les femelles sont stimulées sous la loupe binoculaire et a I’apparition des gouttelettes de sécrétions,
la chenille en est humectée sur toute la surface du corps.

Une femelle gorgée est necessaire pour traiter 2 chenilles de Giz//ersa environ.

Pour un test, on dispose individuellement 5 chenilles traitées et 5 chenilles témoins (non enduites de
sécrétion) dans les puits d’une boite & microtitration fermée par un couvercle grillageé.

On réalise 6 répétitions.

On note la mortalité survenue chez les chenilles aprés 24h, 48h et 72 heures.

b - Toxicité par injection

Les sécrétions ne sont plus utilisées pures, mais sous forme d’extraits aqueux stériles. On réalise une
injection sous-cuticulaire de 15 ul d’extrait par chenille, les chenilles témoins recevant une injection
sous-cuticulaire du méme volume d’eau pure.

Apres traitement, les chenilles traitées et témoins sont disposées séparément dans des boites de Pétri
dont le fond est recouvert de papier filtre, a raison de 10 chenilles par boite.

La mortalité est notée comme précedemment.
6 a 10 repétitions devaient étre effectuées si les résultats préliminaires s’avéraient positifs.

Pour les essais préliminaires, nous avons utilisé des extraits aqueux de nymphes gorgées détachées
depuis 6 jours (sécrétions de 20 nymphes récoltées sur pastilles de papier filtre mises a tremper dans
1 ml d’eau pure) et des extraits de femelles détachées depms 6 jours (sécrétions de 3 femelles
recueillies comme précedemment).

Ces extraits ont été passés a travers des filtres millipores avant d’étre injectés aux chenilles.



a - Toxicité par contact

Les résultats sont regroupés dans les tableaux 12 et 13.

Test n°| Mortalité a 24 h Mortalité a 48 h Mortalité a 72 h
Témoins | Traitées | Témoins | Traitées | Témoins | Traitées
1 0 2 3 2 3 2
2 0 3 2 a 2 3
3 0 3 0 8 0 3
4 1 1 1 2 1 4
5 2 1 2 1 2 1
6 1 2 3 a9 3 3

Tableau 12 : mortalité des chenilles témoins et traitées (sécrétions pures de femelles détachées depuis

moins de 24 heures).

Test n°| Mortalité a 24 h Mortalité a 48 h Mortalité a 72 h
Témoins | Traitées | Témoins | Traitées | Témoins | Traitées
1 0 0 1 1 1 1
2 0 0 0 2 0 2
o 0 0 0 1 1 1
4 1 Q 1 0 1 1
5 0 0 0 0 0 1
6 0 1 0 1 1 1

Tableau 13 :mortalité des chenilles témoins et traitées (sécrétions pures de femelles détachées depuis
6 jours).

Il n’y a pas de difference significative entre le taux de mortalité des chenilles traitées et des chenilles
témoins (test de Mann et Whitney, seuil de 5%).

La méthode utilisée est peut-étre inadaptée: quantité de sécrétions déposées insuffisante et/ou choix
de 1'espece cible non judicieux (il aurait été plus intéressant de tester le pouvoir toxique éventuel des
sécrétions directement sur les nématodes).

b - Toxicité par injection
Deux essais seulement ont été réalisés.

Premier essai: nous avons utilisé un extraits aqueux de sécrétions de nymphes détachées depuis 6
jours et un extrait aqueux de sécrétions de femelles détachées depuis 6 jours également.

Ces 2 extraits ont été, apres filtration sur millipore, respectivement injectés a 10 chenilles. Les
chenilles témoins ont regu une injection d’eau pure.



Aucune mortalité n’a été observée chez les chenilles traitées et témoins aprés 24h, 48h et 72 heures.

Deuxieme essai : nous avons utilisé un extrait aqueux de femelles gorgées détachées depuis 6 jours,
centrifugé 15 minutes a 10.000g avant utilisation, car les filtres millipores ont une capacité de
rétention des protéines non négligeable (ce qui pourrait éventuellement étre a I’origine de 1’echec de
notre premier essai, si les toxines éventuelles sont de nature protéique).

Test n°| Mortalité a 24 h Mortalité a 48 h Mortalité a 72 h
Témoins | Traitées | Témoins | Traitées | Témoins | Traitées
1 0 1 0 2 1 2
2 0 1 0 2 0 2
3 0 0 0 0 0 1

Tableau 14 : mortalité des chenilles témoins et traitées (extrait aqueux de sécrétions cuticulaires de
femelles détachées depuis 6 jours, centrifuge).

La mortalité chez les chenilles traitées dans ce deuxieme essai est plus élevée que celle observée chez
les chenilles témoins, mais le nombre de répétitions effectuées est insuffisant pour pouvoir faire
I’objet d’un traitement statistique et aucune conclusion ne peut donc étre émise.



IV - ANALYSE BIOCHIMIQUE : PREMIERE
APPROCHE

A_- CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE COUPLEE A LA SPECTROMETRIE
DE MASSE (GC/MS)

Les sécrétions d’adultes et de nymphes a jeun, ainsi que de nymphes gorgées ont été analysées a
I’aide d’un chromatographe en phase gazeuse couplé a un spectométre de masse.

Ces analyses ont été réalisées en Janvier 1990, au Laboratoire des Médiateurs Chimiques (INRA,
Magny les Hameaux).

1 - Principe de 1la GC/MS

Chromatographie: 1’échantillon injecté dans 1’appareil est chauffé, se volatilise et est entrainé dans
une colonne de chromatographie maintenue & température voulue par un four thermostaté. Sous
’action d’un gaz vecteur, les différents composants de ’échantillon envoyé dans la colonne migrent
a des vitesses différentes selon leur masse moléculaire, leur encombrement spérique et leur polarité
(Delot, 1990).

A la sortie de la colonne, un détecteur a ionisation de flamme mesure par conductivité électrique le
nombre d’ions produits par la combustion des composés. Ce signal électrique est alors envoyé apres
amplification sur un enregistreur graphique.

On obtient un chromatogramme constitué d’un ensemble de pics, dont la surface est proportionnelle
a la quantité des produits correspondants.

Spectrométrie de masse : les composés & analyser sont bombardés d’électrons et se scindent en ions
positifs. Chaque ion est caractérisé par son rapport masse/charge électrique (mf/e). Ces ions sont
focalisés grice a un champ magnétique et 1’on mesure alors l'intensité du courant d’ions
correspondant a chaque masse.On détermine ainsi les rapport d’abondance des ions ayant la méme
valeur m/e. '

GC/MS : I’association de ces 2 systémes permet de séparer les différents produits contenus dans des
échantillons complexes. La chromatographie permet de reveler un certain nombre de pics, dont on
peut ensuite réaliser le spectre de masse: la comparaison avec des spectres de réference permet
d’identifier des composés déja connus.

2 - Matériel

Les sécrétions des adultes a jeun ont été pipetées sous la loupe binoculaire et solubilisées dans de
I"éther.

Les nymphes gorgées et non gorgées étaient, aprés stimulation, directement immergées dans 1’ether.

Pour I’analyse, il a été utilisé une colonne capillaire CPSIL 5CB. La température initiale est de 140
‘C (pendant 5 minutes) puis augmente de 10°C/min jusqu’a 240°C.



3 - Résultats et discussion y =
-]
Les chromatogrammes obtenus sont reportés en Annexe 5. X %

On observe dans tous les cas un pic majoritaire correspondant 4 un produit de type , des
hydrocarbures saturés (en C13), des acides gras saturés et insaturés (majoritairement en C16) et 2
pics correspondant a des produits assez volatiles pourvus de noyaux benzene.

Au vu de ces analyses, il n’y aurait pas de difference entre les sécrétions des males et des femelles a
jeun, ni entre celles des nymphes gorgées et non gorgées.

Les 2 techniques d’extraction donnent les mémes résultats.

Cette technique ne permet cependant de mettre en évidence que des produits peu polaires, solubles
dans I’ether et cette analyse reste donc trés partielle.



Notre but était de vérifier la présence de protéines dans les séctétions cuticulaires des tiques,
hypothése émise par P. Diehl.

l E - - 1 l”] I 1 h.]

Le principe de 1’électrophorése est la migration de molécules chargées dans un champ électrique
continu. La distance de migration dépend de la densité de la charge électrique: plus la charge est
élevée, plus la vitesse de migration (et donc la distance de migration) est grande (Hames, Rickwood,
1981).

La technique d’électrophorése permet donc, par migration différentielle, la séparation des particules
en fonction de leur charge électrique.

Les protéines sont les principales molécules organiques d’interét biologique susceptibles de posseder
une charge électrique: elles sont chargées a tous les pH, sauf a leur point isoélectrique et migrent
donc jusqu’a atteindre ce point particulier.

Différents facteurs interviennent sur la migration électrophorétique de la protéine (Mouthon, 1988):

I e »

La charge globale de la protéine est due a la difference entre le nombre de fonctions ionisées
cationiques et anioniques, et dépend de la nature méme de la proteine (composition en acides

amineés) et de 1'état d’ionisation des différentes fonctions (donc du pH et de la force ionique de la
solution tampon).

Le pH de la solution tampon

La charge des protéines évolue en fonction du pH, les acides aminés portant plusieurs fonctions
ionisables sur leur chaine.

A pH trés acide, elles sont chargées positivement et migrent en électrophorése vers la cathode.

A pH trés basique, elles sont chargées négativement et migrent vers 1’anode.

Au pH isoélectrique, la protéine ne migre plus.
Le ol ot

Le choix du support
Plusieurs milieux peuvent étre utilisés pour effectuer la migration des protéines.

Les plus utilisés sont le papier, l’acétate de cellulose, 1’agarose, 1’amidon et les gels de
polyacrylamide.

Le papier et I’acétate de cellulose sont totalement inertes, tandis que les 3 autres milieux participent
activement au processus de séparation par interaction avec les particules migrant. Ces supports
peuvent étre considérés comme des filtres, dont la taille des mailles est du méme ordre de grandeur
que la taille des molécules: la migration dépend donc a la fois de la charge électrique et de la taille
des protéines.



Z - Malén’cl )

Nous avons utilisé un gel de polyacrylamide en plaques verticales, a systéme de pH discontinu.

a - Le gel de polyacrylamide

De nature synthétique, ce gel présente les avantages de la transparence, d’une bonne stabilité sur une
large gamme de pH, températures et forces ioniques, et permet 1’obtention d’un degré élevé de
résolution pour de faibles durées de migration.

Il résulte de la polymérisation de monomeéres d’acrylamide en longues chaines et de chaines
secondaires constituées de bisacrylamide. Cette polymérisation est initiée par un catalyseur (Temed :
cf Annexe 6).

La concentration du gel choisie est de 13% .

b - Le tampon
Nous avons utilisé un systéme de tampon de dissociation (électrophorése de protéines dénaturées).

Pour la dénaturation des protéines, le produit le plus couramment utilisé est le détergeant ionique
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate). Cette dénaturation est réalisée en présence de SDS et d’un réactif
thiol qui coupe les ponts disulfures. ;

c-Le ph _
Le systéme de pH discontinu fait appel a différents tampons.

L échantillon protéique migre d’abord dans un gel polymérisé a larges pores (gel de concentration ou
stacking-gel), situé au dessus du gel de résolution dont les pores sont beaucoup plus petits
(figure 43).

Ce systéme permet d’utiliser de faibles concentrations en protéines tout en conservant une bonne
résolution, puisque les protéines sont concentrées dans une zone trés étroite pendant leur migration
dans le gel de concentration.

d - Le matériel d’électrophorése

Il s’agit d’un appareil de type Studier (figure 44), constitué de 2 réservoirs de tampon.
Un fil de platine servant d’électrode est présent au fond de chacun des 2 réservoirs.
Les 2 plaques de verre ont une épaisseur de 3 mm.

Le matériel utilisé est présenté de maniére détaillée en Annexe 7.

e - Les échantillons

on utilise les sécrétions cuticulaires de différentes stases d’Amblyomma, récoltées sur des pastilles de
papier filtre mises & tremper dans un tampon de dilution et du leamnly (Annexe 6), ou bien récoltées
par trempage des tiques stimulées dans de 1’eau distillée, diluée ensuite avec le tampon et le leamnly.

Pour éviter les contaminations, certains échantillons ont été centrifugés pendant 15 minutes a
10 000g avant dépot pour migration.



puits

“

? = réservoir haut du tampon
BEEEIFIEEIER |
gel de concentration

| gel de résolution i

{

|

]

;

réservoir bas du tampon
i
. :

Figure 43 : Systeme de tampons discontinus

!

{

5 E
| {
f
: s_
: i
E
?
-‘ e
,,
!
:' f
f
{ |_
¢ 5
‘ E

Figure 44 : Appareil de type Studier



3 - Méthode
Les 2 plaques sont nettoyées, placées ’une contre 1’autre, 1’étancheité étant assurée par73 joints
(placés sur les cotés et le bas des plaques). Elles sont maintenues serrées par des pinces.

Les gels sont préparés a I’aide des différents composés détaillés en annexe 6. Le gel de résolution est
coulé en premier, puis aprés polymérisation, on coule le stacking-gel et I’on y glisse un peigne a 13
encoches, destiné a former 13 puits dans le gel de oncentration.

Les plaques sont mises en place avec les réservoirs de tampons, et les différents échantillons sont
déposés dans les puits pour migration.

4 - Résultats
Nous ne présenterons que les résultats obtenus avec 4 electrophoréses, les autres étant difficilement
interprétables.

Chaque bande de migration est traduite par son rapport frontal (Rf), qui correspond au rapport entre
la distance de migration de la protéine et le front de migration.

Ce dernier est visualisé par un colorant.

En conditions dénaturantes avec le SDS, on obtient une relation linéaire entre le logarithme du poids
moléculaire et le Rf des protéines.

Comme I'on dépose sur un méme gel les échantillons et un marqueur (proteines de poids
moléculaires connus), il est possible, puisque les échantillons et le marqueur migrent dans les mémes
conditions, de vérifier la qualité de 1’électrophorése en tracant la courbe du logarithme du poids
moléculaire des protéines du marqueur en fonction du Rf de ces mémes protéines.

Pour chacune des electrophorése, nous présenterons les échantillons utilisés, la relation logPm= f(Rf)
et le profil electrophorétique obtenu.

a - Electrophorése 1
- Echantillon
Sécrétions de 2 femelles gorgées détachées depuis 6 jours.

Les sécrétions ont été récoltées sur pastilles de papier filtres et mises a tremper dans 20 ul de tampon
de dilution additionnés de 35 ul de leamnly.

. | Pm=

Cette relation est quasi linéaire, et le gel peut donc étre interprété.
5,0




Profil e] horéi

Poids moléculaire

(Rf)
94000
(0,18)

67000
(0,26)

43000
(0,44)

30000
(0,57)

20100
(0,81)

14400
(0,94)

Marqueur

b - Electrophorése 2

- Echantillon

0,21
0,23

0,25
0,27

0,34
0,36
0,39

0,5

0,58

0,76

0,78
0,84

0,89

0,94

Femelle 6j

Lecture

3 bandes entre 94000 et 67000 D
4 bandes entre 67000 et 43000 D
1 bande entre 43000 et 30000 D

3 bandes entre 30000 et 20100 D
3 bandes entre 20100 et 14400 D

Sécrétions de 20 nymphes gorgées détachées depuis 6 jours et récoltées comme précédemment.

- Relation JogPm= f(Rf)

5.0

0,2

0,6 0,8 1,0



- Profil electrophorétique

Poids moléculaire

(Rf)
94000
(0,16)

67000
(0,24)

43000
(0,37)

30000
(0,57)

20100
(0,81)

14400
(0,96)

Marqueur Nymphe

c - Electrophorése 3

0,18

0,23

0,61
0,68
0,73

0,79

0,86

0,95

Lecture

2 bandes entre 94000 et 6700C
4 bandes entre 30000 et 20100
2 bandes entre 20100 et 14400

- Echantillons

Puit | Nature de I'extrait | Conc® en protéines | Teneur en prot de
de l'extrait I'échantillon
(mg/ml) (ug)

1 Marqueur

2 Femelles 6 jours 0,39 27,3

3 Femelles 8 jours 0,38 26,6

4 Nymphes 24 h 0,13 9,1

5 Nymphes 48 h 0,06 4,2

6 Nymphes 8 jours 0,2 14

7 Larves 0 jours 0,11 N |

8 oeufs 0,11 7.7

9 Marqueur

10 Puit vide

11 Témoin pastille 0 0

12 Témoin pastille 0 0




Cette relation est quasi linéaire, et le gel peut donc étre interprété.

Log PM

- Profil el horéti

Poids moléculaire

(R1)

94000
(0,25)

67000
(0.35)

43000
(0.55)

30000
(0.62)

20100
(0.74)

14400
(0.90)

5,0
4,8
4,6
4,4
4,2
4.0 T T T T ¥ T
0,2 04 0,6 0,8 1,0
Rf
——— . |
—_— 0.20 —_— 0,19
S — .23
0,26
0,34 S—
PR — 0,56
0,63
0,7 A
— 0,73 m—
—_— 0,77
m——— 0,87
o 0.89
Marqueur Femelle Femaelle Nymphe Nymphe Nymphe Larve Oeufs Témoin

6|

8j 24h 48h 8j

24h




d - Electrophorése 4

1,0

- Echantillons
Puit | Nature de l'extrait | Conc® en protéines | Teneur en prot de
de l'extrait I'échantillon
(mg/ml) (ug)
1 Nymphes 4 jours 0,5 15
2 Femelles 3 jours 1,0 30
3 Nymphes 24 h Non mesurée -
4 Nymphes 10 jours id -
5 Femelles 24 h id -
6 Femelles 6 jours 1d -
7 Témoin pastille 0 0
8 Témoin pastille 0 0
9 Marqueur
10 Marqueur
- o =
=
oy
o
o
3
4.0 \ T T T T
-_Profil electrophorétique 0,2 0.4 0,6 0,8
: Rf
Poids moléculaire
(RN
94000 e——— 0,21
(0,23)
67000 T gy -
(0,36) 0,33 — S S
43000 —
(0,56)
30000
(0,64) 0,65
0.7
20100 S —_—tr —— 0,73
(0,77)
14400
(0,92)
Marqueur ~ Femelle Femella Femalle Nymphe Nymphe  Nymphe  Témain  Témoin

6j 3j

24h 24h 4j

10j



4 - Discussion

Nous avons réalisé peu de gels, selon une méthode dont la reproductibilité n’a pas été évaluée.
Les interprétations suivantes sont donc soumises & caution. |

Nous allons essayer de comparer les résultats obtenus:

- au sein de chaque stase, a des temps de détachement différent

- entre les différentes stases.

Les valeurs des Rf des protéines du marqueur étant différentes d’un gel & un autre, il est impossible
de comparer les 4 gels directement entre eux.

Par contre, pour les gels 1 et 2 d’une part et les gels 3 et 4 d’autre part, ces valeurs sont proches et il
est possible de les comparer 2 a 2.

Electrophorése 1

Ce premier gel a permis de confirmer la présence de protéines dans les sécrétions cuticulaires.
On observe 14 bandes pour les femelles détachées depuis 6 jours.

Electrophorése 2

8 bandes sont observées pour les nymphes détachées depuis 6 jours.

Comparaison des 2 gels |

Il existe des similitudes entre les profils electrophorétiques des femelles et des nymphes détachées
depuis 6 jours.

7 bandes semblent communes aux 2 stases.

Le protocole a été par la suite modifié, pour s’assurer que les bandes observées ne sont pas liées a la
présence de bactéries contaminantes. L utilisation de filtres millipores s’est avérée inadaptée du fait
de leur capacité de rétetion des protéiness. Les extraits sont donc centrifugés 15 minutes a 10.000g,
le surnageant seul est récupére.

Electrophorése 3

Pour les femelles:

Les 2 stades de détachement ( 6 et 8 jours) ne different que par une bande (absence de la bande
Rf=0,34 chez les femelles 8 jours).

Pour les nymphes:

- nymphes détachées depuis 24 h : les 2 bandes observées sont présentes chez les femelles.

- nymphes 48 h et 8 jours : 1 seule bande identique pour les 2 stades de détachement, non observée
chez les femelles.

Le nombre réduit de bandes observées chez les nymphes sur ce gel est probablement lié aux faibles
concentrations protéiques des échantillons utilisés (en moyenne, 3 fois moins concentrés que les

échantillons des femelles).



Electrophorése 4
Pour les femelles :

3 4 6 bandes observées dont 3 similaires pour chacun des 3 stades de détachement.

Pour les nymphes :
4 bandes observées dont 3 similaires pour chacun des 3 stades de détachement.

Toutes les bandes présentes chez les nymphes se retrouvent chez les femelles (tous stades de
détachement confondus).

A P’exception d’une bande (femelle 3 jours, Rf= 0,7), on retrouve les mémes bandes quelque soit la
stase et le stade de détachement.

Les différences portent seulement sur leur nombre (de 3 a 6) et leur combinaison.

Comparaison des gels 3 et 4

Pour les nymphes détachées depuis 24 heures, si 1’on considére les bandes obtenues sur les 2 gels, on
comptabilise au total 6 bandes.

Les differences entre les stades de détachement portent sur la combinaison de ces 6 bandes.

Pour les femelles, a I’exception d’une bande (Rf= 0,26), toutes les bandes présentes sur le gel 4 se
retouvent sur le gel 3. :

On obtient ainsi un profil complet de 9 bandes pour les femelles détachées depuis 6 jours.
Les 6 bandes observées chez les nymphes a 24 h se retrouvent dans ce profil.

Le nombre moins élevé de bandes visualisées chez les nymphes est peut-étre lié aux concentrations
protéiques plus faibles.

Poids moléculaire
(Rf)

0,21
94000 A—
(0,23)
0,26
67000 e
(0,36) abs
43000 F——
(0,56)
3:%30 0,65 Profil electrophorétique des femelle
(0.64) détachées depuis 6 jours et des
0,7 v ; : .
nymphes Sdetachees depuis moins de 2
(Synthése des gels 3 et 4).
20100 (N— 0 #5 ; . )
(0.77) . 0,77
0,87
14400 508
(0,92)
Marqueur Femelle Nymphe

6 j 24h



o

Conclusion
Ces electrophoréses ont permis de mettre en évidence la présence de proteines dans les sécrétions
cuticulaires.
Il faudrait néanmoins adapter cette technique pour mieux séparer les protéines et obtenir des gels
plus lisibles.

Il faudrait notamment standardiser la récolte et la préparation des échantillons et faire en sorte que la
concentration en protéines de chacun des échantillons soit identique.

A premiére vue, il n’y a pas de grandes différences entre femelles et nymphes gorgées, mais il est
difficile de dire si les differences observées sont liées a la nature méme des sécrétions ou a des
problémes de concentrations.

Enfin, il est impossible de dire s’il existe ou non une cinétique d’apparition des protéines en fonction
de la stase et du stade de détachement.



CONCLUSION

Les sécrétions cuticulaires des stases gorgées d'A. variegatum présente un certain nombre de
propriétés biologiques :

- Ces sécrétions, aprés extraction dans différents solvants de polarité variable, exercent un effet
répulsif sur les fourmis Solenopsis geminata, espéce prédatrice des stases gorgées en Guadeloupe.

Ces fourmis sont considérées comme trés actives sur Amblyomma americanum au Sud des
Etats-Unis et sur Boophilus au Mexique. D'aprés les premicres estimations, cette prédation reste
cependant modérée sur A. variegatum en Guadeloupe, méme si les fourmis restent la principale
espece prédatrice de cette tique.

L'activité répulsive exercée par les sécrétions cuticulaires d'A. variegatum est peut-€tre responsable
de cette faible incidence de la prédation sur les stases gorgées, pourtant vulnérables au sol.

Une telle activité répulsive est connue chez d'autres especes d'arthopodes :

Ainsi, les larves de premier stade de Diaprepes abbreviatus (Coléoptere), vulnérables au sol,
émettent une sécrétion a propriétés répulsives pour les fourmis Solenopsis geminata, entrainant ainsi
une réduction de la prédation de pres de 40% (Pavis, 1992).

De méme, les Hétéropteres possédent des glandes tégumentaires produisant des sécrétions qui ont
différents roles (Pavis, 1987) :une action répulsive en particulier vis a vis des fourmis, un role
défensif (irritant de contact contre un large spectre de prédateurs Invertébrés et Vertébrés); un role de
protection contre certains microorganismes (ces substances se comportent comme des antisepti-
ques:on retrouve une telle propriété pour les sécrétions d'A. variegatum).

Ces sécrétions d'Hétéropteres sont de nature trés diverses et présentent en nombre et en proportions
plus ou moins importants des composés appartenant a2 de nombreuses familles ( aldéhydes, esters,
acides, alcools, cétones, terpénes, composés aromatiques, et protéines: le role de ces dernieres est
d'ailleurs inconnu).

La nature chimique des sécrétions d'A. variegatum n'est pas encore connue, mais elles semblent assez
complexes et contiennent également des protéines.

- Les sécrétions cuticulaires pures présentent également des propriétés antibactériennes vis a vis de 2
bactéries entomopathogenes, Bacillus thuringiensis et Serratia marcescens, 1'une Gram +, l'autre
Gram -. Cette activité est retrouvée dans les extraits aqueux.

Ces propriétés peuvent expliquer I'échec des essais d'infestation par contact par ces 2 bactéries.

Pour ce qui est des résultats négatifs obtenus lors des essais d'inoculation par ces 2 mémes bactéries,
il est possible que les tiques aient développé une réaction immunitaire compétente suite au challenge
bactérien. On sait que chez les Lépidopteres, les Dipteres , les Hyménopteres et les Coléopteres, des
peptides a propriétés antibactériennes sont synthétisés dans I'hémolymphe a la suite d'inoculation
expérimentale de bactéries tuées par la chaleur (Bulet, 1991, Kimbrell, 1991).

On peut émettre I'hypothése qu'il en est de méme chez A. variegatum:les électrophoréses ont permis
de mettre en €évidence la présence de protéines dans les sécrétions cuticulaires: ces dernieres sont
peut-étre responsables de l'activité antibactérienne des sécrétions, et on peut imaginer que des
protéines du méme type sont également synthétisées dans I'hémolymphe. .



- Enfin, ces sécrétions cuticulaires ne présentent pas de pouvoir toxique par contact sur les chenilles
de Galleria mellonella.

Pour ce qui est du pouvoir toxique par inoculation, un nombre plus €élevé de tests doit &tre réalisé
avant d'émettre toute conclusion.

Cette étude des sécrétions cuticulaires d'A. variegatum a permis de donner un premier apergu sur les
mécanismes de défense de cette tique, contre laquelle seule la lutte chimique est actuellement
efficace.

Il nous semble cependant qu'il serait plus interessant de réaliser des essais d'infestation par d'autres
souches bactériennes entomopathogenes et d'autres souches de nématodes a des fins pratiques de lutte
biologique, avant d'approfondir les recherches sur le role des sécrétions cuticulaires d'A. variegatum,
qui n'offrent pas de perpectives d'applications pratiques & court terme contre cette tique.
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ANNEXE 1

Composition de la gélose Mueller Hinton

La gélose de Mueller Hinton Pasteur est un milieu standardisé
selon les normes O.M.S.

¢ La formule est celle du milieu liquide de Mueller Hinton auquel
est ajoutée une certaine proportion de gélose. Toutes les pré-
sentations en milieu déshydraté, prét-a-I'emploi ou précoulé
ont les mémes caractéristiques.

Milieu liquide de Mueller Hinton
Infusion de 300 g de viande de bceuf déshydratée

hydrolysat acide de caséine .................... 1759
AMIAON, A8 TARIS .o v s yim = oo n 2008 5 a s wus ¢ wns 0 8 o 5 % e 8 159
eal distilés qSiP:. , vossminmesmssnisnmsarysgais 1000 ml

pH 7.4 aprés autoclavage.

e Le pH est de 7,4: T

—un pH trop acide augmente I'activité des ﬁ-lactamines, tétracy-
clines, novobiocine et fucidine,

—-un pH trop basique augmente ['activité des aminosides, des
macrolides, lincosamides et streptogramines.

* La concentration:

—-en ions Mg2+ est comprise entre 20 et 35 mg/i,

—en ions Ca2+ est comprise entre 50 et 100 mg/l.
Ces cations influent sur la sensibilité de Pseudomonas aeru-
ginosa aux aminosides.

En présence de ces concentrations de cations divalents, dont
on sait qu'ils sont chélatés par les tétracyclines, les zones d'in-
hibition obtenues avec des disques de tetracyclines seront plus
petites que celles obtenues avec des milieux contenant une fai-
ble concentration de Mg2+ et Ca2+.

» La concentration en thymidine est inférieure a 50 ng/ml. Toute
concentration supérieure a cette valeur risque de donner de
fausses résistances avec la triméthoprime et |'association
triméthoprime-sulfamides.

* L'épaisseur de la gélose dans les boites précoulées est cons-
tante, elle est de 4 mm.

L'interprétation des zones d'inhibition, fondée sur I'utilisation de
la gélose Mueller Hinton, peut ne pas étre applicable a des milieux
différents.



ANNEXE 2

Antibiogrammes : résultats bruts



ANTIBIOGRAMMES REALISES AVEC LES SECRETIONS CUTICULAIRES DE -
FEMELLES GORGEES

Abréviations

K : Kanamycine

1, 2, 3 :

P1

Di

. T : Pastille témoin vierge
Pastilles imprégnées de sécrétions cuticulaires

: Poids de la pastille avant imprégnation par les sécrétions
P2 :

Poids de la pastille aprés imprégnation par les sécrétions
D : Diameétre
H : Halo

- Diforme

1 - Sécrétions de femelles détachées depuis moins de 6 heures

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 | 1 2 3 K T1 | T2 | T3 1 2 3
P1 1,6 |1,7 |1,8 1,6 |16 1,9
P2 44 3 3,9 22 12,8 12,8
Q 0 0 0 28 (1,3 |21 0 0 0 0,6 |1,2 10,9
D 25 0 0 0 9 9 4 18 0 0 0 0 Di Di
2 - Sécrétions de femelles détachées depuis 6 a 12 heures
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 | 1 2 3 K T1 T2 | T3 1 2 3
P1 2 11,8 |16 23 1356 127
P2 24 124 |2,8 29 |45 |29
Q 0 0 0 0,4 |06 |1,2 0 0 0 06 |1 0,2
D 25 0 0 0 H11 | 10 |{H10 | 18 0 0 0 7 7 8




3 - Sécrétions de femelles détachées depuis 12 a 18 heures

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 T2 | T3 1 L 3 K T1 | T2 | T3 1 2 3
P1 . 2 12,1 |26 21 12,3 12,0
P2 3,5 (45 |4,8 49 13,1 |2,8
Q 0 0 0 1,5 124 |22 0 0 0 28 10,8 0,8
D 22 0 0 0 11 12 | 10 | 18 0 0 0 7 7 8
4- Sécrétions de femelles détachées depuis 18 a 24 heures
BACILLUS THURINGIENSIS
K T1 | T2 | T3 1 2 3
P1 19 1,7 |24
P2 5 146 |57
Q 0 0 0 3.1 129 13,8
D 23 0 0 0 6 6 9
5- Sécrétions de femelles détachées depuis 24 a 30 heures
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 T2 | T3 1 2 3 K T1 T2 | T3 1 2 3
P1 24 2,2 2,0 1,8 11,9 1,8
P2 25 126 |24 2, 28 2,7
Q 0 0 0 0,1 104 |04 0 0 0,3 10,9 |0,9
D 23 0 0 0 | 7 7 Fi 17 0 0 6 8 8




6- Sécrétions de femelles détachées depuis 30 a 36 heures

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 1 2 3 K T1 T2 | T3 1 2 3
P1 1,6 (2,0 1,7 1,9 12,0 |1,6
P2 1,7 (2,1 |1,8 24 126 |21
Q 0 0 0 0,1 (0,1 |0,1 0 0 0 0,5 |06 |0,5
D 28 0 0 0 8 |H12 | 9 24 0 0 0 7 8 6
7- Sécrétions de femelles détachées depuis 36 a 42 heures
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 1 2 3 K T1 | T2 | T3 1 2 3
P1 1,8 (1,8 [1,9 1,56 124 [1,6
P2 25 132 |27 29 |34 g
Q 0 0 0 0,7 (1,4 |0,8 0 0 0 14 (1,0 [1,1
D 22 0 0 0 H12 |[H14 |H12 | 18 0 0 0 7 Y § 7

8- Sécrétions de femelles détachées depuis 42 a 48 heures

BACILLUS THURINGIENSIS

K T1 | T2 | T3 | 1 2 3
P 1,6 |1,2 |1,3
P2 20 (2,8 {49
Q 0 0 0 0,4 (1,6 |3,6
D 23 0 0 0 Di [H11 g




9 - Sécrétions de femelles détachées depuis 4 jours

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 | 1 2 3 K T1 T2 | T3 1 2 3
P1 22 12,1 (2.2 2,0 11,7 11,9
P2 . 3,5 |3,0 |44 o 4 3
Q 0 0 0 1,3 [0,9 |22 0 0 0 1,2 11,7 |11
D 28 0 0 0 Hi1 | 7 F i 25 0 0 0 7 9 9
10 - Sécrétions de femelles détachées depuis 6 jours
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 T2 | T3 1 2 3 K T1 T2 | T3 1 2 3
P1 1,8 |1,7 {1,9 16 |1,9 |1,9
P2 24 125 |3,3 29 |26 (4,1
Q 0 0 0 06 108 1,4 0 0 0 1,3 10,7 |2,2
D 30 0 0 0 9 9 10 | 25 0 0 0 8 H9 [H11
11 - Sécrétions de femelles détachées depuis 8 jours
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 T2 | T3 1 2 3 K T1 T2 | T3 1 2 3
P1 1,7 (1,8 2,0 2,2 1,9 |17
P2 1,9 |22 |24 27 121 121
Q 0 0 0 0,2 104 (0,4 0 0 0 0,5 10,2 |04
D 35 0 0 0 8 9 11 | 385 0 0 0 9 10 | 11




12 - Sécrétions de femelles détachées depuis 10 jours
SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | TS 1 2 3
P1 1,7 12,0 (1,9
P2 27 134 7
Q 0 0 0 1,0 |14 [1,8
D 32 0 0 0 6 8 9
13 - Sécrétions de femelles détachées depuis 12 jours

SERRATIA MARCESSENS
K [ T1 | T2 | T3 | 1 2 3
P1 1,9 124 |16
P2 23 |30 |24
Q 0 0 0 04 (06 |0,8
D 17 | 0 0 0 6 8 8




ANTIBIOGRAMMES REALISES AVEC LES SECRETIONS CUTICULAIRES DE
NYMPHES GORGEES

Abréviations

K : Kanamycine

T : Pastille témoin vierge

1, 2 , 3 : Pastilles imprégnées de sécrétions cuticulaires

P1 : Poids de la pastille avant imprégnation par les sécrétions
P2 : Poids de la pastille aprés imprégnation par les sécrétions
D : Diametre

H : Halo

Di : Diforme

1- Sécrétions de nymphes détachées depuis moins _de 6 heures

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 | 1 2 3 K TH 172 | T3 | 1 2 3
Pl 29 120 (2.2 21 11,8 |17
P2 24 124 123 22 118 118
Q 0 0 0 |0, 104 [O1 0 0 0 0,1 10,1 |0,1

D 26 0 0 0 H7 | Di | H7 [ 19 0 0 0 0 0 0

2 - Sécrétions de nymphes détachées depuis 6 a 12 heures

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 | 1 2 3 K T1 | T2 | T3 | 1 o 3
P1 1,9 12,1 2,4 2,1 11,8 12,0
P2 20 |22 |26 23 12,0 |22
Q 0 0 0 |01 10,1 [0,2 0 0 0 0,2 |02 |02

D 25 0 0 0 0 0 7D | 17 0 0 0 0 0 0




3 - Sécrétions de nymphes détachées depuis 12

a 18 heures

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 1 2 3 K T1 | T2 | T3 1 2 3
P1 2,1 12,0 1,7 2,1 (2,0 |21
P2 25 123 120 22 123 123
Q 0 0 0 0,4 10,3 (0,3 0 0 0 0,1 10,3 0,2
D 27 0 0 0 7 7 7 18 0 0 0 0 0 0
4 - Sécrétions de nymphes détachées depuis 18 a 24 heures
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 | 1 2 3 K T1 | T2 | T3 1 2 3
P1 20 |2,0 |19 2,0 11,9 (2,0
P2 22 |24 |21 22 121 122
Q 0 0 0 0,2 104 (0,2 0 0 0 0,2 |0,2 |0,2
D 25 0 0 0 r'§ 8 8 21 0 0 0 0 8 10
5 - Sécrétions de nymphes détachées depuis 24 & 36 heures
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T T2 | 13 1 2 3 K T1 | T2 | T3 1 2 3
P1 19 121 |22 1,8 |1,7 |22
p2 20 |23 |26 20 12,0 |23
Q 0 0 0 (0,1 |02 |04 0 0 0 0,2 10,3 |0,1
D 33 0 0 0 7 7 8 25 0 0 0 0 7 7




6 - Sécrétions de nymphes détachées depuis 36 &8 48 heures

& >

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 T2 | T8 | 1 2 3 K TN T21T3 1 2 3
P1 1,9 (1,8 [1,9 20 |2,0 |24
P2 22 122 |24 22 122 |28
Q 0 0 0 0,3 (0,4 0,5 0 0 0,2 |02 |04
D 23 0 0 0 10 | 11 13 | 33 0 0 0 0 0
7 - Sécrétions de nymphes détachées depuis 2 jours
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 | 1 2 3 K T1 | T2 | T3 1 2 -
P1 1,8 {1,8 (2,0 2,0 |20 (2,2
P2 22 |23 |23 21 121 12,3
Q 0 0 0 0,4 105 |0,3 0 0 0,1 10,1 |0,1
D 21 0 0 0 8 8 7 17 0 0 0 0 0

8 - Sécrétions de nymphes détachées depuis 4 jours

SERRATIA MARCESSENS
K | Tt | T2 T3 |1 2 3
P1 2,1 12,0 12,3
P2 -, 29 125 |28
Q ', 0 0 0 0,2 (0,5 (0,5
D 17 0 0 0 0 0




9 - Sécrétions de nymphes détachées depuis 6 jours

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 | 1 2 3 K | T1 T2 ] T3 |1 2 3
P1 1,9 1,7 {22 20 11,9 {21
P2 2.2 |21 1258 23 123 12,2
Q 0 0 0O |03 (0,4 |0,3 0 0O 10,3 |04 |01
D 22 | 0 0 0 9 8 9 |19 0 0 H7 |H7 | 0

10 - Sécrétions de nymphes détachées depuis 8 jours

SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 T3 |1 |2 3
P1 20 (1,8 12,2
P2 2,1 12,0 {23
Q 0 0 0 0,1 10,2 |[0,1
D 18 | O 0 0 H9 | H8 |H7

11 - Sécrétions

de nymphes détachées depuis 10

jours

SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 | 1 2 3
P1 20 {20 |1,9
P2 24 (23 122
Q 0 0 0 04 10,3 0.3
D 17 | 0 0 0 7 [H13 |[H10




ANTIBIOGRAMMES REALISES AVEC DES EXTRAITS AQUEUX

1 - Femelles détachées depuis 3 jours

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS

K T1 | T2 | T3 | 1 2 12 | T3 2 3

w
X
=

27 0 0 0 |H9 0 0 26 | 0 0 0 7 |H13 | D15

2 - Femelles détachées depuis 6 jours

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS

K T1 | T2 | T3 | 1 2 3 K T1 | T2 [ T3 | 1

)\
w

30 0 0 0 7 7/ H8 | 27 0 0 0 8 7 7

3 - Nymphes détachées depuis 24 heures

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS

K T1 | T2 | T3 | 1 2 3 K T1 | T2 | T3

—
N
w

35 0 0 0 12 | 10 8 28 0 0 0 7 0 0

4 - Nymphes détachées depuis 48 heures

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS

K T1 [ T2 { T3 | 1 2 3 K 1 ] T2 1 13

—
N
w

30 0 0 0 0 7 8 28 0 0 0 7 7 0

5 - Nyvmphes détachées depuis 4 jours

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS

w
A

K T1 | T2 | T3 | 1 2 T1 | 72 | T3 | 1 2 3

28 0 0 0 0 [H7 0 26 0 0 0 7 |H14 | H13




6 - Nymphes détachées depuis 8 jours

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 T2 | T3 1 2 3 K T1 T2 | T3 1 2 3
30 0 0 0 0 0 0 26 0 0 0 7 8
6 - Nymphes détachées depuis 10 jours
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 T2 | T3 1 2 3 K T1 T2 | T3 1 2 3
30 0 0 0 0 H8 |H8 | 26 0 0 0 H9 |H11 | H12
8 - Extrait oeufs
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 T2 | T3 1 2 3 K 11 T2 | T3 1 i 3
32 0 0 0 10 8 8 29 0 0 0 7 7 8
9 - Larves détachées depuis moins de 24 heures
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 T2 | T3 1 2 3 K T1 T2 | T3 1 2 3
33 0 0 0 9 8 8 27 0 0 0 7 7 8
10 - Exuvies nymphales
BACILLUS THURINGIENSIS
K T1 T2 | T3 1 s o
D 32 0 0 0 8 8 |H10




EXTRAIT AQUEUX DE FEMELLES DETACHEES DEPUIS 6 JOURS FRACTIONNE
’ PAR PASSAGE DANS LA COLONNE Sep-pak C18

1

- Extrait aqueux aprés premier passaqe

BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 ] T2 | T3 1 2 3 K T1 1 T2 | T3 1 2 3
26 0 0 0 0 0 0 28 0 0 0 0 0 0
2 - Extrait H20 - Méthanol (70:30)
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K T1 | T2 | T3 1 2 3 K T1_ -T2 | T3 1 2 3
0 0 0 0 10 0
3 - Extrait H20 - Méthanol (30:70)
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENS
K 11 T2 | T3 1 2 3 K T1 T2 | T3 1 2 3
25 | 0 0 0 8 8 10 [26 | O 0 0 0 0 8
4 - Extrait Méthancl
BACILLUS THURINGIENSIS SERRATIA MARCESSENé
K | T1 | T2 | T3 | 1 2 3 K | T1 | T2 | T3 | 1 2 3

26 0 0 0 8 11 13 | 26 0 0 0 9 10

12




ANNEXE 3

Activité répulsive : Tests statistiques (résultats bruts)
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EXTRAITS FRACTIONNES PAR PASSAGE DANS LA COLONNE Sep-pak C18

1 - Evolution de la prédation par les fourmis au cours du temps

( Total cumulé du nombre de larves traitées et témoins prélevées pendant la durée du test )
(10 répétitions)

a - Extrait aqueux aprés oremier passage

B raiées
Témoain 1
10 1 ) . X% %
| Témoain 2 27 &
8% A
Fi Temoin3 2% 3
8- 7
)
4 /

ALY |

Nombre de larves prélevées
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| ANIIRAUULUNANN AR

Temps (min)

\

Différence significative entre prédation des larves traitées et
témoins n°2 (Test de Wilcoxon, seuil de 5%) :

b - Extrait H2O - Méthanol (70:30)
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Différence significative entre prédation des larves traitées et
téemoins (Test de Wilcoxon, seuil de 5%)



¢ - Extrait H2O - Méthanol (30:70)

B vaitées
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Témoin 3
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( Total cumulé du nombre moyen de larves lraitées et témoins prélevées aprés 3 minutes)



_ Sample Preparation Made Easy With SEP-PAK Cartridges

The purpose of sample prepara-
tion is to simplify the analysis of
one or more compounds by re-
moving interferences from a com
plex sample matrix. This cannot
be accomplished by extraction
alone. A typical sample extract
contains compounds of varying
chromatographic polarity. Com-
pound(s) of interest could fall
anywhere in the polarity spec-
trum.

SEP-PAK cartridges enable the
isolation of a narrower range of
compounds than possible by ex-
traction alone. What used to take
hours to accomplish by liquid/li-
quid partitions and/or column
chromatography, now takes only
minutes with SEP-PAK cartridges.

Waters offers two SEP-PAK car-
tridges, each packed with dif-
ferent chromatographic separating
materials. SEP-PAK Silica car-
tridges and SEP-PAK Cqg car
tridges can accomodate a wide
variety of different sample
preparation problems. The general
sample preparation strategy
presented to the right can be
readily tailored to suit the
number and nature of com-
ponents of interest and the

. characteristics of different sample
matrices.

SEP-PAK Cartridge Sample Preparation Strategy

Range of Interest i

3 [SEFA GRS & 3
hromatographic POTarily e—m—gmee

SEP-PAK Silica

e s e = -

— —— e — —— — — — — — — — ——

SEP-PAK Cqg-

Polarity Spectrum

Assume that your compound(s) is in the range of interest shown on the polarity spectrum above.
Here’s how to prepare your compound(s) for analysis using: SEP-PAK Silica or C;g cartridges.

. SEP-PAK Silica Cartridge

Sample Preparation Strategy

After placing the sample on the cartridge:

Step1 Eliminate low polarity
compounds by washing
the SEP-PAK cartridge
with a non-polar solvent.
The non-polar solvent
should be chosen so that
the compound(s) of in-
terest is retained on the
cartridge.

Compounds in the red
(low) polarity region on
the polarity spectrum
have now been refhoved.

Remove the compound(s)
of interest by washing the
SEP-PAK cartridge with a
more polar solvent.

The cartridge eluent col-
lected can now be
brought to a known
volume for final analysis.

The polar compounds
contained in the blue
region on the polarity
spectrum still remain on
the cartridge. Additional
compounds from this
polarity range can be
eluted with a still more
polar solvent, or discard-
ed along with the spent
cartridge.

w 1 wn
-~ -~
‘ [ ®
© ko]
w N

SEP-PAK Cqg Cartridge
Sample Preparation Strategy

After placing the sample on the cantridge:

Step1 Eliminate high polarity
compounds by washing

_the SEP-PAK cartridge —
with a polar solvent. The
polar solvent should be
chosen so that the com-
pound(s) of interest is re-
tained on the cartridge.

«

Compounds in the blue
(high) polarity region on
the polarity spectrum
have now been removed.

Step2 Remove the compound(s)
of interest by washing the
SEP-PAK cartridge with a
less polar solvent.

The cartridge eluent col-
lected can now be
brought to a known
volume for final analysis.

Step3 The non-polar compounds
contained in the red
region on the polarity
spectrum still remain on
the cartridge. Additional
compounds from this
polarity range can be
eluted with a non-polar
solvent, or discarded
along with the spent car-
tridge.




ANNEXE 5
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ANNEXE 6

COMPOSITION DES GELS

Gel de miqgration

(13 %)
" Sol.mére d'acrylamide 30% 13,0 ml
- Eau distillée 9,5 ml
Tampon tris 1,5 M pH 8,8 7,5 ml
S.D.S. 10% 300 pl
A.P.S. 10% - 110l
TEMED 11
Gel de concentration
{Spacer, 3% d'acrylamide)
Solution mere d'acrylamide 30% 1,25 mi
Eau distillée 8,1 ml
Tampon tris 0,5M pH 6,8 3,12 mi
S.D.S. 10% 125 ul
A.P.S. 10% 37,5 ul
TEMED 12,5 ul
Solution_meére d'acrylamide 30%
Acrylamide ' 150 g
Bisacrylamide 4 g

Eau Q.S.P. ; 500 ml



Tampon cuve protéines

Tris _ 6,09
Glycine 28,8 g
S.D.S. 20g
Eau g.s.p. 2,01

Tampon de Leamnly

Glycérol 75 mi

b-mercaptoéthanol i 25 ml

S.0.S.a10% 100 mi
- Tris 1M 25 ml

Ajuster le pH 2 6,8

Eau g.s.p. 500 ml

Bleu de bromophénol environ 0,1%

Colorant protéines totales

Coomassie R 250 500 mg
Coomassie G 250 500 mg
Méthanol 500 ml
Acide acétique 100 ml
Eau 400 mi

Décolorant protéines totales

Méthanol 500 mi
Acide acétique 100 ml
Eau . 400 ml -



ANNEXE 7

Cuve a électrophorése

1 plaque de 18,4 cm sur 17,7 cm

1 plaque a oreilles de18,5 cm sur 18 cm

1 jeu de trois joints de 23 cm environ

1 peigne de 13 dents (5 mm de large)

1 jeu 6 pinces

Spectrophotometre et petites cuves de 1 ml
1 générateur

Agarose

Micropipettes de 20 et 1000 pl

Seringues Hamilton

Béchers pour la préparation des solutions



