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NUTRITION ET ACTIVITE GLYCOSIDASIQUE DE DEUX COLEOPTERES
SCOLYTIDAE PARASITES DE L'ORME (ULMUS CAMPESTRIS)

par C. CHARARAS et J.-M. CHIPOULET.

Résumé. — Nous étudions dans ce travail deux Scolytidue spécifiques de 1'Orme,
Scolytus scolytus et Scolytus multistriatus, insectes d'une trés grande importance écono-
mique puisqu’ils véhiculent un Cryptogame (Ceratostitis ulmi) considéré comme le facteur
essentiel du dépérissement de I'Orme en France. Simultanément, du fait de leurs mor-
surcs de nutrition. ces deux Scolytidae causent aux Ormes des dommages directs égale-
ment considérables. En effet, les adultes males et femelles ne peuvent acauérir leur
maturité sexuclle gqu'apreés unc phase de nutriton trés intense sur des tissus frais et pro-
voguent ainsi de tres graves lésions physiologiques sur les arbres attaqués.

La question de¢ la nutrition et des glveosidases n'avant tait jusqu'a présent l'objut
d'aucune étude chez ces deux inscctes. les auteurs présentent ici les résultats de leurs
recherches sur la nutrition et les activités glveosidasiques de Scolytus scolytus et Scolytus
multistrictus, en résumant rapidement leurs caractéristiques biologiques les plus mar-
quantes.

Les larves de ces deux insectes cffectuent leur nulirition au dépens du liber riche en
glucides en déterminant des lésions irréversibles sur les sujets atlaagués. Ces larves inge-
rent ainst des oligosaccharides, des hétérosides et des polyvsaccharides, tels gque amidon,
la pectline, les hémicelluloses et ta cellulose.

En ce qui concerne les oligosaccharides, les deux insectes hydrolysent activement le
saccharose, le maltose. le lactose ¢t le raffinose ¢t 4 un moindre degré le meélézitose
L'activité sur ' - méthyl glucoside ¢t l'q - phényl glucoside apparait en revanche rels-
tivement faible par rapport a I'hydrolyse des substrats précédents. Les larves possédent
donc un équipement enzyvmatique riche en « et - glucosidases, des ¢t g - galactosidases,
des ¢ - mannosidases ¢t des 3 - xyvlosidases.

Les larves des deux insectes possédent également des polyvsaccharidases agissant sur
I'amidon et sur diverses hémicelluloses, notamment larabogalactane, la xylane, la galacto-
mannane el I'Hémicellulose BT, mais restent sans aciion sur la cellulose pure.

Le¢s hydrates de carbone jouent done un role considérable dans le développement de
ces deux Scolytidac.

1. INTRODUCTION.

Les Scolytidae du genre Scolytus Miiller sont relativement nombreux et
leur comportement alimentaire varie sensiblement suivant les espéces. Certai-
nes sont polyphages et s'attaquent aussi bien aux essences forestiéres (feuillus et
coniféres) qu'aux arbres fruitiers: c'est ainsi par exemple que Ruguloscolytus
rugulosus Miuller s'attaque a plus de quinze espeéces de végétaux, notamment
prunier, abricotier, pécher, cerisier, pommier, poirier et sorbier. Il en va de
méme pour Scolytus mediterranzus Eggers qui vit aux dépens des arbres {rui-
tiers en Afrique, notamment en Tunisie et au Maroc, sans marauer de nette
spécificité pour une essence bien déterminée. Certaines espéces par contre font
preuve d'exigences beaucoup plus strictes pour leur nutrition et leur ponte,
comme par exemple Scolytus ulmi Redtenbacher qui vit sur ’Orme, ou Scolytus
ratzeburgi Janson qui montre un préférendum marqué pour Betula alors que
Scolytus leevis Chapuis se rencontre sur Ulmus. Quercus. Fagus et Tilia, entre
autres.

Les Scolytidae du genre Scelytus sont des espéces gui s’attaguent aux essen-
ces feuillues et plus spécialement aux arbres fruitiers, a 'exception de quelques
especes qui vivent uniquement sur certains coniféres, a linstar de Scolytus
numidicus Bris. parasite spécifique de Cedrus atlantica du Moven-Atlas (Maroc).

Avant briévement rappelé ces notions trés générales sur les especes du
genre Scolytus. nous aborderons certains aspects de la biologie et de 1'écologie

de Scolytus scolytus F. et de Scolytus multistriatus Mars., espéces parasites de
(suite page 177)
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(suite de la page 144)
I'Orme (Ulmus), que nous avons étudiées plus particuliérement du point de
vue de la nutrition et de l'activité enzymatique.

Scolytus multistriatus Marsham jouit d'une large répartition biogéogra-
phique puisque cette espéce est connue aussi bien dans la zone méridionale de
I'Europe que dans I'Europe tempérée ; elle est représentée également en Sibé-
rie et on la trouve méme aux Etats-Unis.

Insectes trés répandus en France ou ils vivent exclusivement aux dépens
de I'Orme, en s’attaquant non seulement aux arbres dépérissants, mais aussi
aux sujets encore en seve malgré une légére déficience physiologique, Scolytus
multistriatus Mars. et Scolytus scolytus F. ont largement contribué a la propa-
gation d'un Cryptogame: Ceratostitis ulmi auquel est imputable le dépérisse-
ment de ’'Orme en France.

Les recherches que nous avons conduites sur la réceptivité des divers
Ormes ont montré que meéme les sujets en pleine séve, c’est-a-dire en bon équi-
libre physiologique (avec une pression osmotique de la séve élaborée de 11
a 13 atm. au mois d'avril) peuvent se trouver colonisés par ces deux especes
de Scolytus. Toutefois lorsqu’un arbre traverse une phase de légére déficience
physiologique, les modifications de sa vitalité et la diminution de son pouvoir
de défense en font un biotope de prédilection pour ces insectes et il meurt
a bref délai du fait des attaques de ces deux Scolytus dont les galeries larvaires
pénétrent dans le liber et déterminent ainsi des lésions irréversibles, tout en
favorisant l'envahissement et la propagation rapide d’'un Cryptogame, Cera-
tostitis ulmi. Il n’est pas rare d'observer une trés forte densité de galeries
larvaires entre le liber et I'aubier; ces galeries sinueuses et entremélées accé-
lérent sensiblement le dépérissement généralisé de la plante-h6te en perturbant
profondément son comportement physiologique. Si ces deux Scolytidae provo-
quent des dégéats du fait de la nutrition larvaire dans la zone du liber, il faut
cependant souligner que c’est I'action du champignon transporté par les insectes
adultes qui est la cause premiére de ce dépérissement général. Avant d’aborder
I'étude plus particuliére de la nutrition et de l'activité enzymatique chez Scoly-
tus scolytus F. et Scolytus multistriatus Mars., nous donnerons ici quelques
éléments de la biologie de ces deux espéces.

II. APERCU GENERAL SUR LA BIOLOGIE DE SCOLYTUS SCOLYTUS F.
ET SCOLYTUS MULTISTRIATUS Mars.

1) Scolytus scolytus Fabre.

Cet insecte est tres répandu puisqu’on le trouve un peu partout en Europe,
depuis I'Ecosse, la Grande-Bretagne, la Belgique, la Hollande et la Scandinavie,
jusqu’'en U.R.S.S. Il est également trés commun en France, dans de nombreux
secteurs bioclimatiques, notamment dans la Région Parisienne ou il commet
des dégats parfois inquiétants. En revanche, au cours de ses nombreuses mis-
sions en Afrique du Nord, C. CHARARAS n’a jamais eu l'occasion d'observer cet
insecte, pas plus en Tunisie quau Maroc.

En régle générale, Scolytus scolytus F. nidifie sur les sujets agés d'Ulmus
campestris mais il peut exceptionnellement effectuer sa nutrition sur Populus
ou Salix, sans que ces essences constituent des hdtes de prédilection. Les adultes
commencent & essaimer en mai-juin mais doivent d’abord accomplir leur nutri-
tion de maturation sur les pousses ou les bourgeons de jeunes rameaux avant de
se diriger vers les branches ou les troncs des vieux arbres, sur lesquels a lieu
Iinstallation définitive en vue de la ponte. Au moment de I’émergence ce sont
les femelles physiologiquement miires qui pratiquent le trou de pénétration, que
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- .3 mm

Figure 1: Galerie maternelle et galeries larvaires de Scolytus scolytus. Noter l'aspect
sinueux des galeries larvaires.
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le male utilise ensuite pour rejoindre la femelle puisqu’il s’agit d’une espéce
monogame ; aussitot fécondée, la femelle creuse, dans le sens de l'axe du tronc,
une galerie de ponte de type longitudinal mesurant de 4 & 6 cm, voire parfois
8 ecm. Le mécanisme de détection de I'emplacement des femelles par les méles
repose sur l'attraction sexuelle exercée sur l'insecte male par la femelle mais
il est essentiel de souligner que cette attraction ne se déclenche qu’apres la
maturation physiologique de la femelle. En ce qui concerne la substance respon-
sable de cette attraction, les recherches ont montré (C. CHararas 1966-1974) que
les modalités d’élaboration des phéromones responsables de 'attraction sexuelle
sont en tous points comparables au processus déja décrit chez d’autres Scoly-
tidae monogames (Blastophagu§ piniperda L. par exemple). L’élaboration des
phéromones de Scolytus scolytus F. se trouve donc liée & la nutrition de matu-
ration et implique également la participation de certaines cellules du tube
digestif qui métabolisent les produits de digestion. Dans le cas de Scolytus
scolytus F. les déjections fraichement récoltées des femelles exercent une faible
attraction sur les insectes males, ce qui autorise & admettre l'intervention des
sécrétions intestinales dans 1'élaboration des phéromones. En effet, si les insectes
peuvent se nourrir normalement dans un liber dont on a préalablement extrait
les constituants glucidiques et phénoliques, nous avons constaté que dans ce
cas la maturation physiologique des jeunes femelles et ’élaboration des phéro-
mones ne s'effectuent plus; c’est ce qui nous conduit & penser qu’en l'absence
de constituants glucidiques et phénoliques les femelles restent incapables d’éla-
borer leurs phéromones et n’auront donc pas l'occasion de s’accoupler puisqu’el-
les n'exerceront aucune attraction sur les insectes males. Par contre la nutrition
sur des bourgeons frais, riches en glucides et en constituants phénoliques, contri-
bue a accélérer le processus de maturation et d’élaboration des phéromones. Au
fur et 2 mesure de la progression de sa galerie de ponte, la femelle dépose ses
ceufs au nombre de 50, 60 ou parfois 80 (maximum), un par un dans des enco-
ches individuelles creusées de chaque co6té de cette galerie. L’éclosion de ces
ceufs varie suivant les conditions climatiques mais se situe en général 9 a
12 jours aprés la ponte et chaque larve commence aussitét a pratiquer sa nutri-
tion aux dépens du liber dont elle utilise les glucides solubles. Sa nutrition ache-
vée, la larve creuse dans la masse du liber une excavation dans laquelle elle
se transforme en une nymphe qui donnera elle-méme naissance a linsecte
parfait.

D'aprés certains auteurs, notamment BaracHowsky, l'insecte posséderait
deux générations annuelles dans la région parisienne, avec un deuxiéme essai-
mage en septembre suivi d'une ponte et de l’éclosion des larves qui passent en
quiescence toute la période hivernale; I’évolution de cette génération reprend
au printemps suivant et les adultes font leur apparition au mois de mai pour
essaimer, effectuer leur nutrition de maturation et pondre & leur tour. Ce
schéma du cycle évolutif n’est ni régulier ni méme constant car 1’évolution
dépend trés largement des conditions thermiques qui peuvent étre trés diffé-
rentes d'une année a lautre.

Scolytus scolytus F. est un insecte trés important sur le plan économique
en raison des dommages irrémédiables qu’il cause aux ormes en favorisant la
propagation de Cerastotomella ulmi, Cryptogame trés répandu dans la région
parisienne.

i
|
2) Scolytus multistriatus Mars. |
Egalement trés commun en France, en Grande-Bretagne, ainsi que dans }
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toute ’Europe tempérée et méridionale, cet insecte est connu jusgqu’au Caucase
et il s'est méme acclimaté aux Etats-Unis. Il s’agit d’'un parasite typique de
IOrme qui a été trés accidentellement signalé sur Prunus et Populus. Comme
chez Scolytus scolytus F. 'essaimage intervient en mai ou juin suivant les
conditions climatiques ; par ailleurs il est intéressant de noter que le sex ratio
est toujours de un pour l'ensemble des trés nombreuses populations observées,
Bien que la température préférentielle se situe entre 24° C et 29° C, l'insecte
peut s'envoler a 22° C, mais une température de 14° C constitue le seuil-limite
en dessous duquel I'envol devient impossible.

Scolytus multistriatus Mars. s'attague en général a des sujets légérement
affaiblis mais encore en séve. On constate cependant que certains sujets en defi-
cience physiologique sont visiblement préférés a d’autres et l'on ne peut donc
pas exclure ’hypothése selon laquelle certains constituants de I'arbre subissent
des transformations chimigues qui contribuent a lattraction de cet insecte.
En plus de cette attraction exercée par la plante-héte, il est a noter qull
existe une attraction sexuelle bien marquée exercée par les femelles, comme
dans le cas de Scolytus scolytus F.

Dés 1956, C. CHaRaras a décelé l'existence d’'une action spécifique de la
femelle sur le méale et Norris (1967) a également montré que la femelle exerce
une attraction d'origine chimique. Comme Scolytus scolytus F., Scolytus
multistriatus Mars. exerce une attraction sexuelle qui ne peut se manifester
que chez les femelles physiologiquement mares, c’est-a-dire qui ont déja prati-
qué leurs morsures de nutrition sur les jeunes bourgeons riches en glucides et
en constituants phénoliques.

Les recherches dans cette voie ont montré également que, sur les troncs
attaqués, l'installation des premiéres femelles déclenche une attraction de
masse ; nous avons constaté en effet qu’a la suite de ces premiéres attaques un
grand nombre de femelles viennent s’installer sur le méme tronc, tandis que
pour leur part les maéles se dirigent vers les trous de pénétration des femelles
ou s'effectue l'accouplement. Lorsque les sorties des males et des femelles sont
synchrones, la femelle vierge physiologiquement mire se trouve rejointe par
un male aussitdt qu’elle a pratiqué le trou de pénétration, mais si ce maile
Pabandonne, on observe l'arrivée d’autres males et il peut donc y avoir dans
certains cas répétition de 'accouplement avec différents males venant de l'exté-
rieur. Si au contraire 'envol asynchrone se traduit par un décalage des sorties
respectives des méales et des femelles, apres avoir foré le trou de pénétration, la
femelle pratique une galerie de nutrition de maturation complémentaire, de
forme irréguliére, tout a fait caractéristique. Dans I'hypothése ou la sortie des
males intervient tardivement, deux a trois semaines apres l'envol des femelles,
celles-ci demeurent sur place sans s’accoupler mais l'attraction sexuelle dimi-
nue rapidement, de telle sorte que la femelle devient incapable d’attirer les
males lors de leur envol et creuse de ce fait des galeries sans ponte.

Il n’est pas exclu qu'un insecte maéale puisse féconder plusieurs femelles et
nous admettons donc Pexistence d’une polygamie facultative car en régle géné-
rale Scolytus multistriatus Mars. est un insecte monogame. Par ailleurs il n’est
pas rare que le méle abandonne l'emplacement préalablement choisi pour se
diriger vers l'orifice de pénétration d’une femelle en cours d’installation, démon-
trant ainsi le pouvoir d’attraction potentielle des femelles qui viennent de §'ins-
taller. Apreés l'accouplement, la femelle fore sur une longueur de 3 a 4 cm une
galerie de ponte de type longitudinal, tout au long de laquelle elle dépose ses
ceufs. L’incubation des ceufs demande un temps variable (12 jours, parfois 14)
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mais lorsque les conditions thermiques sont favorables (28° C au laboratoire),
éclosion s’effectue au bout d’une semaine. Aussitot nées, les larves commencent
4 se nourrir aux dépens de I'écorce et du liber riche en glucides et toute 1’évolu-
tion se fait dans la masse corticale et libérienne ou elles se transforment succes-
sivement en nymphes, puis en imagos, qui s’envoleront pour effectuer leurs
morsures de nutrition.

Malgré son caractére secondaire, Scolytus maultistriatus Mars. cause des
dommages indiscutables car non seulement il favorise extension de la maladie
de l'orme en propageant le cryptogame responsable, mais encore l'insecte accé-
lére directement le dépérissement de cette essence par les lésions que consti-
tuent ses morsures de nutrition et ses galeries de ponte localisées dans la zone
libérienne.

JII. NUTRITION ET ACTIVITE ENZYMATIQUE.

La question de la nutrition et de Vactivité enzymatique n’a fait jusqu’a pré-
sent l'objet d’aucune étude chez Scolytus scolytus F. et Scolytus multistriatus
Mars. Nous savons qu’au stade larvaire Scolytus scolytus F. effectue sa nutri-
tion dans le liber riche en glucides (glucose, saccharose, fructose, raffinose)
mais en méme temps la larve absorbe la cellulose qui ne peut étre assimilée
gu'en tres faible partie, la lignine qui n’est pas digérée, amidon qui est large-
ment utilisé ainsi que divers glucides complexes (arabanes, galactanes ou
glucomannanes) qui sont hydrolysés par les enzymes digestives. Les adultes
effectuent leur nutrition d'une part dans le liber, d’autre part dans les tiges
terminales qui leur fournissent les constituants énergétiques guantitativement
et qualitativement propices dont ils ont besoin pour leur maturation ; c’est apres
cette nutrition de maturation que les insectes deviennent capables de s'installer
sur de nouveaux sujets pour y effectuer leur ponte.

1) ETUDE DE LA NUTRITION AU LABORATOIRE.

La nutrition des larves et des adultes a été étudiée également sur différents
milieux synthétiques :

— sciure naturelle et liber d'orme renfermant tous leurs constituants :

— sciure de liber d'orme totalement privée de ses substances glucidiques
par une premiére ébullition a I'alcool a 70°, suivie d’une seconde dans l’eau pour
éliminer I'amidon ;

— cellulose pure sans aucun apport de constituants glucidiques ;

— cellulose enrichie de divers glucides : glucose, fructose, saccharose et
raffinose ;

— cellulose pure, sans glucides, mais en présence de vitamines du groupe B ;

— cellulose + vitamines -+ acides aminés glucoformateurs.

Les observations réalisées dans ces conditions permettent de conclure que
la sciure naturelle de I'orme est le milieu qui se préte le mieux a la nutrition
des larves et des adultes. De méme la sciure de diverses autres essences forestié-
res, telles que Quercus, assure normalement la nutrition des larves et la nutri-
tion de maturation des adultes. En ce qui concerne les milieux a base de cellu-
lose, nous avons constaté que les insectes peuvent se nourrir et se développer
sur cellulose enrichie en divers glucides, alors que sur cellulose pure sans
adjonction glucidique la mortalité apparait trés élevée (68 % au bout de
23 jours). Ceci démontre que les larves et les adultes de Scolytus scolytus F.
comme de Scolytus multistriatus Mars. ne peuvent évoluer qu'en présence de
glucides ; précisons a ce sujet qu’en mélange avec la cellulose, 'amidon de blé
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et une préparation amylacée connue sous le nom de Germaline offrent des
conditions favorables & la nutrition.

A cb6té des constituants, d’autres facteurs entrent en jeu comme I’humidits
et la compacité du milieu. Pour que les larves de Scolytus scolytus F. se dévelop-
pent dans des conditions propices, il est indispensable de tenir compte dy
thigmotactisme car, dans les conditions naturelles, larves et adultes effectuent
leur nutrition entre liber et aubier.

L’expérimentation nous a montré par ailleurs qu'il existe également un
thermopréférendum bien marqué puisque la nutrition optimale s’observe j
une température supérieure a + 18° C. Les températures inférieures n’inhibent
pas pour autant l'activité nutritiale qui se poursuit tout a fait normalement i
+ 14° C et méme -+ 12° C, la torpeur par le froid n’apparaissant qu’au dessous
de + 6°C et la torpeur compléte, sans aucun mouvement et sans activit
digestive, aux alentours de + 3° C. En ce qui concerne les hautes températures,
la nutrition peut s’effectuer sans perturbations jusqu’a + 35° C et méme 38°C
et ce n'est qu'au deld de + 39° C que l'on observe des mouvements désordon-
nés et une diminution frappante de l'appétence, aui précédent et annoncent
Parrét complet de la nutrition si la température dépasse + 40° C.

Aprés avoir ainsi briévement analysé les modalités de la nutrition chez
Scolytus scolytus F. et Scolytus multistriatus Mars., nous rappellerons quels
sont les principaux constituants du bois et nous définirons les substrats utilisés
pour nos recherches sur l'activité enzymatique.

2) LES CONSTITUANTS DU BOIS.

Parmi les trés nombreux constituants du bois d’'Ulmus campestris, les plus
importants sont incontestablement la lignine qui n'est pas utilisée par l'insecte,
la cellulose, la pectine (paroi pecto-cellulosique) et l'amidon (amyloplastes),
ainsi que les arabanes, les galactanes et les xylanes qui constituent le complexe
liber-xyléme.

Il nous parait intéressant de signaler ici que les tissus végétaux se compo-
sent principalement de glucides et plus précisément d’osides, c’est-a-dire de
dérivés des oses, sucres non hydrolysables appelés autrefois monosaccharides.
Selon qu'ils renferment ou non une substance non glucidique (aglycone), les
osides ont été classés en hétérosides et holosides, ces derniers se subdivisant 2
leur tour en deux groupes d’aprés leur complexité moléculaire (degré de poly-
mérisation). Ceux qui renferment au plus dix unités d’oses forment les oligoho-
losides ou encore oligosaccharides, l'association de plus de dix unités donnant
les polyholosides ou polysaccharides.

Parmi les oligosaccharides les plus courants du tissu végétal, citons le
saccharose et le raffinose; '’hydrolyse du saccharose donne un glucose et un
fructose, auxquels vient s'ajouter un galactose dans le cas du raffinose. En ce
qui concerne les polysaccharides, le bois renferme une quantité importante
d’amidon et de pectine, qui forme le constituant de base des parois cellulaires.
Notons par ailleurs que la lignine, polymére complexe des phénols, sert de
support aux polysaccharides. Enfin la cellulose, polysaccharide composé de
longues chaines de glucose reliées par des liaisons 1 —— 4, n’est attaquée que
par de rares espéces d'insectes, notamment certains Cerambycidae spécifiques du
bois mort comme Rhagium inquisitor L. ou Ergates faber L. Formées d'un
mélange de glucomannanes, de dérivés glucuroniques, d’araboxylanes et d’arabo-
galactanes, les hémicelluloses constituent, pour l'’ensemble des Scolytidae et
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la plupart des autres insectes xylophages étudiés, une nourriture beaucoup plus
facilement assimilable que la cellulose (CHaRARAS et CouRrrols, 1967).

Pour la détermination de Plactivité enzymatique des larves et des adultes
de Scolytus multistriatus Mars. et Scolytus scolytus F., nous avons utilisé un
grand nombre de substrats appartenant a tous les groupes que nous venons de
définir : oligosaccharides, hétérosides, polysaccharides.

CH,OH
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OH
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Figure 2: Formule développée de la cellulose d’aprés J.-M. BaRrRY et E.-M. BARRY.
Selon ces auteurs il est permis de conclure que la cellulose est composée de
longues molécules au sein desquelles des résidus D-glucose sont reliés par des liaisons
B-(1 ——> 4). Seuls les insectes possédant des cellulases sont susceptibles d’utiliser ce
substrat, ce qui n’est le cas ni de Scolytus scolytus, ni de Scolytus multistriatus. Ces
insectes peuvent en revanche hydrolyser les hémicelluloses telles que les xylanes, les
mannanes, les glucomannanes et les arabogalactanes.

Formule développée de la xylane, hémicellulose constituée essentiellement de chaines
de résidus xylopyranose avec liaisons 8-(1 — > 4). Cette hémicellulose est hydrolysée
par les enzymes digestives des deux Scolytus étudiés, qui possédent tous deux des xyla-
nases.

3) SUBSTRATS UTILISES ET METHODOLOGIE.

a - Substrats utilisés.

OLIGOSACCHARIDES ET HETEROSIDES.

Glucopyrannosides :

type @: «-méthylglucosides, «-phénylglucoside, maltose, mélézitose, sac-
charose, tréhalose et P-Nitrophényl-e-D - glucopyranoside, ce dernier étant
un substrat chromogéne ;

type B: B-méthylglucoside, 8- phényl-glucoside et P -Nitrophényl-8-D-
glucopyranoside, ce dernier étant un substrat chromogéne.

i
1
i
!
|
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Galactopyranosides : RESREE I

type «: raffinose et P- N1tropheny1 @-D- galactopyran051de ce dernier
étant un substrat chromogeéne ;

type B: B-phénylgalactoside, lactose et un substrat chromogéne, le O - Nitro.
phényl - 8 - D - galactopyranoside.

Fructofuranosides :

le saccharose et le raffinose sont susceptibles de libérer du fructose par
attague de l'invertase sur la liaison fructofuranosidique du saccharide.

Autres substrats chromogénes utilisés :

— Pour la détermination de l'@-mannosidase: le P-Nitrophénly-«-D-
mannopyranoside.

-— Pour la détermination de 'a- et de la S -xylosidases: le P -Nitrophé
nyl - o - D - xylopyranoside et le P-Nitrophényl- g -D - xylopyranoside.

PoLysACCHARIDES.

— Pectine : elle libere par hydrolyse sulfurique de l'arabinose, du galac
tose, de l'acide galacturonique et une faible quantité de xvlose. Ce substrat
est spécifique de l'activité pectinasique.

— Amylopectine ou isoamylose : représente 70 a 80 % de l'amidon. Elle est
constituée de chaines de D -glucose relié par des liaisons « (I—>4), ces
chaines étant elles-mémes ramifiées par des liaisons « (I ——> 6). L’hydrolyse
de l'amylopectine par des amylases donne naissance a du maltose et a de liso-
maltose. L’hydrolyse acide ou par une maltase conduit en définitive a du
D - glucose.

— Amidon : D’aprés GuieNarp, l'amidon est le principal polyoside de
réserve ; il s'agit d'un mélange de deux constituants, ’'amylose et 'amylopectine.
La molécule d’amylose se présente comme une longue chaine non ramifiée déeri-
vant une hélice formée de 300 a 1000 unités de D - glucopyranose associées par
des liaisons o (I—>4).

L’amylopectine constituée de 1000 a 3000 unités de glucose a une structure
ramifiée ; les rameaux latéraux constitués de 8 & 17 restes de glucose sont bran-
chés selon des liaisons o (I——6) sur une chaine hélicoidale principale du
type amylose ; ces branchements se feraient environ tous les 25 glucoses.

Les «a-amylases des sécrétions digestives animales scindent des liaisons
glucosidiques (I~——>-4) en s'attaquant aussi bien aux chaines internes qu'aux
chaines externes et découpent 'amidon en maltose, glucose et « - oligodextrines-
limites ramifiées.

Les B-amylases (amylases végétales) hydrolysent presque completement
I'amylose, tandis qu’elles ne dégradent qu'environ la moitié de I’'amylopectine, l
leur action étant arrétée soit par un point de branchement (I-—> 6), soit par
la présence d’'un radical d’'acide phosphorique (POLONOWSKI).

D’autre part il existe un autre type d’amylases, les gluco - amylases, appe-
lées y-amylases, capables d’hydrolyser toutes les liaisons «- glucosidiques
(I——>4) et méme (I—>6) ; ces amylases ont été trouvées dans les levures,
les champignons et les lysosomes du foie des animaux ; elles transforment I'ami-
don en glucose.

— Carboxyméthylcellulose sodique : pour nos essais nous avons utilisé le
Blanose R (195) S de la firme Novacel. La carboxyméthylcellulose sodique est
obtenue par Paction de l'acide monochloracétique sur une alcalicellulose. Une
partie des fonctions alcool primaire supportées par les carbones 6 des unités
glucose se trouve substituée.
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— Hémicellulose B7: il s'agit en loccurrence d’un composé du bois de
Pinus maritima qui contient 20 % d’une glucuronoaraboxylane, 40 % d'une
glucomannane et 5 % d'une glucuronoarabogalactane.

— Cellulose pure: une cellulose est un polysaccharide qui est formé de
'enchainement d’unités de g8 -D - glucopyranose liées en (I —> 4). Nous avons
réalisé tous nos dosages sur une cellulose préparée suivant le procédé HALLIWELL
4 partir de la cellulose WHATMAN en présence d’acide phosphorique (action pen-
dant deux heures et élimination par lavage jusqu’a obtention d’une eau de
lavage de pH 7).

— Araboxylane : ¢’est un polysaccharide formé d’'une chaine centrale d’uni-
tés - D -xylopyranosyl (liées en I ——-4), sur laquelle se greffent des unités
de L - arabofuranose reliées en (I —> 3) au xylose.

— Galactomannane : c’est un polysaccharide mixte qui libére par hydrolyse,
d'une part des galactoses, d’autre part des mannoses. Des unités «-D -galacto-
pyranosyl sont reliées en (I——>6) a une chaine d’unités 8- D - mannopyrano-
syl associées en (I ——4).

— Arabinogalactane : c’est la premiére fois que nous utilisons ce substrat
qui s’hydrolyse en arabinose et galactose. Sa constitution chimique en fait un
substrat proche de I'araboglucuronoxylane, polysaccharide que nous avons
déja testé chez d’autres insectes xylophages.

b - Méthodologie :

Dans l'étude de Vactivité enzymatique nous avons appliqué le protocole
opératoire décrit dans nos précédents travaux (CHararas, Courrois et Coll.) et
qui peut se résumer comme suit :

— prélévement des insectes (larves ou adultes) ;

— dissection puis broyage du tube digestif de Scolytus scolytus F. ou
broyage total de linsecte suivant les cas, en prenant en considération le poids
du tube digestif de l'insecte et en ramenant a l'aide de sérum physiologique
(aprés centrifugation selon la méthode classique) le volume du liquide surna-
geant 4 10 cc/l g de tube digestif. Le liquide surnageant contient les enzymes
extracellulaires ;

— libération des enzymes intracellulaires par gels et dégels répétés ; aprés
centrifugation on obtient un nouveau surnageant qui contient les enzymes
intraceilulaires et dont on raméne également le volume & 1C ce pour 1 g de
tube digestif ;

— dialyse pour éliminer le tréhalose ;

— dosage des activités enzymatiques suivant le protocole habituel avec
mise en présence de la solution enzymatique, du substrat et du tampon ; parmi
les tampons, deux ont été sélectionnés : 4,8 et 5,2 et dans certains cas nous avons
également étudié le pH optimum ; incubation est réalisée & + 37° C.

Notons que nous avons réalisé pour certains substrats une étude de cinétique
enzymatique en vue de déterminer dans un premier temps le déclenchement
de la réaction avant de suivre I'évolution de Thydrolyse.

4) ACTIVITES OSIDASIQUES DE SCOLYTUS SCOLYTUS.

Les histogrammes de la figure n* 3 figurent les activités osidasiques des
extraits du tube digestif des larves et des adultes de Scolytus scolytus.

Malgré les différences quantitatives les larves et les adultes possédent le
méme équipement osidasique. Sur Vensemble des substrats les activités appa-
raissent toujours supérieures chez les adultes mais il s’agit d’adultes en nutri-
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tion active, alors que les activités enzymatiaques des larves ont été analysées
chez des larves en hibernation, donc en 'absence totale d’activité nutritiale.

Il ressort de ces histogrammes que les larves aussi bien que les adultes pos-
sédent un arsenal osidasique capable d’agir sur les oligosaccharides, les hétéro-
sides et les polysaccharides. Certaines subtances sont cependant plus facilement
hydrolysées, comme le saccharose, le maltose, le raffinose, le B-phényl-D.
galactopyranoside et, parmi les polysaccharides, 'amidon et les hémicelluloses
(hémicellulose B 7, xylane et galactomannane).
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Figure 3: Comparaison des activités enzymatiques respectives des larves de Scolytus
scolytus au cours de la phase de diminution de la nutrition et des adultes de la méme
espéce en phase d’activité nutritiale.

En pointillé : larves de Scolytus scolytus.
En grillagé : adultes de Scolytus scolytus.

L’histogramme A représente les activités sur les mémes substrats que la figure 3

L’histogramme B indique les activités glycosidasiques sur d’autres substrats (Gent:
gentiobiose ; - Phé.-gal = 3 - phényl - D - galactopyranoside ; g8 - phényl - 8 - Phé. - glu:
D - glucopyranoside ; Amyl. pec: amylopectine ; Hémi. B, : hémicellulose B,;; Xylan. 4 b:
xylane 4 bis; Galac- man; galactomannane). . .

Noter les variations trés importantes en fonction du substrat d’une part et entre
larves et adultes d’autre part.
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Les larves, ainsi que les adultes, peuvent utiliser en plus des glucides libres
je la séve élaborée, comme le saccharose et le raffinose, 'amidon des amylo-
plastes et les constituants des parois cellulaires pectocellulosiques composées de
pectines et de diverses hémicelluloses, telles que galactomannanes arabino-
galactanes et xylanes.

En ce qui concerne le pH optimum, le graphique montre qu’aussi bien pour
les larves de Scolytus scolytus en nutrition active que pour celles en arrét de
nutrition, l'activité optimale se situe a pH 5,2 pour l'invertase (activité sur le

saccharose), pour 'amidon et le maltose, ainsi que pour le raffinose (Fig. 4).
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Figure 4: Activités glycosidasiques des enzymes extracellulaires de Scolytus scolytus

et de Scolytus multistriatus (larves) en fonction du pH.

Le pH optimum pour le saccharose est de 5,8 chez les larves des deux espéces, alors
que pour P'amidon, le maltose et le raffinose le pH optimum est situé a 5,2.

Le temps d’incubation en heures est précisé pour chaque courbe (1 h, 5 h, 18 h, 24 h).

Noter la diminution notable de l’activité invertasique (sur saccharose, A) chez les

larves de Scolytus scolytus a la phase d’arrét de la nutrition.

5) ACTIVITES OSIDASIQUES DE SCOLYTUS MULTISTRIATUS.

Nous avons groupé dans la figure n° 5 les histogrammes illustrant les acti-
Vvités osidasiques respectives des larves de Scolytus multistriatus en nutrition
active et des adultes au moment de leur sortie, c’est-a-dire aprés nutrition de
maturation dans le liber riche en glucides.

Ces histogrammes montrent que d’une facon générale les larves et les
adultes possédent le méme équipement osidasique et que les différences d’acti-
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Figure 5: Comparaison des activités enzymatiques respectives des larves de Scolytus
multistriatus en nutrition active et des adultes de la méme espéce au moment de la sortie.
En pointillé: larves de Scolytus multistriatus.

En grillagé: adultes de Scolytus multistriatus.
I’histogramme A montre les variations des activités en fonction du stade évolutit
d’'une part et du substrat d’autre part.
En ordonnées figurent les substrats (Sacch: saccharose; Malt: maltose ; Lact: lacto-
se; Raff: raffinose; Méléz: mélézitose; -mét. glu: - méthyl-D - glucopyranoside;
Amid : amidon; Arab-galac: arabogalactane; Xylane.

vité entre larves et adultes sont trés faibles sur certains substrats, notamment
le maltose, le lactose, 'amidon, l'arabinogalactane et la xylane.

Comme chez Scolytus scolytus, les larves et les adultes de Scolytus
multistriatus disposent des mémes osidases agissant sur des substrats tres
variés, depuis les glucopyranosides du type « (a-méthyl - D - glucopyranoside,
maltose, saccharose, mélézitose) jusqu’aux galactopyranosides du type «
(comme le raffinose) et du type B, comme le lactose. Par leur équipement osida-
sique, les larves et les adultes de Scolytus multistriatus hvdrolysent l’arabo-
glucuronoxylane, en coupant la chaine centrale, composée de B - D - xylopyrano-
syl; il en est de méme pour l'arabinogalactane mais ce substrat est beaucoup
plus difficilement attaqué que certaines autres hémicelluloses. Comme pour
Scolytus scolytus, Vactivité invertasique des larves de Scolutus multistriatus
est optimale entre pH 5,2 et 5,8.

En conclusion : ces deux Scolytidae possédent des osidases trés variées,

— des a-glucosidases qui hydrolysent les oligosaccharides possédant des
liaisons « - glucidiques, tels que maltose, saccharose, mélézitose, P - Nitro-
phényl - «- D - glucopyranoside et «-méthylglucoside :

— des B-glucosidases agissant sur divers substrats comme le 8- phénylglu-
coside et le P - Nitrophényl - 8 - D - glucopyranoside ;

— des a-galactosidases agissant sur le raffinose et le P - Nitrophényl-a-D-
galactopyranoside ; -

— des B-galactosidases agissant sur le lactose et 1’0 - Nitrophényl-8-D
galactopyranoside ; '

Numérisation Société linnéenne de Lyon



— 189 —

— des o -mannosidases agissant spécifiquement sur le P -Nitrophényl-
«a - D - mannopyranoside ;

— des 8- xylosidases agissant sur le P -Nitrophényl- 8- D - xylopyranoside.

— Les deux Scolytidae étudiés se caractérisent par des activités polysaccha-

ridiques assez importantes, notamment sur la pectine,
— Yactivité amylasique est trés élevée chez les adultes de Scolytus scolytus
(75 % ), moins élevée chez les larves en hibernation (33 %) (cf. Fig. 3) ;

— les extraits enzymatiques du tube digestif de ces deux Scolytidae agis-
sent également sur 'hémicellulose B 7, la xylane et la galactomannane
avec une intensité d’hydrolyse relativement importante (Fig. 3) ;

— par contre nous n’avons décelé aucune activité sur la cellulose pure alors

que les activités sur les hémicelluloses sont relativement importantes.

En ce qui concerne l'influenec du pH sur lactivité des polysaccharides, il
est & noter que le pH optimum se situe aux alentours de 6,4 pour la pectine et
l'amidon et entre 5,8 et 6,2 pour la carboxyméthylcellulose, I'hémicellulose B 7
et la xylane.

Nous avons entrepris la séparation de ces osidases par électrophorése sur
un gel de polyacrilamide en forme de plague (7 cm de haut) et & gradient de
concentration (Gradipore Gel, 25 % a 28 %), qui sépare bien les protéines.

Aprés dépdt de 'extrait enzymatique a la surface du gel, nous pratiquons
l'électrophorese avec un courant de 10~ Ampéres, en chambre froide (6°C),
pendant 20 heures et en présence d’un tampon (borate de soude pH 8,3) ; le gel
est ensuite sectionné en bandes verticales.

L’une est colorée avec du Bleu de Comassie, en vue d’obtenir une coloration
de toutes les protéines.

Les autres sont placées dans des tubes avec les substrats chromogénes pré-
cédemment décrits (600 microlitres) et le tampon pH 6 (300 microlitres), puis
mises a incuber a 40° C; la répartition de la coloration jaune (nitrophénol) dans
ces bandes nous indique la position des osidases, qui se présente comme suit :

Substrat Répartition du nitrophénol

PNP-B-D-Glu.

ONP-B-D-Gal.

PNP-o-D-Man.

PNP-B-D-Xyl.

THAUT DU GEL BAS DU GELT

Figure 6: Séparation de certaines glycosidases par électrophorése sur gel de polyacry-
lamide.

PNP-3--D-Glu. : P - Nitrophényl- 8- D - glucopyranoside; ONP- 3-D-Gal. : O-
Nitrophényl - 8 - D - galactopyranoside ; PNP - o - D - Man. : P - Nitrophényl - ¢ - D - mano-
pyranoside; PNP - 8- D - Xyl.: P - Nitrophényl - B - D - xylopyranoside.

Notons la localisation de certaines osidases.

Ce schéma nous permet de tirer les conclusions suivantes :
— dans le cas du P -Nitrophényl - 8- D - glucopyranoside nous avons deux
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bandes de nitrophénol correspondant & deux S -glucosidases de migra-
tion différente ;

— dans le cas de 'O - Nitrophényl - 8- D - galactopyranoside il existe égale.
ment deux bandes jaunes individualisant deux S - galactosidases
distinctes ;

— dans le cas du P - Nitrophényl - « - D - mannopyranoside nous n’observons
qu'une seule bande jaune trés large qui renferme vraisemblablement
plusieurs o -mannosidases de migration légérement différente ;

— dans le cas du P-Nitrophényl-g8-D -xylopyranoside la bande jaune
également trés large contient vraisemblablement plusieurs B - xylosi-
dases qui migrent de facon trés voisine,

Sur la bande de gel développée au Bleu de Comassie, nous avons pu recon-
naitre la position approximative de certaines osidases mais nous n’avons pas
procédé a leur purification.

Nous nous réservons de revenir ultérieurement sur ce sujet pour isoler ces
osidases, déterminer leur poids moléculaire et étudier leur cinétique enzyma-
tique.

6) INTERVENTION DES OSIDASES DANS LE PROCESSUS DE LA NUTRITION.

Il ressort de nos recherches que les larves et les adultes de Scolytus scoly-
tus F. et Scolytus multistriatus Mars. possédent un arsenal osidasique capable
d’hydrolyser un grand nombre d’oligosaccharides, d’hétérosides et de polysaccha-
rides.

Le liber, I'aubier et I'écorce sont riches en composés glucidiques, aussi bien
en glucides libres solubles gu’en glucides plus complexes constitutifs du bois,
tels que les arabinogalactanes, les araboxylanes, les xylanes, les celluloses, les
hémicelluloses, 'amidon et la pectine. Ce sont les glucides libres hydrosolubles
de la séve élaborée qui jouent le rdle essentiel dans le processus de maturation
des adultes, puisqu’a ce stade les insectes pratiquent leur nutrition sur les pous
ses terminales particulierement riches en glucides solubles.

Du point de vue physiologique, la nutrition de maturation des adultes repré-
sente une phase trés importante car c'est grice a elle que les adultes peuvent
acquérir leur maturation sexuelle, marquée par la pigmentation définitive, e
devenir ainsi aptes a la fécondation et a la ponte.

Signalons qu’a c6té des glucides, les constituants phénoliques jouent eux
aussi un roéle métabolique dans l'apparition de la pigmentation mais nous n’étu-
dierons pas ici ces constituants qui n’entrent pas dans les limites de notre sujet.

Chez les larves également nous observons des activités glycosidasiques
intenses, aussi bien sur les oligosaccharides ou les hétérosides (8- phényl-D-
galactopyranoside par exemple) que sur certains polysaccharides comme lami-
don, la pectine et la carboxyméthylcellulose.

Du fait de la structure trés complexe du bois et du liber, leurs éléments ne
peuvent pas étre hydrolysés avec la méme intensité, ce qui se traduit par une
action trés variable des glycosidases, plus active sur certains substrats et plus
faible sur d’autres.

Au moment ol les particules de bois pénétrent dans l'cesophage, les osides
ne subissent pas de dégradation car a4 ce niveau il n’existe pas de sécrétions
glycosidasiques mais une simple régurgitation vers l'cesophage des enzymes
élaborées dans la poche gastrique. L’activité digestive la plus intense se loca-
lise dans la poche gastrique et la portion tubulaire de l'intestin moyen ; c'est
au moment ou les particules de bois pénétrent dans cette zone que les osides se
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trouvent soumis & l'action des enzymes. Les glucides les plus simples (comme le
saccharose), trés rapidement attaqués et assimilés, constituent les éléments
dynamiques de Iénergie métabolique. En revanche, les glucides les plus
complexes (hémicelluloses et xylanes par exemple) ne pourront étre hydrolysés
donc utilisés que plus tardivement et I'insecte n’en pourra tirer un apport éner-
gétique que dans une phase ultérieure. Il faut noter par ailleurs que si les adul-
tes et les larves de Scolytus scolytus F. et Scolytus multistriatus Mars. peuvent
utiliser les oligosaccharides, les hétérosides et certains polysaccharides, d’autres
polysaccharides restent inassimilables (celluloses). C'est ainsi que du fait de
Jeur structure 'amidon et la pectine se trouvent plus facilement attaqués que
certaines hémicelluloses comme par exemple la xylane, puisque lactivité sur
ce substrat est nettement inférieure a lactivité de I'amylase. Il existe donc une
spécificité glycosidasique malgré les fluctuations enregistrées selon le stade évo-
lutif (larve, adulte) et 1’état physiologique (nutrition active ou arrét nutritial
pendant la période d’hibernation).

Les hydrates de carbone jouent un réle de premier plan dans I'évolution des
larves et des adultes de ces deux espéces de Scolytus, qui sont absolument inca-
pables de se développer sur du bois ayant perdu toutes les propriétés physiques
et chimiques des arbres en séve, car il ne s'agit pas d’espéces appartenant au
groupe des insectes du complexe saproxylique. Les travaux précédents de
CHararas et Courrors (1963) ont montré que divers Scolytidae spécifiques des
Coniféres possédent un équipement enzymatique capable d’agir sur de nom-
breux substrats comme c’est le cas d’Ips typographus, de Carphoborus minimus
et de Scolytus intricatus entre autres. Il a été démontré par ces auteurs qu'un
Scolytidae (Carphoborus minimus) posséde des activités trés élevées sur le
saccharose, le maltose et la carboxyméthylcellulose (72 %), alors que sur l'ara-
boglucuronoxylane l'activité reste trés faible (12 ). En reégle générale, tous
les Scolytidae étudiés par ces auteurs montrent des activités osidasiques compa-
rables a celles de Scolytus scolytus et Scolytus multistriatus.

Si les hémicelluloses, I'amidon et la pectine sont facilement hydrolysés par

les Scolytidae, par contre la cellulose n’a jamais pu étre hydrolysée par les
extraits enzymatiques des Scolytidae étudiés jusqu’ici, alors qu’elle est hydro-
lysée fortement par certains Cerambycidae, notamment Phoracantha semi-
punctata et Ergates faber, insectes qui peuvent survivre sur cellulose pure pen-
dant trés longtemps, en provoguant une hydrolyse partielle de ce substrat.
| Les activités enzymatiques de Scolytus scolytus et Scolytus multistriatus
| nous montrent que ces deux insectes, vivant dans la partie du liber riche en
‘ glucides, peuvent néanmoins utiliser, comme les autres Scolytidae, aussi bien les
.E glucides libres que les glucides liés (polysaccharides).
Quant a lorigine de ces osidases, les recherches précédentes (CourTOIS et
' CHARARas, 1965) ont montré que Pinhibition de divers microorganismes a I'aide
" d'antibiotiques & large spectre (chloramphénicol, tétracycline, hamyecine, nysta-
tine) ne modifie que peu les activités osidasiques, celles-ci étant essentiellement
le fait des sécrétions du tube digestif. Nous envisageons d’ailleurs, dans des
recherches ultérieures, d’isoler les microorganismes du tube digestif et de tester
leurs activités osidasiques afin de déterminer s'ils participent a la digestion
du bois.

Laboratoire de Zoologie, Biologie Animale et d’Ecologie,
r Institut National Agronomique, 16, rue Claude-Bernard, 75005 Paris.
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