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Question [-B-9 : A partir de la séquence génomique de I'’ADNr 18S ci-dessous, déterminer des amorces
potentielles pour amplifier une portion de géne que vous préciserez également. Expliciter votre raisonnement

et les paramétres qui ont guidé votre choix des amorces.

>Microbiote Eucaryote photosynthetique de Symsagittifera rosco

ffensis Pontusval Brignogan sequence partielle ADNr 18S 1856b
TACGCTTGTCTCARAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACTGCTTATACTGTGARA
CTGCGAATGGCTCATTARATCAGT TATAGT TTATTTGATGGTACCTACTACTCGGATAAC
CGTAGTAATTCTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTCTGGAAGGGACGTATTTAT
TAGATTTAAGGCCAACCGAGCTTGCTCGTCTCTTGGTGAATCATGATAACTCCACGAATC
GCATGGCCTCGCGCCGGCGATATTTCATTCARAT T TCTGCCCTATCAATTGGCGATGGTA
GGATAGAGGCCTACCATGGTGT TAACGGGTGACGGGGGAT TAAGGTTCGATTCCGGAGAG
GCAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCARATTACCCAATC
CTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTTCTTAAGTCTGGTAATTG
GAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCGGE
AGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATT TAAGT TGTTGCAGTTAAAAAGCTCGT
AGTTGGATTTCGGATGGGATTTGCCGGTCCGCCTTTGAGGTGTGCACTGGTAGGTCCTAT
CTTGTTGTCGGGGACTAGCTCCTGGGCTTCACCTGT TCCGGGACCTAGGAGCCGGACGAA
GTTACTTTGAGTARATTAGAGTGTTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGAATATATTAGCATGG
GAATAACACGATAGGACTCTGGCTTATCTTGT TGGGTCTGTGAGACCAGAGTAATGATTA
AGAGGGACAGTCGGGGGACATTCGTATTTCATTGTCAGAGGTGARATTCTTGGATTTATG
ARAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGTCAAAGGATGTTTTCATTAATCAAGGAACGARA
GTTGGGGGCTCGAAGGACGATTAAGATACCGGTCCCTAGTCTCAACAATARRACGATGGL

AGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAG
CCTGCGGCTTAATTTGACT CAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAGACATAGTGAGGATT
GACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGG

Réponse a la question I-B-9

Nombre de nucléotides de 'amorce : 10-25 nucléotides

Amplicon de 600 nucléotides puisqu’on travaille sur I’ADNr micro-algal
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Rapport GC/AT pour la stringence : un oligonucléotide riche en GC permet de travailler a des températures

d’hybridation plus élevées

Question I-B-10 : Expliquer le réle de chaque fraction du mélange réactionnel

Réponse a la question I-B-10
Les réponses attendues doivent étre en lien avec les connaissances en enzymologie

Polymérase : enzyme qui catalyse la formation de liaisons phosphoester entre la séquence génétique en

formation et les dNTPs
dNTPS : substrats de la polymérase, ajoutés a la séquence génétique en formation
MgClz : cofacteur de la polymérase

Milieu tampon de I'enzyme ; cf connaissances en enzymologie : conditions pH et conditions ioniques —
conformations de la protéines — spécificité et affinité de substrat — spécificité et efficacité de réaction

Tampon de charge : permet que le mélange déposé tombe au fond du puits d’électrophorése

(Traceurs colorés : contréle de la migration lors de I'électrophorése ; non exigé)

Question I-B-11 : Quel protocole allez-vous réaliser pour répondre a la question posée, a savoir l'identification
des partenaires de I'holobionte, en ne vous servant strictement que du matériel indiqué ci-dessus ? Vous

répondrez a cette question en générant un schéma explicatif de ce protocole.

Réponse a la question I-B-11
3 controles : 3 microtubes

Chaque couple d’amorces est testé sur les 3 organismes, ver adulte / ver juvénile / algue, soit 9 microtubes

au total.

Afin de pallier les imprécisions de pipetage, I'équivalent d’'un 1/2 microtube est ajouté pour chaque eppendorf

contenant 1 pré-mélange réactionnel :

27 uL d’amorce AMi (AM1 dans un tube a partir des 30 pL fournis, AM2 dans un 2™ tube, AM3 dans un 3me
tube) + 45 uL de Mix a partir des 150 uL fournis

Chaque pré-mélange réactionnel est réparti dans 4 microtubes (16 uL), puis est ajouté a chaque microtube,
soit 4 uL d’eau de mer pour les contréles, soit 4 uL de matrice biologique (de ver adulte, de ver juvénile ou

d’algue)

Chaque couple d’amorces est testé sur chacun des 3 organismes, soit 9 combinaisons donc 9 réactions de

PCR dans 9 microtubes au total.
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- 3 microtubes contiendront 4 uL de matrice du ver adulte
- 3 microtubes contiendront 4 uL de matrice du juvénile

- 3 microtubes contiendront 4 uL de matrice microalgue

Ainsi, 1 tube eppendorf contiendra 10 uL « Mix » et 6 uL amorces ADNr pour 3 matrices différentes

1 10 pL mix
réaction 6 pL amorces
PCR 4 pL matrice

Réalisation de 3 mélanges pré-réactionnels dans les 3 eppendorfs

fournis
5 ‘B 5 ‘B + ‘B
27 uL amorces 1 27 pl amorces 2 27 uL amorces 3
45 pl mix 45 pL mix

45 pl mix

M M /

16 uL de mélange pré-réactionnel dans chaque microtube PCR
|

[ /'\ ///‘
/J\ /+\ |

2 Tt T 2 —s — —a - » & . ——

+F SIS I I T eI eI eSS eI S e

‘\’

& « -~ - -~ -~ ~ -~ ~ -~ - -

4uL 4pL 4pL 4pul 4pul 4pl 4pul 4uldpul 4ul 4pul 4pul
VA V] A cC VA VI A cC VA VI A C

VA/VIJ/A : matrice biologique de vers adultes/vers juvéniles/algues
C : contrdle eau ultrapure

Comme I'énoncé le demandait, il était attendu un schéma...
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Question I-B-12 : Comment auriez-vous pu améliorer I'expérience si vous aviez pu disposer de plus de 12
microtubes de PCR ?

Réponse a la question I-B-12

Faire des dupliquas

Vous devez préparer les mélanges PCR puis appeler les examinateurs pour qu’ils récupérent vos
microtubes. Attention de bien les annoter, vos tubes étant mélangés a ceux des autres candidats de

votre salle dans la machine PCR.

La durée totale de I’'amplification est d’environ 55 minutes pour 25 cycles de PCR. Les départs des

machines PCR vous sont indiqués sur le tableau de salle.

Les examinateurs vous rapporteront vos échantillons a la fin du programme de PCR.

Vous disposez alors d’'un gel d’électrophorése d’agarose a 1%, avec 13 puits disponibles.

Ce gel contient déja du « gel-green », une substance non toxique permettant de visualiser '’ADN a 488 nm.

Avant de déposer sur gel, vous devez ajouter dans chacun de vos microtubes PCR 10 uL de tampon de
charge. Vous pouvez alors déposer 20 uL du mélange PCR/Tampon de charge sur le gel a votre disposition
dans la cuve. Vous prendrez également soin de déposer un marqueur de taille, qui est a demander aux
examinateurs ; il est commun a I'ensemble de la salle, veillez donc a vous désinfecter les mains avant
utilisation. Une fois le dépdbt réalisé, vous appellerez un examinateur pour qu’il procéde au lancement de

I'électrophorése (durée d’environ 30 minutes).

Alissue de I'électrophorése, votre gel sera visualisé et évalué par les examinateurs ; la suite du TP se fait
sur une photographie « type » des résultats que vous devriez obtenir. Cette photographie « type » est a
demander aux examinateurs de salle lorsque vous avez fini de déposer sur votre gel, et a coller dans I'encadré
de la question I-B-15.

Question I-B-13 : Quelle est la signification du « 1% » dans le protocole ? Qu’est-ce qu’aurait induit plutét

I'utilisation d’un gel a 2% ?

Réponse a la question I-B-13
1% = 1g d’agarose pour 100 mL de tampon de migration

Plus on augmente le % donc la quantité d’agarose, plus le maillage est serré et plus on augmente le pouvoir
de séparation. En augmentant le % du gel d’agarose on sépare plus facilement des fragments d’ADN de taille

proche. Dans un gel de plus faible pourcentage, ces fragments ne seraient pas séparés.
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Question |-B-14 : Expliquer le principe d’'une électrophorése. Vous réaliserez un schéma de la cuve

d’électrophorése, en indiquant notamment anode et cathode.

Réponse a la question I-B-14

Séparation en fonction de la taille des fragments, ces derniers migrant dans un maillage : plus ils sont petits,

plus ils migrent loin.

La charge massique est constante, c’est donc I'encombrement lors de la migration qui permet de séparer les

molécules

Migration dans un champ électrique : '’ADN étant chargé négativement, il migre vers le péle +, qu’il faut donc

placer a I'opposé des puits de dép6t.

La migration de molécules biologiques chargées (ions) dans une matrice appropriée - dans le cas présent un
gel d’'agarose immergé dans un électrolyte (= un tampon de migration) - n’est possible que dans un champs
électrique établi entre 2 électrodes (I'anode (pble + vers lequel migrent les anions, d’ou le nom) et la cathode
(pOle — vers lequel migre les cations, d’ou le nom) et créé par un générateur. L’ADN étant chargé négativement
(anion), il migre vers le péle + ('anode). Au cours de la migration (déplacement imposé par le champs
électrique), la séparation se fait en fonction de la taille des fragments d’ADN amplifiés migrant dans un maillage

défini : plus ils sont petits, plus ils migrent loin car les plus grands ont une progression ralentie par le maillage.

Question I-B-15 : Quels sont les résultats attendus pour les 3 contréles que vous avez effectués ? Schématiser

ces résultats a la suite de la photographie.

Réponse a la question I-B-15

Rien au niveau des contrbles, pas d’amplification, ce qui montre que les amorces sont spécifiques des
matrices biologiques, et qu’il n’y a pas d’amplification de matériel autre que les vers (ce qui était a craindre vu

que les cultures n’étaient pas axéniques).

Il suffisait donc d’ajouter 3 colonnes « vides » aux 3 tailles définiées, a droite de la photo du gel...

Question [-B-16 : Analyser les résultats obtenus (en partant du principe que vos contréles sont vérifiés), en
revenant éventuellement sur vos analyses biochimiques (colorations), I'objectif étant toujours de tester

I'hypothése de I'existence d’un 3™ partenaire procaryote dans I'nolobionte

Réponse a la question I-B-16
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Adultes Juv. non symb. 'T. convolutae
Taille (pb)
5000 et -~ ——
3000 Nl - — -—
e mammms
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1790 p Ry B

R1/11 : confirmation des résultats de microscopie, a savoir partenariat ver / algue

R2/12 : Ajout d’'un nouveau partenaire, procaryote. Présence de ce partenaire dans les 3 populations, on ne
peut pas conclure sur I'ensemencement initial.

Certains candidats peuvent avancer 2 hypothéses, tout a fait justifiées :
Hypothése 1 : le milieu n’est pas stérile, donc il s’agit de bactéries présentes dans le milieu (non axénique)

Hypothése 2 : il s’agit de 'amplification de 'ADN chloroplastique, présent dans les algues. Cette hypothése
aurait pu étre vérifié¢e en menant I'expérience également sur des vers juvéniles dépourvus d’algues.
Expérience complémentaire au TP : les vers juvéniles dépourvues d’algues sont positifs pour la présence de

ces bactéries, donc hypothése 2 invalidée, reste I'hypothese 1.

Retour sur les colorations : il faut que les réponses soient logiques ; si les candidats ont vu des bactéries ou
non...

Parfois accumulation d’observations sans interprétation par rapport aux questionnements posés. Attention a
bien raisonner avec une démarche. Par exemple ici, on s’intéresse d’abord a la question des algues, puis a la
question du microbiote. Il faut générer une étude de documents avec une démarche de résolution de

questionnement, et non faire seulement une lecture du document puis des interprétations floues.

Certains candidats ont pu étre troublés par des résultats souvent discordants entre la coloration de Gram (peu
ou pas visible) et le test PCR positif avec les amorces procaryotes. Dans ce cas, il était simplement attendu

des candidats qu’ils notent cette discordance et tentent éventuellement de I'expliquer...
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Partie Il : Analyses métaboliques du partenariat ver-algues

L’analyse de I'incorporation des algues par le ver montre que si cette derniére ne se produit pas dans les 15
jours de vie du ver, celui-ci meurt. En effet, une analyse histologique du ver montre que bouche et pharynx se
ferme a ce moment-la. Ainsi se pose la question de la survie de chaque organisme (nous ne considérerons
dans cette partie que I'h6te animal et les algues) au sein du partenariat, de leurs métabolismes respectifs,
ainsi que des échanges entre eux.

Nous nous proposons ainsi de réaliser des analyses métaboliques sur les 3 populations suivantes : les
vers juvéniles, les vers adultes et les algues libres.

Voici les outils dont vous disposez avec tout le matériel nécessaire a leur utilisation. Les fiches techniques

renvoyant a leur utilisation sont en en annexes :

- Annexe 2 : Spectrophotomeétre (le planning de passage a ce poste vous est indiqué sur le tableau
de salle). Des feuilles d'épinard sont a votre disposition, comme végétal de référence. Il vous est
rappelé le schéma suivant, I'analyse se faisant dans le visible.

Lumiere invisible Lumiére Lumiére invisible

LUMIERE | INRRA
ROUGE
I |

200 . 480 7180 800

- Annexe 3 : Chromatographie sur papier ; mise a disposition de feuilles d’épinard comme végétal de
référence

- Annexe 4 : Coloration a I’eau iodée

Question II-1 : Identifier les questionnements qui pourraient étre résolus a I'aide de chaque outil proposé, dans
I'objectif d’analyser le fonctionnement du partenariat ver-algues.

Réponse a la question II-1

Manipulations pas forcément difficiles, mais qui demandent les compétences suivantes :

- la compréhension des outils et techniques utilisées

- le respect d’un protocole

- la connaissance et la compréhension de notions fondamentales (couleur / pigment / photosynthése)

- la capacité a confronter des résultats expérimentaux a des documents de référence
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Spectrophotométre : mise en évidence des longueurs d’onde d’absorption maximale, en ajoutant comme

controle des feuilles d’épinard. Mise en évidence que I'absorbance maximale des vers adultes est dans la
longueur d’'onde de la chlorophylle, ce qui fait poser I'hypothése de cette molécule, avec un mécanisme de

photosynthése oxygénique équivalent a celui des Angiospermes.

Chromatographie sur papier : mise en évidence des molécules / pigments impliqués dans I'absorption

lumineuse, toujours avec I'épinard comme contrdle ; encore un argument en faveur de I'hypothése que c’est
bien le pigment chlorophylle qui permet I'absorption lumineuse, et qui est a l'origine d’'un mécanisme de
photosynthése oxygénique, Oz qui est mesuré par la sonde a Oa.

Coloration a 'eau iodée : mise en évidence de la présence d’amidon. D’apres les publications, 37 a 58% du

CO:2 fixé par I'algue passe aux cellules du ver, sous forme d’acides gras, de stérols. Si les individus sont placés
a l'obscurité pendant plusieurs heures en amont de la manipulation, on observe une diminution de la quantité

d’amidon = consommation par I'algue et/ou le ver (non réalisé au cours du TP).

[I-2 : Etudes ExAQ

Cette manipulation ne sera pas réalisée au cours de ce TP pour des raisons pratiques.

Il vous est ainsi fourni directement les résultats, pour des vers adultes, des vers juvéniles, et des algues,

placés alternativement a la lumiére et a I'obscurité.

Etudes sur les vers adultes :
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Etude sur des algues :

https://www.svt-lycee-elorn.ovh/ver roscoff.php
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Microalgue verte (Tetraselmis convolutae) - Exao - Sonde 02 retournée - Algues a |'obscurité depuis 12h

Question II-2-a : Quelle est la signification de « EXAO » ? Quel est le principe de cet outil ?

Réponse a la question II-2-a

L’Expérimentation Assistée par Ordinateur (ExAQ) ne differe pas fondamentalement de I'expérimentation telle
qu'elle était menée classiquement avec divers instruments de mesures et appareils de laboratoire, mais

l'incorporation de l'ordinateur dans une chaine de mesure apporte de nombreux avantages.

L'acquisition des données peut étre automatisée, les résultats des mesures peuvent étre sauvegardes

aisément et traités par divers outils logiciels. De plus, la présentation des résultats sous forme graphique est
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considérablement simplifiée ce qui en facilite I'analyse et I'exploitation pédagogique. Enfin, compte tenu des
possibilités de communication entre logiciels différents fonctionnant sur une méme interface utilisateur
comme WINDOWS, les données peuvent étre facilement exportées vers un tableur, un traitement de texte ou

un logiciel de présentation multimédia.

http:.//www.snv.jussieu.fr/lbmedia/ATP/principe.htm

Question 1I-2-b : Que déduisez-vous des résultats obtenus a 'ExAO, toujours dans I'objectif d’analyser le

fonctionnement du partenariat vers-algues.

Réponse a la question II-2-b

Les résultats vers versus algues sont interprétables uniquement qualitativement, la quantité de pigments
n‘ayant pas été évalué. En ce qui concerne les résultats concernant les seuls vers, une analyse quantitative

est par contre possible (mais inutile !).

La synthése de O2 ne se produit que chez les vers adultes verts, et non chez les juvéniles blancs -> partenariat
fonctionnel, mise en place d’une autotrophie au C. Cela signifie que la photosynthése de I'holobionte dépasse

ses dépenses respiratoires.

Inversement, le partenariat procure sans doute une autotrophie a I'N a l'algue, a partir des cristaux d’acide

urique du ver (visibles au microscope polarisant en lumiére polarisée analysée).

Attention a ce que les candidats déduisent l'intensité photosynthétique nette, par prise en compte de la

consommation de Oz lors de la respiration (qui ne s’arréte pas quand il y a photosynthése !)

Bonus : a noter que ce n'est pas parce qu’il y a un arrét brutal de la lumiére qu’il y a un arrét brutal de la

synthése de Ox...

[I-3 : Etudes au spectrophotométre

Question [I-3-a: Vous rappellerez le principe de fonctionnement d’'un spectrophotométre, ainsi que les

précautions a prendre pour que les résultats obtenus soient interprétables.

Réponse a la question IlI-3-a

Utilisation de la loi de Beer-Lambert qui relie 'absorbance a une concentration, qui peut ainsi étre déterminée

par cette technique.

Utilisation d’'un blanc, ici de I'eau de mer / absorbance strictement inférieure a 2 ; si non, dilution nécessaire

Question I-3-b : Aprés avoir noté dans le cadre suivant les manipulations que vous envisagez au
spectrophotomeétre, vous les réaliserez (le protocole détaillé vous est présenté en annexe 2), puis noterez les
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résultats et les interprétations que vous déduisez, toujours dans I'objectif d’analyser le fonctionnement du

partenariat vers-algues.

Réponse a la question II-3-b
Réalisation d’'un spectre d’absorption dans le visible pour les 2 populations (3-4 mesures suffisaient)

Pics d’absorption a 450 et 650nm pour les vers adultes verts, pic d’absorption a 460 nm pour les vers juvéniles

blancs (décalage vers les longueurs d’onde jaune-orange) = différence dans les pigments pour les 2 individus.
Pics identiques pour I'épinard et les vers adultes

Interprétation : ce sont les mémes pigments qui absorbent la lumiere naturelle chez les vers adultes / les
algues / I'épinard : en utilisant des pré-requis, hypothéses sur chlorophylles, xanthophylles et caroténoides,

testés ensuite par chromatographie.
Les candidats ont parfois fait des raisonnements quantitatifs, ce que ne permettait pas la manipulation.

Certains candidats n’ont fait des mesures qu’aux longueurs d’onde d’absorption maximales des chlorophylles,
ce qui ne leur a pas permis de mettre en évidence des pics d’absorption, et donc de comparer qualitativement

les différents matériels.

[I-4 : Etudes par chromatographies

Vous disposez pour cette partie :

- D’un systéme de chromatographie pouvant contenir une bande de papier sur laquelle peut étre
analysé un dépdbt
- De 50 mL d’éluant de chromatographie (90% éther de pétrole, 10% acétone)

Attention a bien manipuler avec des gants, et a ne surtout pas verser d’éluant de chromatographie

dans I’évier ; vous disposez de poubelles de salle prévues a cet effet.

Le protocole détaillé vous est présenté en annexe 3.

Question ll-4-a : Rappeler le principe de la chromatographie

Réponse a la question II-5-a

Technique pour séparer les constituants d’'un mélange ; les molécules a séparer sont entrainées par un fluide
(liquide ou gaz) que I'on appelle la phase mobile. Elles interagissent ou au contraire n’interagissent pas avec
un support (matrice) fixe (solide ou liquide fixé) que I'on appelle la phase stationnaire ; il y a donc une
distribution ou partition des composants entre ces 2 types de phase. Le flux du fluide vecteur étant continu,
c’est la rétention plus ou moins longue des différentes molécules sur le support fixe qui va les séparer les unes

des autres.
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Question II-4-b : Quelles sont les caractéristiques d’une chromatographie sur papier ?

Réponse a la question II-4-b

Séparation des molécules selon quel paramétre ? (la séparation se fait grace a des différences de solubilité

entre les 2 phase ; elle se fait entre 2 liquides bien qu’un des 2 soit adsorbé a un support.

Chromatographie de partage

Liquide fixé/liquide mobile

Solvant aqueux / solvant organique

Chromato- [ A;sﬁ ] [ &Q ]

gramme
o

= phase stationnaire
chromatoplaque

| atmosphére saturée
\ en vapeur de solvant

\ - emplacement des dépots

L | \ -1 solvant = phase mobile

@

: PARTAGE

Question IlI-4-c : Aprés avoir noté dans le cadre suivant les manipulations que vous envisagez par
chromatographie, vous les réaliserez, puis noterez les résultats et les interprétations que vous déduisez dans
les cadres suivants, toujours dans l'objectif d’analyser le fonctionnement du partenariat vers-algues.
Attention, les résultats de votre chromatographie doivent étre joints a votre copie (collés/scotchés)

pour évaluation.

Réponse a la question II-4-c

32



NOM : Prénom : Salle :

CHROMATOGRAPHIE ASCENDANTE Feuille verte Yer adulte Microalgue verte
Séparation des pigments photosynthétiques (Géranium) (S.roscoffensis) (T.convolutae)

| !
Papier ‘

Front de J Watmann
ﬂgs:::l::t_. Béta caroténe
(10%)
+ soluble

Xanthophylles
(10%)

Chlorophylle a |
(60%) ﬁ p

Chlorophylle b ! !
(20%) \
- soluble

Migration des pigments selon leur
solubilité dans le solant

Tiche initiale

lvant organique 6 &
Acétone, alcool) R o

Eprouvette en verre l e

4 taches sur la bande de la feuille d’épinard correspondant aux chlorophylles A et B, aux xanthophylles et au

caroténe.

Mise en relation avec les résultats obtenus au spectrophotométre : confirmation.

II-5 : Etudes de colorations & I'eau iodée

Question 1l-5-a : Quel est I'intérét de traiter les vers a 'alcool avant la coloration ?

Réponse a la question II-5-a

[l n’était pas demandé un « savoir », trés peu présent dans une épreuve de travaux pratiques ; la manipulation
sans alcool pouvait étre réalisée par les candidats, ils pouvaient ainsi déduire que la fonction principale du

traitement a I'alcool était de fixer les vers a la lame...

Question 1I-5-b : Vous réaliserez les manipulations précitées, puis noterez les résultats et les interprétations
que vous déduisez dans les cadres suivants, toujours dans I'objectif d’analyser le fonctionnement du
partenariat vers-algues

Réponse a la question II-5-b

Mise en évidence de grains d’amidon uniquement chez les adultes verts (il était donc absolument nécessaire
de faire la manipulation avec des juvéniles : certains ayant déja quelques algues, les colorations s’y limitaient).
Hypothése du transfert de 'amidon depuis les algues vers les vers (des colorations sur des adultes placés a

33



NOM : Prénom : Salle :

I'obscurité pendant 24/47/72h ont été réalisées pour mettre en évidence ce potentiel transfert; aucune

modification a été observé, mémes a 72h).

1I-6 : Bilan

Question |l-6-a: Reéaliser un bilan écrit, puis un bilan schématisé, de I'ensemble des résultats et
interprétations, de telle sorte a répondre au questionnement initial sur les métabolismes et échanges

métaboliques entre les différents partenaires.

Réponse a la question II-6-a

L’étude d’ExXAQ permet de démontrer que le métabolisme du ver-algue est identique au métabolisme de I'algue

seule, métabolisme absent des vers juvéniles blancs, quant a la production de O2 paralléle a la consommation

de CO2, ce qui rappelle le mécanisme de photosynthése de I'élodée ou du géranium.

L’étude au spectrophotométre montre que le spectre d’absorption du ver-algue est identique au spectre

d’absorption de I'algue, témoignant de pics a des longueurs d’onde de 430 et 660 nm, longueurs d’onde

d’absorption des chlorophylles comme en témoigne I'Elodée. L’étude biochimique de chromatographie

confirme que c’est sans doute un mécanisme similaire a celui de la photosynthése du géranium, le profil de la

séparation des pigments étant identique.

Enfin, la coloration a I'eau iodée des individus montre que l'issue de cette photosynthése est identique a celle

des organismes végétaux, soit la synthése d’amidon dans les algues. Nous pouvons faire I'hypothése que cet
amidon est, au moins en parti, transféré au ver. Ainsi, le partenariat a induit le fait que le ver devienne, au
cours de I'évolution, autotrophe au C, comme les algues qui lui sont associées.

Il est a prévoir que des transferts inverses, du ver vers les algues, existent.
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Gly_unt (amidon,
Sérine mannitol)
Glutamine
urique ? P NHg
< Acides gras,
C. ROSCOFFENSIS T. CONVOLUTAE

Acta Bot. Gallica, 2000, 147 (4), 323-331.

Fig. 2.- Echanges trophiques entre Convoluta roscoffensi chior DCM!
%‘med -méthyl-urée, inhibiteur de la pholosymh:: ses n'*:‘::‘s) ( u:d E.ni r:xz‘r;l:::l:teasymbmse :lg:'e-llanverlébré i Belle-Isle-en-Mer : Ia pla-

Fig. 2.- Trophic exchanges t ) Convoluta ff -atsand its algal symbionts (DCMU : 3
dichlorophenyldimethylurea, a photosynthesis inhibitor; *-*: inhibition)

par Marc-André Selosse

La plupart des candidats est allée jusqu’a ce niveau du TP, mais n’a rien écrit ou schématisé. D’apres leur
copie, ils avaient pourtant répondu a plusieurs questionnements. Il est dommage de ne pas arriver a en faire,

au moins en partie, une synthése en fin de travail.

Question 1I-6b : Quelles expériences complémentaires proposeriez-vous pour compléter ces bilans ?

Réponse a la question II-6b
Test des acides gras, des autres sucres que I'amidon, des acides aminés

Test des composés microbiotiques (DMNS, acides uriques, etc.)

FIN DE L’EPREUVE

Merci a Mr Xavier BAILLY, de la station biologique de Roscoff.

35



NOM : Prénom : Salle :

Annexe 1 : Utilisation de la lame KOVA

Une lame KOVA®

Les lames KOVA® comportent chacune 10 puits de comptage a usage unigue. Chaque puits a une capacité

de 6,6 L et porte une grille comportant 9 grands carrés, chacun découpé en 9 petits carrés :
les 9 grands carrés contiennent au total 1 yL ;
- 1 grand carré formé de 9 petits carrés contient 0,1 uL ;

- 1 petit carré contient 0,01 pL.

En jaune, un grand
carré composé de 9
petits carrés.

Chaque petit carré mesure 330 um de cété. La profondeur du puits de comptage sous la grille est de
100 um.

Remplir le puits avec une suspension au préalable homogénéisée en appliquant le cone dans I'encoche :

Aprés comptage, il est recommandé de barrer au feutre le puits pour éviter toute réutilisation.
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Annexe 2 : Analyses au spectrophotomeétre

Réalisation du broyat de vers pour analyses de spectrophotométrie

Prélever une 20aine de vers adultes et les déposer dans un mortier : afin de faciliter le prélevement des
vers, vous pouvez générer des ondes dans le milieu les contenant (par tapotements), ce qui les fait

descendre et donc se concentrer.

Retirer un maximum d’eau de mer de sorte que les vers soient le plus concentré possible
Ajouter un peu de sable de Fontainebleaux, ainsi que 10 mL d’éthanol

Broyer a I'aide du pilon

Filtrer a I'aide d’'un Erlenmeyer équipé d’un entonnoir dans lequel sera déposé un filtre a café

Récupérer le filtrat en vue de procéder a des analyses de spectrophotométrie

Réalisation du broyat d’épinard pour analyses de spectrophotométrie :

Hacher grossierement la totalité des feuilles d’épinard fournies a I'aide d'une paire de ciseaux.

Placer les feuilles hachées dans un mortier, et les broyer avec du sable de fontainebleaux et 10 mL
d'éthanol.

Filtrer le broyat dans un Erlenmeyer équipé d'un entonnoir dans lequel sera déposé un filtre a café.

Récupérer le filtrat en vue de procéder a des analyses de spectrophotométrie

La notice technique de chaque spectrophotométre est affichée a coté de I'appareil.

Ne pas hésiter a diluer le filtrat obtenu si ’'absorbance est trop élevée.

Attention, la pulpe d’épinard (broyat) servira a la manipulation de chromatographie : ne pas la jeter
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Annexe 3 : Analyses par chromatographie sur papier

Précautions générales :

- Eviter de trop toucher la bande de papier & chromatographie, la saisir par ses extrémités.
- Manipuler avec des gants

- Ne pas verser d’éluant de chromatographie dans I'évier ; vous disposez de poubelles de salle prévues
a cet effet.

Tracer un trait au crayon papier a 2 cm de I'extrémité de la bande de papier

Y déposer un ver et I'écraser a 'agitateur en verre : attention de ne déposer que le ver, déposer un minimum
de liquide ; laisser sécher la bande.

Renouveler cette opération 3 ou 4 fois jusqu’a obtenir une tache sur le papier a chromatographie

Placer la bande de chromatographie dans la colonne, contenant suffisamment d’éluant pour que le papier
s’imbibe d’éluant, SANS que la tache de contacte I'éluant.

Afin d’éviter les vapeurs d’éluant, fermer la colonne et la placer a I'obscurité a I'aide de papier aluminium.

En fin de migration, sortir la bande et laisser sécher avant présentation a I'examinateur.

En ce qui concerne I'épinard, vous utiliserez le broyat obtenu dans 'annexe 2.
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Prénom :

Salle :

Annexe 4 : Protocole de coloration a I’eau iodée

Prélever le/les ver(s) a étudier, et le(s) déposer directement sur une lame de verre

Retirer un maximum d’eau de mer

Ajouter quelques gouttes d’alcool a 90°C pendant 30s-1min

Retirer I'alcool et rincer a I'eau distillée

Ajouter quelques gouttes d’eau iodée

Placer entre lame et lamelle

Observer en PLEINE lumiére.
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Epreuve de travaux pratiques de spécialité du secteur B : Sujet et commentaires

1.- Présentation de I’épreuve

Le TP d’option B avait comme théme « Des insectes et des plantes », envisagé suivant trois axes principaux : des
insectes se nourrissant de plantes, insectes et pollinisation et interactions chimiques plantes / insectes. Ces relations
étaient abordées a différents niveaux d’organisation : biologique, morphologique, anatomique, physiologique. Ce TP
visait a évaluer différentes compétences, de manipulations (extraction de pieces buccales, dissections animale et
végétale, extraction d’'un pigment, montages microscopiques), d’observations et de raisonnement.

2.- Commentaire général

La partie | abordait les insectes se nourrissant de plantes. Elle débutait avec une extraction des piéces buccales du
criquet, qui a été en général réussie, et leur observation, qui a conduit a des schémas souvent peu précis et mal
|légendés. La dissection du criquet pour mettre en évidence son tube digestif a eu un succes variable. La plante, source
de nourriture, était d’abord étudié d’'une facon morphologique, a partir de I’étude d’une Poacée (Hordeum murinum),
qui a parfois été mal décrite, puis au niveau anatomique en réalisant une coupe transversale de feuille de cette Poacée.
Cette partie se poursuivait par I’étude de la digestion de la matiere végétale par les insectes et le réle de la microflore,
et certains candidats ont eu du mal a faire le lien entre les documents présentés. Une coupe de galle du Hétre était
demandée, et permettait d’observer une larve de mouche. Le schéma bilan traduisait la compréhension globale de
cette partie.

La partie Il s’intéressait a la pollinisation par les insectes. Elle débutait par I'analyse d’une inflorescence de Lamier
blanc (Lamium album) qui a en général été trés incompléte, puis la dissection florale de cette méme fleur, dissection
qui a eu un succes trés variable. L’étude de la couleur des pétales se poursuivait avec une extraction d’anthocyanes.
Pour des raisons pratiques, I'extraction des anthocyanes était réalisée sur du chou rouge, apres un raisonnement sur
la modélisation qui a souvent été mal conduit et mal compris. On demandait la réalisation d’une gamme de pH entre
0 et 14, et cette manipulation a été extrémement discriminante. Certains étudiants ne savent pas comment réaliser
une telle gamme aussi bien aux niveaux théorique que pratique. La difficulté de certains candidats vis-a-vis de
manipulations simples (dilution au dixieéme...) a déja été soulignée dans le rapport de TP B 2019 et reste d’actualité.
Cette partie se poursuivait par I’étude de mesure de rapport de longueur chez trois hyménopteres (abeille, guépe,
frelon) grace a une capture photographique et |'utilisation du logiciel mesurim, qui a été plutét réussie. L'étude
pratique de la patte de I'abeille, pourtant trés classique, a souvent été incompléte, le jury attendant I’étude des deux
cOtés de la patte. Cette partie se poursuivait par des documents sur la pollinisation, dont I'analyse a été trés variable
d’un candidat a I'autre. Comme pour la partie I, un schéma bilan permettait de faire une synthéese des observations
effectuées, et il a rarement été construit d’une fagon satisfaisante.

La partie Ill, plus courte, s’intéressait aux interactions chimiques plantes / insectes, et elle n’a pas souvent été abordée
par manque de temps.

Une derniére partie (V) proposait la reconnaissance raisonnée de 5 insectes et de 5 plantes, avec des questions de
biologie. Certains candidats ne lisent pas la question posée, ce qui leur est préjudiciable. Cette partie a montré que
certains candidats ont une excellente culture naturaliste alors que d’autres en manquent ; cette culture naturaliste
reste indispensable pour un enseignant de SVT.
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En conclusion, comme pour le TP B 2019, ce sujet visait a évaluer différentes compétences pratiques et scientifiques.
Le jury a valorisé la réussite des compétences pratiques et attache une grande importance a la maitrise des aspects
manipulatoires et aux réflexions liées a ces aspects.. Il est en effet important qu’un futur enseignant soit capable
d’utiliser du matériel concret et de transmettre a ses éléves le go(t de I'observation et de la manipulation. Cette
épreuve a donc permis de tester des aptitudes a ce type de compétences. Comme cela est rappelé dans les rapports
précédents, elle permet aussi de tester la culture naturaliste du candidat.

3.- Sujet commenté

AGREGATION DE SCIENCES DE LA VIE -
SCIENCES DE LA TERRE ET DE L’UNIVERS

CONCOURS EXTERNE — EPREUVES D’ADMISSION — session 2021

TRAVAUX PRATIQUES DE SPECIALITE DU SECTEUR B

Durée totale : 6 heures

Des insectes et des plantes.

Les 4 parties sont indépendantes.
Certaines nécessitent des manipulations, prévoyez donc votre organisation en conséquence.

Tenir compte du tableau de passage pour certains matériels : les questions Il.2.a.3 et I.3.c.1 doivent étre
réalisée durant I’horaire imposé. Cela vous laisse libre de faire les autres questions de cette partie lorsque vous

le souhaitez.

Partie | : des insectes se nourrissant de plantes. Page 2
Durée conseillée : 2h30— baréme : 50/120

Partie Il : insectes et pollinisation Page 22
Durée conseillée : 2h30— baréme : 50/120

Partie lll : interactions chimiques plantes / insectes page 37
Durée conseillée : 0h30— baréme : 10/120

Partie IV : reconnaissances raisonnées de quelques espéces d’insectes et de plantes page 43

Durée conseillée : 0h30— baréme : 10/120

Les réponses aux questions figureront dans les cadres réservés a cet effet.

Le jury rappelle que la taille du cadre donne une idée de la longueur de la réponse attendue : il est inutile de faire une

réponse longue d’une page sur un cadre faisant une demi-page.
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N’oubliez pas d’appeler les correcteurs lorsque cela est demandé.

AVANT DE REMETTRE VOTRE DOSSIER, VERIFIEZ QUE VOUS AVEZ BIEN INDIQUE VOS NOM,
PRENOM ET NUMERO DE SALLE EN TETE DE TOUS LES DOCUMENTS.

Vous devez rendre la totalité des feuilles du dossier

Partie | : des insectes se nourrissant de plantes (durée conseillée : 2h30, 50 / 120)

I-1 Le criquet : un insecte phytophage

I.1.a- Extraction des piéces buccales du criquet

Extraire les piéces buccales du criquet et en faire une présentation sous la loupe binoculaire.
Faire un schéma légendé de ces piéces buccales en rappelant la fonction des différentes parties observées.

Appeler ’examinateur (-trice) pour montrer votre présentation et comparer avec le schéma réalisé.

Réponse a la question I-1.a.

Il s’agissait ici d’extraire les piéces buccales du criquet. Le jury attendait la présentation du labre, des deux mandibules,
des deux maxilles et du labium. Le jury a évalué la qualité de la manipulation (intégrité des pieces présentées,

disposition, orientation) et la conformité avec le schéma effectué.

Si I'extraction des pieces buccales est en général bien réussie, les schémas réalisés sont souvent de mauvaise qualité
et trés incomplets au niveau des légendes, trop souvent réduites aux seuls noms des piéces buccales. Le jury a été
trés ouvert face a la diversité des modes de représentation mais qu'il est important que les structures soient [égendées

sans ambiguités.

I.1-b. Dissection de 'appareil digestif du criquet.

Pour cette question, vous disposez d’'un deuxiéme criquet. En utilisant les étiquettes fournies, présenter les principales
régions de ce tube digestif.

Appeler 'examinateur (-trice) pour montrer votre dissection.

Dissection du Criquet :

Comme pour les piéces buccales, cette dissection a été en général réussie, mais la précision des Iégendes indiquées
est parfois insuffisante. Il est surprenant que quelques candidats présentent une dissection « a sec », qui ne permet

alors pas une observation satisfaisante des structures anatomiques.

Le jury a jugé de la présentation globale de la dissection (sous I'eau), du placement correct des étiquettes. L’animal

devait étre orienté (antérieur / postérieur, gauche / droite) et le minimum de Iégendes attendues était ; stomodeum,

mésentéron, coecum gastrique, proctodeum, rectum.
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I.2. Le végétal, source de nourriture.

|.2.a. Etude morphologique d’une Poacée.

Certaines Poacées sont mangées par les criquets. Réaliser un schéma légendé de la morphologie de la Poacée

proposée. Il n’est pas demandé de reconnaissance de I'espéece de la Poacée proposée.

Réponse a la question 1.2.a :

La Poacée présentée était une tige d’orge des rats (Hordeum murimum) avec ses fruits. Le schéma devait étre réalisé
d’aprés la plante fournie. Il est surprenant que certains candidats fassent un schéma théorique de Poacée sans observer

leur échantillon, ce qui les a conduits a présenter la fleur alors que I'échantillon était en fruit.

Cet exercice vise donc a vérifier la capacité a réaliser un schéma d’observations et non a réciter de mémoire un schéma

théorique. Les légendes attendues étaient tige, feuilles a nervures paralléles, gaine, limbe, infrutescence.

[.2.b. Etude anatomique : CT d’'une feuille de Poacées.

I.2.b.1. Réalisation d’'une coupe transversale (CT) d’'une feuille de Poacées.

Réaliser la coupe de la Poacées fournie avec le protocole de coloration suivant :

Faire une coupe transversale,

Coupe placée de 15 a 20 minutes dans I'eau de javel,

Rincage de la coupe a I'eau distillée,

Coloration de la coupe 2 minutes dans I'acide acétique,
Coloration de la coupe 5 minutes dans le colorant Carmino-vert,
Rincage et montage de la coupe

Rappel : les produits chimiques ne doivent pas étre mis en contact avec la peau, ni ingérés, ni inhalés...

Faire un schéma légendé de votre préparation sur lequel vous indiquerez les caractéristiques des tissus
(cellulosiques, lignifiés, etc...) sources de nourriture pour l'insecte.

Appeler Fexaminateur (-trice) pour montrer votre préparation et comparer avec le schéma réalisé.

Réponse a la question .2.b :

Cette partie visait a tester la capacité a réaliser une coupe de limbe, ce qui est toujours un peu plus difficile a réaliser
gu’une coupe de tige. Certains candidats ont réussi a faire de trés belles coupes mais d’autres ont coupé la feuille en

plan tangentielle ou longitudinale et non transversale.

Voici un exemple de préparation réalisée par un candidat :
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Le schéma devait étre orienté (face inférieure, face supérieure), et Iégendé (épiderme, mésophylle, nervure principale

et nervure latérale, gaine péri-vasculaire, phloeme, xyléme, sclérenchyme).

1.3.b.2. Comparaison avec une préparation d’'une autre Poacée.

Analyser la préparation microscopique fournie (Lame 1.3.b.2) sans faire de schéma et faire une comparaison (rapide)
avec votre préparation. Quelle pourrait étre une conséquence pour les herbivores ?

Réponse a la question 1.3.b2.

Il s’agissait d’'une préparation du commerce de coupe de feuille d’Oyat. Dans les deux cas, on retrouve les
caractéristiques d’une feuille de monocotylédone (nervures paralléles, symétrie bilatérale). La gaine périvasculaire
indique la famille de Poacées.

On note un grand développement du sclérenchyme et donc de tissus lignifiés, moins facile a digérer pour les herbivores.
Cette plante pourrait donc étre moins appétissante pour les herbivores, mais ceci traduit surtout une adaptation a la
sécheresse.

Les réponses a cette question ont été souvent incomplétes.

I.3. La digestion du végétal par I'insecte.

I.3.a. Digestibilité des différents tissus de la plante.

Il est possible de mesurer la quantité de végétal ingéré par un insecte (= I) et la quantité de féces produit (=F).
Une méthode pour calculer la digestibilité des aliments est de calculer le rapport [ (I-F) / 1] *100

Les mesures sont faites a partir de masses seches obtenues par déshydratation a moins de 60 °C et non de masse
fraiche : expliquer l'intérét de travailler sur de la masse seche obtenue a moins de 60 °C ?
Expliquer pourquoi ce rapport donne une idée de la digestibilité des aliments.

Réponse a la question I.3.a.

Intérét de travailler sur la masse séche obtenue par déshydratation a moins de 60 °C :

La masse séche est plus précise et moins variable, la déshydratation a moins de 60 °C permet de préserver la
volatilisation de I'azote.

Pourquoi le rapport donne une idée de la digestibilité des aliments :
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Les parties non digérées lors du passage dans le tube digestif sont rejetées dans les feces. Moins I'aliment est
digeste, plus il y aura de feces. La différence I-F donne une idée de ce qui a été digéré et absorbé. Le rapport (I-F)/F
permet donc d’avoir une idée de la digestibilité : plus il est faible, plus I'aliment sera peu digeste.

Le tableau ci-dessous donne les résultats expérimentaux d’'une expérience faite chez le criquet américain Abracris
flavolineata. Chaque mesure est répétée trois fois. Un individu adulte ingére lors de cette expérience 21+1 mg de
matiere seéche par jour et rejette 12,1+ 0,3 mg de matieére séche, ce qui représente pour 100g de feuilles ingérées 58 g

de feces. La masse fraiche moyenne des individus utilisés pour cette expérience était de 610 mg + 50.

Compléter le tableau en calculant la digestibilité dans la derniére colonne Bareme Calcul : 0,5

Ingérés (g/100g)

Feces (g/589)

Digestibilité a calculer
(en %, arrondi avec un
chiffre aprés la virgule).

Sucres solubles 2,8 +/-0,3 0,25 +/- 0,08 91,1

Pectines 1,37 +/- 0,02 0,93 +/- 0,02 32,1
Hémicellulose 2,1+/-0,3 2,104/ 0,1 0
Amidon 9,7 +/- 0,6 3,2+/-0,2 67

Cellulose 5,7+/-0,3 3,90/-0,3 31,6

D’apres C. Ferreira et al. 1992.

En prenant une teneur de eau de 90 % pour les végétaux ingérés, calculer la masse fraiche ingérée et faire un
commentaire par rapport a la masse fraiche du criquet.

Faire un commentaire des différentes valeurs obtenues. Les auteurs de I'étude indique une possible contamination des
fractions « pectines » et « cellulose » par des molécules d’hémicellulose. Quelle nuance faut-il alors apporter a ces
résultats ?

Suite de la réponse a la question 1.3.a.

Masse fraiche ingérée et commentaire

21 mg de MS avec 90 % d’eau dans la MF : cela donne 210 mg de MF.

Pour un criquet de 610 mg en moyenne, cela représente environ le 1/3 de sa masse par jour !

Commentaire des différentes valeurs obtenues

Sur 100 g ingérés, il y a 58 g de feces soit globalement 42 % de matiére rejetée.

IL y a une forte variabilité des valeurs de digestibilité : de tres fortes pour les sucres solubles (91 %) a tres faible pour
les hémicelluloses (0%).

La forte digestibilité des sucres solubles est logique puisque ce sont des petites molécules. L’amidon est un polymére
de glucose en liaison alpha (1-4 ou 1-6), liaison facilement hydrolysable. Pour la cellulose, la liaison béta est plus
difficilement hydrolysable, ce qui conduit a une digestibilité plus faible.

Ceci traduit des différences dans les équipements enzymatiques et / ou leur efficacité.

Nuance liée a une possible contamination

La possible contamination par des hémicelluloses des fractions « pectines » et « cellulose » laisse penser que la
digestibilité des hémicelluloses peut étre sous-évaluée, et donc étre non nulle, et que celles des composés pectiques
et de la cellulose peuvent étre surévalués.

I.3.b. Physiologie de la digestion de la cellulose chez les criguets.

[.3.b.1. Les bactéries de I'intestin du criquet.

L’image ci-dessous est une image de microscopie a balayage de la surface interne (c6té lumiére) de I'intestin du criquet.
Barre d’échelle = 15 um.

Proposer une légende pour la fleche (——"“") puis estimer la densité de population, a exprimer en nombre d’individus
par cm?2.

La microscopie a balayage permet-elle une identification précise ?

Proposer une méthode pour améliorer I'identification de cette population.
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La fleche épaisse (==pindique une spore enkystée d’un unicellulaire eucaryote Malameba locustae qui est un parasite
du criquet qui se développe dans ses tubes de Malpighi. Qu'est-ce que cela indique quant a la contamination de ce
criquet ?

Bactérie type
bacille

D’apres Hunt and Charnley.

Réponse a la question I.1.b1 :

Estimation de la densité

Pour estimer la densité de population bactérienne, il suffit de choisir une surface connue (ici un carré de 30 um sur
30 um =900 um?) et de compter le nombre de bactérie. On trouve ainsi entre 15 et 20 bactéries pour 900 um?2. ||
suffit de rapporter ensuite a 1 cm? :

1pum=10®%m, donc 10* cm; 1 cm? = 108 pm?2.

Si on prend entre 15 et 20 bactéries pour 900 um?, cela donne 102 * 20 (ou 15) /900, soit environ de 1,5 a 2,2 10°
bactéries par cm?.

Identification a partir de MEB

Le microscope a balayage ne permet pas d’identification précise d’une population bactérienne.
Proposition d’'une méthode pour améliorer l'identification

La coloration de Gram ne permet pas non plus une identification trés précise.
Une méthode d’identification serait la recherche de séquences ADN ou ARN caractéristiques (« barcodage »)
Indication liée a la spore enkystée

La fleche épaisse indique la présence de trois spores d’un parasite eucaryote unicellulaire. Sa contamination se fait
donc par voie digestive.

Les réponses a cette question ont été trés variables mais certains candidats ont bien compris le but de cette partie.

1.3.b.2. Digestion de la cellulose.

On mesure l'activité de la cellulase (enzyme cellulolytique) dans différentes parties de lintestin de I'Orthoptére
Dissosteira carolina (une sauterelle de Californie), activité donnée en unité arbitraire par g.

Gut = intestin
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Forégut Midgut Hint':lgut
Gut Region
D’apres J.D. Wiillis et al.

Chez une autre sauterelle (de I'espéce Zonocerus variegatus), on mesure la flore dans les différentes régions du tube
digestif et on mesure leur activité :

Table 2. Distribution of microflora from Zenocerus variegatus gut regions

Life stage/gut region Bacteria Moulds Yeasts
Adult

Foregut Acinetobacter sp., Bacillus sp. — —

Midgut Bacillus sp. Aspergillus niger, Candida sp.

Aspergillus ochraceus,
Trichoderma sp.
Hindgut Bacillus sp., Alcaligenes sp., — Saccharomyces sp.
Micrococcus sp., Klebsiella sp.

Table 3. Enzymatic activity profile of bacterial isolates from the gut regions of Zonocerus variegatus

Isolate  Organism

Stage code identified Lipase Amylase Esterase Protease Linamarase Cellulase
Adult B, Acinetobacter sp. + + + -

B, Bacillus sp. + + + + +

Bs Alcaligenes sp. + + +

By Microbacterium - + +

Bs Klebsiella sp. + +

Moudls = moisissure, Yeasts = levures.

La Linamarase = 8 D glucosidase est une enzyme qui contribue a la neutralisation des glycosides cyanogénes présents
dans des végétaux que mange cette sauterelle.

D’aprés A.B. Idowu et al.

A partir de ces données, faire un commentaire de la physiologie de la digestion chez ces insectes.

Réponse a la questionl.1.3.b.2.

Premier graphique : I'activité cellulase est principalement localisée dans les régions antérieures et moyennes du tube
digestif du criquet ou elle est trois fois plus forte que dans la région postérieure.

Tableau : il existe une variété de microorganismes dans le tube digestif de cette sauterelle, I'intestin moyen étant le plus
riche en microorganismes.
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Aucun de ces microorganismes n’a d’activité lipase, beaucoup ont une activité cellulase et protéase, quelques-uns une
activité amylase.

La variété et la complémentarité des équipements enzymatiques de ces insectes contribuent a la digestion de l'insecte.
La présence d’une enzyme de détoxification permet a la sauterelle d’ingérer des végétaux qui seraient potentiellement
toxique.

Cette question a été plutdét mal abordée par une majorité de candidats

1.3.c. Comparaison de la digestion de plusieurs insectes.

Des insectes phytophages de différentes espéces (et de différents ordres) ont été récoltés pendant les mois de mai et
juin. Un extrait des protéines totales du tube digestif est réalisé pour chague insecte et les enzymes contenues purifiées.
Des boites de pétri contenant de 1 % d’agar et 0,5 % de carboxymethylcellulose sont réalisées. Au centre de chaque
boite est déposée 0,1 ml de I'extrait enzymatique puis la boite est mise a incuber pendant une nuit a 50°C. Les boites
sont ensuite recouvertes d’une solution de rouge Congo a 0,1 %. Ce colorant est un colorant spécifique de la cellulose.
Les boites sont ensuite lavées puis photographiées.

Fig. 1. Screening of insect total cellular proteins for cellulase activity. 0.1mg of total cellular protein was loaded
on cellulose agar plate and after incubation at 50°C ovemight, plates were stained with Congo red. Substrate
hydrolyzed by endoglucanase appeared as clear zone in the centre.

a, pumpkin beetle, Aulacophora hilaris. b, grass hopper, Chrotogonus trachypterus trachyprerus; c, tiger beetle,
Cicindela scutellaris; d, red cotton bug, Dysdercus koenigii; e, blue pumpkin beetle, Aulacophora atripennis; f, red
pumpkin beetles, Aulacaphora foveicollis.

D’apres A. Sami et A.R. Shakoori.

Comment quantifier la digestion de la cellulose a partir de cette expérience ?

Discuter de la digestion de la cellulose chez ces différents insectes phytophages (inutile de reporter les noms d’espéces,
il sera possible de les nommer par « espéce a », « espéce b », etc.).

Réponse a la question 1.3.c.
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La quantification de la digestion de la cellulose se fait en mesurant le diameétre du disque clair apparaissant au centre
de la boite.

L’activité cellulase des extraits digestifs est trés variable d’'un insecte a l'autre : les espéces a et b ayant les cellulases
les plus actives, alors qu’elle est faible pour les espéces c et d, les espéces étant intermédiaires.

Certains microorganismes des tubes digestifs présentant une activité cellulase, il est probable que les différences
d’activités cellulases soient a relier a des différences de nature des microorganismes d’une espéce a l'autre.

Cette question a été assez mal traitée en général

1.3.d Prise de nourriture et caractéristiques des mandibules.

Les plantes a métabolisme C3 et C4 présentent des caractéristiques anatomiques et nutritionnelles différentes. Des
mandibules et le type de plantes consommeées de différentes especes de criquets vivant dans le désert sont étudiées.
La longueur relative de la dent du processus molaire de la mandibule [= partie basale de la mandibule du criquet] est
analysée en fonction du régime alimentaire de I'animal, en le caractérisant par le % de plantes de C3 (/C4).

Les lettres dans la figure ci-dessous désignent différentes populations, les ronds, triangles et carrés désignent trois
familles de criquet : lettres a a f : espéce de criquet : Melanoplus desultorius ; g ai : Melanoplus lakinus ; j : Dactylotum
variegatum ; ket | : Arphia crassa; m: Leprus cyaneus; n et o: Trimeroptropis pallidipennis ; p et q: Bootettix
argentatus ; r a u : Opeia obscura ; v et w : Sybula fuscovitta.
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Indiguer une relation possible entre régime alimentaire et morphologie de la mandibule. Formuler une hypothése
explicative.

Réponse a la question 1.3.d

Ce graphe indique qu’il existe une relation entre la taille des mandibules et |le régime alimentaire.

Cette relation semble indépendante des familles.

Une hypothese est que les caractéristiques anatomiques des plantes consommeées exercent une pression de
sélection sur la mandibule
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Cette question a été assez mal traitée en général

|.3.e. Bilan

A partir des différentes informations des questions 1.3, construire un schéma bilan récapitulant les relations entre les
caractéristiques des végétaux, source de nourriture de I'insecte, et le mode de vie de I'insecte.

Réponse a la question 1.3.e.

Caractéristiques morpho-anatomiques des végétaux

Digestibilité de la plante > pression de sélection
Nature de la microflore Morphologie de la mandibule

e

Efficacité de la digestion

Mode de vie de I'insecte

De nombreux candidats n’arrivent pas a faire un lien entre les parties pratiques et les différents documents proposés

I.4. Les pucerons : des insectes piqueurs de végétaux.
l.4.a. Les piéces buccales du puceron.

Chez ces insectes, les pieces buccales sont modifiées par rapport a celle du criquet, permettant aux pucerons de piquer
dans certains tissus conducteurs de la plante, formant un rostre.

La photographie ci-dessous montre une coupe transversale dans le rostre d’'un puceron de I'espéce Stomaphis quercus.
Compléter les légendes indiquées.
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Maxille gauche Maxille droite

/

Mandibule
gauche
Mandibule droite

D’aprés J. Brozek et al.

Un canal alimentaire (= fc) et un canal salivaire (sc) sont visibles sur cette photographie. Indiquer leur réle dans la
nutrition de cet insecte. Rappeler quel type de séve est consommeée par les pucerons et ses caractéristiques ; quel
peut-étre le role de la salive injectée ?

[la Iégende nc indique le canal nerveux].

Réponse a la question I.1.4.a

Le canal salivaire (sc) permet l'injection d’'une salive anticoagulante, alors que le canal alimentaire (fc) permet
d’aspirer la séve élaborée.

Le puceron pique dans le phloéme pour consommer de la séve élaborée riche en sucre mais pauvre en protéines.
La salive injectée joue le réle d’anticoagulant, permettant d’aspirer ensuite la séve.

1.4.b. Etude de I'activité alimentaire de I'insecte.

Des chercheurs ont mis au point la technique d’électro-pénétrographie (EPG) qui permet un enregistrement global de
I'activité électrique de I'animal. Pour information, le montage utilisé est le suivant (pas de question sur ce schéma) :
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measuring point

voltage source

On enregistre ainsi 'EPG pendant la pénétration du rostre
WW{WWQI |

M, v | V Vl; Vil

¥

D’aprés E.M. Kimmins et al.

Le trait vertical indique 100 mV, le trait horizontal 1 minute.

Entre les deux petites fleches horizontales, un détail du signal VII est agrandi au-dessus de la figure. La fleche verticale
indique la fin de la manipulation.

Le potentiel est positif lorsqu'’il est vers le haut, une variation vers le bas indique une chute de potentiel.

Rappeler quelle est I'ordre de grandeur de la valeur du potentiel de membrane classique d'une cellule végétale vivante
et interpréter ces chutes de potentiel.

Qu’indiquent les chutes de potentiel 1 a VI ?

A quoi correspond le signal VII, et commenter les petites variations entre les deux fleches horizontales.

Réponse a la question 1.4.b.
Ordre de grandeur de la valeur du potentiel de membrane d’une cellule végétale
La valeur classique du potentiel de membrane d’une cellule végétale vivante se situe entre -100 et -200 mV.
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Signification des chutes de potentiel | a IV

Les chutes de potentiel traduisent donc une diminution du potentiel, liée a la pénétration d’'une cellule vivante.

Les chutes de potentiel | a VI correspondent a la traversée de cellules vivantes du parenchyme.

Signal VIl et petites variations

Le signal VIl correspond a l'activité du rostre lorsque I'insecte se situe dans le phloéme.

Entre les deux fleches horizontales, on a de petites variations qui correspondent a la succion de la séve et I'injection
de salive.

I.4.c. Nutrition de l'insecte et composition de la séve élaborée.
Ces insectes prélévent de la séve. Il est possible de comparer la composition de la séve élaborée (phloem sap) a celle
d’un de ces insectes (aphid protein).
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D’apres A.E. Douglas.
Rappeler la définition d’acides aminés essentiels et non essentiels. D’aprés cette analyse, quel est 'un des problémes
biologiques pour ces insectes mangeurs de seve ?

Réponse a la question |.4.c

Un acide aminé essentiel est un acide aminé qu’un étre vivant ne sait pas synthétiser et doit trouver dans son
alimentation. Les acides aminés non essentiels peuvent étre synthétisés a partir d’autres acides aminés grace a des

transaminases.

La séve élaborée est riche en acides aminés non-essentiels mais pauvre en acides aminés essentiels : c’est une

nourriture carencée.
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Ces insectes ont dans leur tube digestif une bactérie symbiotique du genre Buchnera capable de synthétiser des acides
aminés.
B 2

20

15 |

10

nmol derived
from Buchnera

lysine
methionine
valine

leucine
phenylalanine

histidine
isoleucine
threonine
tryptophan

D’aprés A.E. Douglas. amino acid

En quoi cela représente-t-il une adaptation a la nutrition de séve (réponse courte) ?

Suite de la réponse a la question I.4.c

La bactérie symbiotique permet de fabriquer certains acides aminés essentiels et permettent ainsi de pallier a la

carence.

Ces insectes rejettent une partie de I'excés de sucre sous forme de miellats (= honeydew). On mesure la pression
osmotique dans la séve élaborée, dans I’hémophymphe et dans miellat (graphe A). On mesure également le %
d’oligosaccharides dans le miellat (graphe B) en fonction de la concentration en saccharose dans la séve élaborée.
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D’aprés A. E. Douglas.
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Pourquoi une grande concentration en sucre représente une contrainte pour ces insectes ? Commenter brievement ces
deux figures. Formuler une hypothése pour expliquer la pression osmotique du miellat.

Fin de la réponse a la question 1.4.c

La forte concentration en sucre de la séve élaborée entraine une pression osmotique plus élevée que celle de
’hémolymphe, ce qui représente une contrainte.

Graphique A : la concentration de sucre dans le miellat est identique a celle

Graphique B : plus la séve est riche en saccharose, plus il y a des oligosaccharides dans le miellat. Il y a donc
transformation d’'une partie du saccharose en oligosaccharide. On peut formuler 'hypothése d’enzymes dans l'intestin
qui permettent cette transformation (enzyme de type transglucosylase).

I.4.d. Des prélévements également de seve brute.

Ces insectes peuvent aussi prélever de la séve brute. Aprées avoir rappelé trés simplement la différence de composition
entre la séve brute et la séve élaborée, formuler une hypothése quant a l'intérét pour ces insectes de prélever de temps
en temps de la séve brute.

Réponse a la question 1.4.d.

La seve brute est pauvre en sucre et riche en ions, la séve élaborée est riche en sucre et plus pauvre en ions. La séve
brute est moins concentrée que la séve élaborée.

Une hypothese possible est que la consommation de seve brute permettrait de réponse au stress osmotique entrainée
par la consommation de seve élaborée. Cela contribuerait a la régulation du potentiel osmotique.

Grace a la technique d’EPG, on peut distinguer les périodes de prélevement de séve élaborée et de seéve brute. On
teste alors la durée de prélévement de seve élaborée (Phloem sap) et de séve brute (Xylem sap) pour des pucerons
recevant un régime artificiel contenant 0,4 M de saccharose ou 0,4 M de saccharose (= sucrose) et 0,1 M d’inuline.
L'inuline est un polysaccharide qui provoque un supplément de pression osmotique de 10 mOsmL™2. La pression
osmotigue provoquée par 0,4 M de saccharose est de 400 mOsmL™.
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D’apres J. Pompon et al.
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Faire une analyse rapide de ces deux figures et conclure sur un intérét possible pour ces insectes de faire ces

prélevements de séve brute.

Fin de la réponse a la question 1.4.d.

Lors du régime artificiel ou la pression osmotique est augmentée, le temps passé et la quantité de séve brute ingérée
est supérieure au régime classique, ce qui conforte I'hypothése ci-dessus que le prélévement de seve brute est une

adaptation au stress osmotique.

I.4.e. Réactions de la plante suite & une pigure par cet insecte.

On compare ici des feuilles de chou (Brassica oleracea) saines ou piquées pendant 13 jours par ces insectes, toutes

les autres conditions étant identiques.

Masse seche de chaque feuille (g)
Quantité de chlorophylle a (mg/g
matiere fraiche)

Potassium (K)
Calcium (Ca)
Magnésium (Mg)
Phosphore (P)

Composit

Total des sucres solubles
Acide ascorbique [antioxydant]
Composés phénoligues totaux

Catalase
Ascorbate oxidase (APO)
Polyphenol oxidase (PO)

D’apres H.l. Khattab.

Analyser et interpréter la réaction de la plante suite a une attaque par cet insecte.

Feuilles saines
7,61 +/-0,12
4,73 +/- 0,13

Composition ionique de la séve élaborée
(mg/ 100 g de masse séche)
2100 +/- 11,15
1200 +/- 10,70
1680 +/- 11,80
410 +/- 5,80

(mg / g de matiere fraiche)
124,74 +/- 9,7
2,81 +/- 0,17
8,12 +/- 1,31
Activités d’enzymes antioxydantes
(U / g de masse fraiche)
38,0 +/- 1,15
6,42 +/- 0,55
5,41 +/- 0,23

ion en composés organiques de la séve élaborée

Feuilles infectées

5,24 +/- 0,83
1,32 +/- 0,92

2480 +/- 5,80
2300 +/- 2,30
580 +/- 2,15
250 +/- 1,20

64,21 +/- 2,19
4,40 +/- 0,12
7,10 +/- 2,10

20 +/- 0,21
2,91 +/-0,12
11,2 +/- 3,71

Réponse a la question I.4.e

L’infection entraine une diminution notable (-31 %) de la masse séche et drastique de la chlorophylle (-72 %), qui

traduit la maladie de la plante.

Si la quantité de potassium dans la séve élaborée augmente un peu, la quantité de calcium est presque doublée alors

que celle de magnésium et de phosphore diminue sensiblement.

La quantité de sucre diminue de moitié, celle des phénols totaux de 7 %, mais celle d’acide ascorbique augmente de

50 %.

Si I'activité de la catalase et celle de la APO sont réduites de moitié, I'activité PO est plus que doublée.

L'infection entraine donc une réponse de la plante avec une modification sélective de la composition de la séve

élaborée et une modification des activités enzymatiques.
Ceci traduit une adaptation physiologique de la plante, on peut parler de réponse immunitaire induite.

1.4.f. Bilan.

Faire un schéma bilan pour ces insectes mangeant de la séve.

Réponse a la question |.4.f.
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21 \ z P ~ .
Puceron ——»  Prélévement de seve élaborée Réactions de la plante

Trop de sucres Carence en acides aminés essentiels enzymes
modification
Stress osmotique ¢ composition
séve
Formation d‘oligosaccharide/ symbiose bactérienne

Eliminés par dans le miellat

Cette partie a été assez mal abordée, les candidats ayant du mal a faire un lien entre les différents documents
I.5. La galle du Hétre.

I.5.a. Organisation de la galle.

Vous disposez d’'une feuille de Hétre (Fagus sylvatica) saine et d’une feuille avec une galle.
Comparer les deux feuilles puis réaliser une coupe longitudinale de la galle et en faire un schéma Iégendé.

Préciser par un texte court la notion de galle chez les végétaux. Quelle différence existe-t-il entre une galle et une
domatie ? Est-il possible ici d’identifier I’organisme ayant provoqué cette galle ?

Appeler I'examinateur (-trice) pour montrer votre présentation et comparer avec le schéma réalisé.

Réponse a la question 1.5.1.

Une galle est une excroissance tumorale, produite ici par les cellules de la feuille, en réponse a une agression d’un
animal, ici un insecte. C’est donc la piqdre de I'infecte (sous la cuticule) qui provoque le développement de la galle. Les

domaties sont des structures végétales spécialement adaptées dans I'attraction des arthropodes et notamment des

insectes, mais qui sont normalement produites en dehors d’une stimulation par piqdre.

La coupe dans la galle du Hétre (Mikiola fagi) permettait de reconnaitre une larve apode

Sila coupe a été en général bien faite, l'identification a été moins bien réussie

I.5.b. Effet de la lisiere d’une forét sur le développement des galles.
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Une étude a été conduite sur la densité, la longueur et la masse des galles induite par Mikiola fagi sur le hétre (Fagus
orientalis) suivant la place des arbres. On suit ainsi les caractéristiques des galles en lisiere de forét (« Forest edge »)
et a l'intérieur de la forét (Forest interior). Analyser le document puis formuler une ou des hypothéses explicatives.

Table L- Effect of forest edge: on the denszity, length,
and weight of gall: Alean=5FEA[) induced by

M fagm on F. onnenralis.

Forest interior Forezt edge
Denzity of zall 0.50=0.06 1.95+0.19
(n=323) (n=232)
Length of gall 9.3320.18 9.34+0.25
(n=102) (n=21)
Weight of gall 022001 0.22+0.01
(n=102) (n=91)

D’apres E. Akkuzu et al.

Réponse a la question I.5.b

En lisiére, le nombre de galles est pratiquement 4 fois plus élevé que dans l'intérieur de la forét alors que les dimensions
des galles sont identiques.

Cela traduit une plus grande facilité d’infection en lisiére qu’a l'intérieur de la forét.

Hypotheses explicatives :

Effet biotique ou abiotique ?

Si effet abiotique : microclimat plus favorable a l'insecte en lisiére de forét ?

Si effet biotique : moins de compétition ?

Bilan de la partie | : elle comprenait de nombreuses manipulations classiques qui ont permis de bien faire la distinction

entre différentes compétences des candidats

Partie Il : insectes et pollinisation (durée conseillée : 2h30, 50 / 120)

I-1 Etude d’une Angiosperme en fleurs.

Il.1.a. Analyse de l'inflorescence.

Indiquer le type de l'inflorescence de la fleur fournie. La réponse devra étre accompagnée d’'une bréve justification.

Réponse a la question Il.1.a.

L’inflorescence proposée est une grappe de verticilles de fleurs en épi.
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Cette question a été globalement mal traitée, les candidats se bornant a un seul niveau d’analyse (les réponses étant
en général soit grappe, soit épi) mais le caractére composé de l’inflorescence a été tres rarement signalé. Beaucoup

de candidats semblent manquer de culture botanique de base.

Donner un co(t / bénéfice d’une inflorescence par rapport a une fleur unique (réponse courte souhaitée).

Suite de la réponse a la question Il.1.a

Colt de construction (investissement reproducteur plus grand)

Bénéfice : probabilité de la visite d’'un insecte plus grande, plus d’attractivité ; plus de graines produites
Cette partie de la réponse a été meilleure que la partie précédente ;

Il.1.b. Dissection florale :

Réaliser la dissection florale de la fleur proposée dans le cadre ci-dessous. Il n’est pas demandé de diagramme floral
mais on indiquera la formule florale.

Il est rappelé qu'il est conseillé d’utiliser plusieurs fleurs pour votre présentation.

Réponse a a question 11.1.b : dissection florale
Formule florale : (5S) + (5P) + (2+2 E) + (2C en deux loges)

La dissection florale devait comporter une fleur complément disséquée et disposée comme dans un diagramme floral

et d’autres fleurs sur le c6té pour montrer les différentes soudures. Comme cela était mentionné dans le texte, il fallait
donc utiliser plusieurs fleurs, sans qu’un format particulier soit exigé. Le jury a valorisé toute dissection qui permettait,
au-dela du nombre de piéces par verticilles et de leur position relative, de bien faire ressortir les soudures ainsi que la

position de l'ovaire.
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La réussite a cette partie a été trés variable d’un candidat a I'autre

[.1.c. Etude de I'étamine
Sur une autre fleur, analyser une étamine sous la loupe binoculaire et réaliser un schéma d’observation.
Faire un commentaire sur 'adaptation des étamines vis-a-vis de la pollinisation.

Réponse a la question Il.1.c.

Une particularité morphologique de I'étamine, facile a repérer, concerne la partie fertile qui ne comporte qu'une loge
pollinique. Elle correspond donc a une 1/2 anthére d'une étamine modele des Angiospermes. Cette particularité
s'accompagne de modifications profondes qui affectent le connectif et le filet. L’autre demi-anthéere sert de « pédale »
permettant la bascule de I'étamine lors de la visite d’un insecte.
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« pédale » filet demi-anthere

Les adaptations a I'entomogamie n'ont souvent pas été identifiées.

[I.2. Extraction et étude des anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments végétaux intervenant dans la coloration des fleurs, des feuilles et des fruits.
Comme il est difficile de se procurer des masses importantes de pétales, on modélise ici I'étude d’anthocyanes des
pétales de fleurs en utilisant du chou rouge.

[1.2.al1. Notion de modélisation
Qu’est-ce qu'un modéle en biologie ?

Réponse a la question 11.2.a.1

Un modéele en biologie est un organisme étudié de maniére approfondie pour comprendre un phénomeéne biologique
particulier, en supposant que les résultats de ces expériences seront partiellement valables pour la connaissance
d'autres organismes. Cela est possible parce que les principes biologiques fondamentaux comme les voies
métaboliques, régulatrices, et développementales, et les genes qui déterminent ces processus, sont proches dans un
méme groupe.

Ici, le chou rouge sert de modele car il est facile de s’en procurer.

D’autres définitions de la motion de modeéle pouvaient étre proposée et elles ont été acceptées du moment qu’elles
étaient cohérentes. Cette question a rarement été bien traitée, avec de grandes difficultés pour de nombreux candidats
a formulé une réponse simple et claire

Il.2.a.2. Validation du modéle

Réaliser un montage d’épiderme de chou rouge et un montage d’épiderme de pétale de fleur dans I'eau sucrée (a
prendre sur la fleur colorée fournie).

Faire un schéma des deux épidermes obtenus. En quoi cela permet une validation du modele ?
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Appeler ’examinateur (-trice) pour montrer votre présentation et comparer avec le schéma réalisé.

Réponse a la question I1.2.a.2

2ae

Epiderme de chou rouge : stomate, noyau, vacuole Epiderme de pétale de la fleur colorée
On constate dans les deux cas la coloration violette de la vacuole violette.
On peut donc faire 'hypothése que des pigments ressemblants se trouvent dans les deux épidermes

Le montage des deux épidermes a été en général bien fait. L'observation n'a cependant pas toujours lieu au
grossissement adéquat, ce qui ne permet pas de localiser correctement la pigmentation et a donné lieu a des
interprétations parfois erronées. La aussi le schéma des deux épidermes montre une observation souvent trop
superficielle des préparations

11.2.a.3. Extraction des anthocyanes du chou rouge

Réalisation d’une solution aqueuse d’anthocyane de chou rouge suivant le protocole suivant :

Vous disposez de 50 g de feuilles de chou rouge.
e Broyer les feuilles dans 100 ml d’eau distillée. Nous vous conseillons de broyer les feuilles pendant au moins
5 minutes.
e Filtrer (bécher + entonnoir + filtre).
e A partir du filtrat, réaliser un spectre d’absorption avec le spectrophotometre fourni. Indiquer le maximum
d’absorption en nm
e Sil'appareil sature, indiquer I'initiative prise.

Tenir compte du tableau de passage pour le spectrophotométre.
Appeler ’examinateur (-trice) pour montrer le spectre obtenu.
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L’extraction des anthocyanes n’a pas posé de probléme aux candidats et la réalisation du spectre a été en général
réussie, le protocole d’utilisation du spectrophotomeétre était fourni.

Maximum d’absorption en nm

A pH neutre, le maximum d’absorption se situe autour de 585 nm.

Réponse la question « initiative a prendre si I'appareil sature »

Si I'appareil sature, il faut réaliser des dilutions. On peut par exemple diluer de moitié la solution.

11.2.b. Influence du pH sur la couleur des anthocyanes du chou rouge

Vous disposez d’'une solution de HCI 1 M, de NaOH 1 M, d’eau distillée, de pots de verre, d’un portoir avec des tubes
a essais, de deux pipettes de 1 ml (avec propipette) et d’une fiole jaugée de 10 ml et d’'un rouleau de papier pH.

Manipulations avec gants et lunette de protection.

Mesurer le pH de votre solution aqueuse d’anthocyanes :
Son pH se situe autour de 6

On souhaite maintenant tester I'effet du pH sur la solution d’anthocyane obtenue.
En utilisant le matériel dont vous disposez, expliquez comment vous pouvez réaliser simplement une gamme de pH
allant de 0 a 14 en précisant les volumes des solutions mélangées. Réaliser 9 ou 10 ml de solution de chaque pH.

Principe de réalisation de la gamme de pH :

pH 1:10 ml de solution 0,1 M HCI

pH 13 : 10 ml de solution 0,1 M NaOH

pH 2 a6 : pour un pH N, on prend 1 ml de solution du pH pN-1 et et on y ajoute 9 ml d’eau.
pH 8 & 12 : pour un pH N, on prend 1 ml de solution du pH pN+1 et et on y ajoute 9 ml d’eau.

Les réponses a cette question ont été en général tres mauvaises, certains candidats se contentant de dire « on dilue »
sans expliquer le principe de la dilution a faire.

La réalisation pratique de la gamme de pH été également trés mal faite, de nombreux candidats ne savent pas faire
une dilution au dixieme

Tester du pH sur la couleur des anthocyanes : pour cela, ajouter 1 ml de la solution d’anthocyanes préparée a solution
préparée ci-dessus et indiquer les couleurs obtenues.
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Réponse a organiser de la fagon suivante : pH de X a Y : couleur Z.
Rouge pour despHde 0 a 3,

Violet pour des pHde 4 a 6,

Bleu pour des pH de 7 a 8,

Vert pour des pH de 9a 11,

Jaune pour des pH de 13 a 14.

Appeler ’examinateur (-trice) pour montrer les colorations obtenues et la conformité avec la réponse.

Conclure sur l'effet du pH sur les anthocyanes.

Réponse a la question 11.b.2
Les anthocyanes se comportent comme un indicateur coloré ; leur couleur dépendra du pH de la vacuole.

De nombreux candidats ont eu du mal a faire le lien entre la manipulation proposée et la réponse a cette question

II.2.c. Variations de couleurs de la fleur et signal aux pollinisateurs.
Sur cette photographie, on observe une fleur non fécondée et une fleur en cours de fanaison (Photo : J.F. Mauffrey).
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Formulez une hypothése pour expliquer I'origine de la variation de couleur entre les fleurs non fécondées et fanées.
Formuler une hypothése sur la signification de ce signal.
En lien avec quelle autre attraction pour I'insecte cette variation de couleur pourrait-elle étre liée ?

Réponse a la question 11.2.c

La variation de couleur peut étre liée a la dégradation de la vacuole qui met en contact les pigments vacuolaires avec
le cytoplasme et donc entraine un changement de pH qui modifie la couleur des anthocyanes.

Ceci peut étre un signal pour l'insecte indiquant quelles sont les fleurs a visiter.

La disponibilité en nectar sera grande dans la fleur non fécondée et faible dans la fleur fécondée.

La premiére partie de la question a souvent été mal traitée, le lien entre la couleur, le pH vacuolaire et la sénescence
des pétales n’étant pas expliqué. La seconde partie de la question a été en générale mieux traitée.

11.3. L’abeille et ses relations avec les plantes.
II.3.a. Les pieces buccales de I'abeille

Vous disposez d’une abeille : extraire ses piéces buccales et faire un schéma légendé.
Appeler ’examinateur (-trice) pour montrer votre présentation et comparer avec le schéma réalisé.

Réponse a la question 11.3.a
Les légendes attendues étaient le labium (langue),le palpe labial, la maxille et le palpe maxillaire, la mandibule et le
labre

Certains candidats ont réalisé de tres belles extractions des pieces buccales de I'abeille. Les schémas montrent la
encore des difficultés a observer correctement les structures.

11.3.b. Pattes et transport du pollen.

Extraire une des pattes de la troisieme paire et faire un schéma légendé de la patte.
Indiquer quelles sont les adaptations de cette patte a la pollinisation.
Appeler 'examinateur (-trice) pour montrer votre présentation et le schéma réalisé

Réponse a la question 11.3.b

Le jury attendait que la patte soit dessinée sur ses deux faces.

Les légendes attendues étaient le coxa, le fémur, le tibia, le peigne, la palette, la brosse.

L’adaptation des pattes a la pollinisation se fait par les brosses et le peigne qui permettent la récolte du pollen déposé
sur le corps de l'insecte, et par 'encoche qui permet la fabrication de galette de pollen. Et de I'autre c6té : la corbeille
avec ses longues soies lipophiles

11.3.c Insectes et vision de la fleur.
11.3.c.1. Etude pratigue de I'ceil de trois hyménoptéres.

Mesure des dimensions de I'ceil que trois hyménoptéres : abeille, guépe, frelon.
Vous disposez de trois insectes : une abeille, une guépe et un frelon. Sur chaque insecte, vous mesurez la longueur
du segment thoracique, ainsi que le périmétre longitudinal et horizontal en suivant le schéma suivant :
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Fig. 1. Sketch of a bee showing how we measured head-thorax length (HT)
and the longitedinal perimeter (L) and the horizontal perimeter (5) of the
eyes.

Protocole de mesure :
e Mettre I'insecte sur le papier millimétré sous la loupe binoculaire.
e Faire une capture d'image
e Avec Mesurim, rechercher les dimensions demandées.
Attention, tenir compte du planning de passage pour la caméra pour la capture d’image et le logiciel Mesurim

Protocole Mesurim :
e Ouvrir I'image
Menu Image zoom pour régler la taille
Menu image définir échelle
Enregistrer I'échelle
Menu image mesuré
Tracer la relation périmeétre longitudinal (L) en fonction de la taille du thorax (HT) et périmétre horizontal (S)
en fonction de HT et faire un bref commentaire sur cette relation.

Réponse a la question 11.3.c.1.

La mesure des dimensions demandées se faisait en prenant une photographie sous une loupe binoculaire. Les
protocoles des deux logiciels utilisés étaient fournis et la seule difficulté était le positionnement des insectes sous la
loupe binoculaire. Cette partie a en général été bien faite. Voici un exemple des deux courbes que I'on pouvait
obtenir :
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Bref commentaire
Commentaire : il existe une corrélation entre la taille de I'ceil et la taille du thorax.

Il existe une relation entre le nombre d’'ommatidies et le carré de la taille HT (en mm?), donnée dans la figure ci-
dessous. Estimer le nombre d’ommatidie pour les trois insectes fournis.

18x10°
16x10° Xylocopa latipes
14x107
’Z" [ ] Xylocopa varipuncta
— 12x105 Xylocopa californica
§2]
§ 10x10° ® Bombus griseocollis
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k) Prot fori
3 rotoxaea gloriosa
s 810 L Anthophora occidentalis
8 Megachile campanulae
g 6x10° 4 e Megal :
galopta genalis
s Apis mellifera
4x10° ® Megalopta ecuadoria N=8553A 0.51
Lasioglossum noctivagum
. Augochlora pura
2x10° Lasioglossum inconspicuum
Liotigona madecassa
Perdita minima
0 T T T T T T T T

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
(Head-Thorax)® (A)

Réponse a la question 11.3.c.1 suite :
Abeille : autour de 2 10° ; guépe : autour de 4 10° frelon : autour 8 a 10 10°.
Le jury a accepté toute réponse cohérente.

D’apres Jander and Jander.
11.3.c.2. Vision des abeilles et couleurs des fleurs.

Différentes études ont permis de déterminer que les photorécepteurs dans I'ceil humain et dans I'ceil d’abeille sont
différents.
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Sensibilités des photorécepteurs des humains. Sensibilité des photorécepteurs des insectes
Source : Sherwood et al a gauche, Backhaus a droite

Comparer brievement les deux spectres.

Réponse a la question 11.3.c.2.

Les pigments photorécepteurs ont une sensibilité différente pour I'ceil humain et I'ceil d’abeille, décalé vers le rouge
pour les humains et vers les ultraviolets pour les abeilles : la perception des couleurs sera différente. Le rouge sera
une couleur attractive pour les humains mais pas pour les abeilles, une fleur blanche pour les humains pourra étre
percue differemment par les abeilles si cette fleur émet de I'ultra-violet.

Application a la pollinisation d’'une Fabacées, le pois Hardenbergia violacea.
L’image c (a gauche) correspond a une transcription en noir et blanc pour la vision humaine alors que I'image d (a
droite) correspond a une transcription en noir et blanc pour la vision incluant les ultra-violets de I'insecte.

D’aprés J.O. Indosto et al.
Quel peut étre la fonction des deux taches sombres visibles en UV pour l'insecte ?

Réponse a la question 11.3.c2 suite :
Cela peut servir de guide vers les nectaires producteurs de nectar.

On étudie maintenant la pollinisation d’'une plante de la famille des Orchidées, Ophrys heldreichii. Les Ophrys ne
produisent pas de nectar mais produisent des phéromones sexuelles proches de celles produites par des insectes
femelles et sont pollinisées par des insectes males solitaires de I'espéce Tetralonia berlandi (Hyménopteres). Une
caméra permet de filmer 'approche des insectes a proximité d’une fleur unique. Dans I'expérience A, la fleur est la fleur
non modifiée. Dans I'expérience B, on utilise strictement la méme fleur (qui produira les mémes phéromones) mais dont
on a enlevé une partie du périanthe (voir image). Dans cette expérience, la fleur est symbolisée par le rond rouge.
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D’apres M. Streinzer et al.
Tracer un demi-cercle de rayon environ trente centimétre de rayon et analyser la trajectoire d’approche a plus de
trente centimetres et a moins de trente centimétres. Quelles peuvent étre les conclusions ?

Réponse a la question 11.3.c.2 suite :

Il ne semble pas y avoir de différence d’approche pour des distances > 30 cm avec ou sans périanthe. En dessous de
30 cm, I'approche est beaucoup plus efficace dans le cas d’'une fleur avec périanthe que dans le cas d’une fleur sans
périanthe : la vision semble intervenir dans I'approche « finale » de la fleur a moins de 30 cm.

11.4 La pollinisation de Diuris maculata (Orchidaceae).

L’'orchidée Diuris maculata est pollinisée par des insectes males de I'espéece Trichocolletes venustus. Ces insectes
pollinisent également deux Fabacées, Hardenbergia violacea and Daviesia ulicifolia. Ces deux fabacées produisent du
nectar mais I'orchidée Diuris maculata n’en produit pas.

On peut analyser I'image en noir et blanc avec une vision humaine (images de gauche) et avec une vision d’insectes
(images de droite).

De haut en bas : a et b : Diuris maculata en bas de I'image et Daviesia ulicifolia en haut; ¢ et d : Hardenbergia violacea ;
e et f : Daviesia ulicifolia
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D’apres J.O. Indosto et al.
Les insectes Trichocolletes venustus pollinisent ces trois fleurs. L'orchidée Diuris maculata ne produisant pas de nectar
a la différence des deux Fabacées, comment peut s’expliquer la pollinisation de cette orchidée par ces insectes ?

Réponse a la question 11.4 :
Le nectar est attractif pour les insectes pollinisateurs, et les fleurs de Diuris maculata ressemblent aux fleurs des deux

fabacées, elles ont le méme signal attracteur, symbolisant les nectaires. Il s’agit donc d’un cas de « tromperie » des
fleurs par les insectes.

Plusieurs autres Fabacées sont également pollinisées ces mémes insectes, a la différence d’Astéracées.
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Les mémes photos (vision humaine a gauche, insecte a droite) sont prises pour différentes plantes : en haut au sommet,
Dillwynia retorta (Fabacées), sur la gauche Bossiaea obcordata (Fabacées), en bas Diuris maculata (Orchidacées), a
droite Olearia sp. (Astéracées).

D’apres J.O. Indosto et al.
Quelle précision peut-on apporter a la réponse précédente ?

Fin de la réponse a la question 11.4 :

Si pour I'ceil humain ces fleurs présentent des ressemblances, les Astéracées apparaitront tres différentes des
Fabacées et de I'orchidée, ce qui explique leur non pollinisation.

Le signal visuel est donc un signal important dans I'attractivité de la fleur.

I1.5. Schéma bilan.
Faire un schéma bilan synthétique pour 'ensemble des informations de la partie Il.

Réponse a la question 1.5

Différents pigments dont les anthocyanes

Signal visuel d’attraction des fleurs

Vision par les insectes différents des humains

Attraction

Voici un exemple de schéma bilan réalisé par un candidat, de tels schémas sont valorisés par le jury :
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Bilan : la partie Il a été plus mal abordée que la partie |, notamment la gamme de pH et son effet sur la couleur des
anthocyanes. Pour les documents, les candidats décrivent trop sans conclure et sans faire de lien entre les documents.
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Partie Il : interactions chimiques plantes / insectes (durée conseillée : 0h30, 10/ 120)

3.1. Les émissions de composés volatils (VOc) par les plantes.

Les VOc désignent des composés chimiques volatils produits par différentes plantes.

On analyse par spectrométrie de masse (PTR-MS) les composés volatils émis par les feuilles d'une angiosperme
(Succisa pratensis, une plante de la famille des Dispacacées), saines ou attaquées par une chenille du papillon
Euphydryas aurinia, pour une plante saine (Non attacked plant), ou une plante attaquée par la chenille de ce papillon
(Attacked plant), 1 heure aprés l'attaque, 24 heures apres I'attaque, et par les feuilles non attaquées par la chenille de
la méme plante.
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D’apres J. Penuelas.
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Les composés volatils analysés sont (a) méthanol, (b) henexols, hexenals et hexenyl acétates, et (c) monoterpenes.
Test de student: +: P <0,10;*: P <0,05; *: P <0,01.

Analyser ce document. Comment qualifier cette production de composés volatils ?

Réponse a la question 111.1

Il'y a une émission de méthanol par les feuilles attaquées au bout de 24h significativement différente de la plante non
attaquée, environ 5 fois plus grande. L’émission par les feuilles non attaquées de méthanol n’est pas
significativement différentes des plantes témoins.

Pour les LOX volatiles, la feuille attaquée de cette plante a une émission significativement différente de la plante dés
la premiére heure, environ 100 fois plus importante. Au bout de 24h, la feuille attaquée produit encore plus de LOX,
mais les feuilles non attaquées de la méme plante ont également une émission.

De méme, les monoterpénes sont produits par la feuille attaquée mais aussi par les feuilles non attaquées. La feuille
attaquée en produit deux fois plus.

La production de composés volatils se faisant suite a une attaque, ceci est une réponse induite chez le végétal.

1.2 Effet direct des composés volatils.

Parmi les composés volatils émis, certains sont des molécules d’indoles. Ces molécules sont notamment émises suite
a une attaque de chenille. L’étude présentée ici est réalisée chez le mais (Zea mays). |l existe deux mutants différents
qui ne produisent pas d’'indole suite a une attaque de chenilles qui sont nommés ici igl mutant A et B. Le mais sauvage
WT (A ou B) produit normalement des molécules d’'indole suite a une attaque de chenilles. Les plantes A et B, sauvages
ou mutantes sont génétiquement différentes. On suit ici I'effet d’'une attaque par la chenille de I'espece Spodoptera
littoralis. On compare la réaction des plantes sauvages WT aux mutants ne produisant pas d’indole.

Ill.2.a. Effet sur la mortalité des chenilles.
La mortalité des chenilles est mesurée 7 jours apres le début de I'attaque (a) et en (c) ; on rajoute de l'indole aux
mutants.
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Les étoiles indiquent des différences statistiquement significatives.

Analyser et interpréter les documents a et c.

Réponse a la question 1l1.2.a.

La mortalité des chenilles est 3 a 5 fois plus faible pour les plantes ne produisant pas d’'indole (graphe a) et si on rajoute
de I'indole aux mutants n’en produisant pas, la mortalité est multipliée par quatre. L’'indole confére donc une protection
de la plante en entrainant une mortalité accrue des chenilles.

L’indole a donc un effet bénéfique direct pour la plante, il participe a la défense des plantes.
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[ll.2.b. Effet sur la croissance des chenilles et des plantes.
La croissance des chenilles (b et d), et la consommation des plantes par les chenilles (e) sont analysées.
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D’aprés N. Veyrat et al.

Les étoiles indiquent des différences statistiquement significatives.

Analyser et interpréter ce document. Formuler une ou des hypothéses explicatives.

Réponse a la question I11.2.b

De fagon surprenante, les chenilles survivantes sur des feuilles produisant de I'indole ont une masse plus importante
que les chenilles se développant sur des feuilles sans indole (graphe b). De méme, I'ajout d’indole aux mutants n’en
produisant pas confirme la stimulation de la croissance des chenilles (graphe d).

Pourtant, les chenilles consomment moins les plantes produisant de I'indole que les plantes sans indole (graphe e).
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Une hypothese explicative pour expliquer la meilleure croissance des chenilles sur les plantes avec indole serait une
meilleure digestion des insectes survivants, par modification de leur microbionte intestinal.

[11.2.c. Effet sur le choix du dépbt de I'ceuf par les femelles (oviposition).

Un test d’oviposition est réalisé en comptant le % d’ceufs déposés par des femelles en cage sur des plantes sauvages
(WT) ou mutantes.

Oviposition choice

WT T igl mutants

: : : ! |

| — Naive ¥ i

| |< Expgrienced |
-100 =50 0 50 100

Number of S. littoralis eggs [%]
D’apres N. Veyrat et al.

Deux expériences sont faites séparément, la premiére avec des femelles issues de chenilles s’étant nourri sur les
feuilles (Naive) et la seconde sur des feuilles additionnées d’indole (Experienced).
Analyser et interpréter ce document.

Réponse a la question 1l1.2.c.

L’oviposition est plus forte sur les plantes ne produisant pas d’indole, ce qui confirme le réle protecteur pour la plante.
Si la femelle est issue d’'une chenille nourrie avec des feuilles additionnées d’indole, les femelles choisissent un peu
plus les plantes produisant de I'indole.

L’indole faisant partie des composés volatils, on peut penser qu’il agit comme signal répulsif pour la femelle.

I11.3. Role de la lipoxygénase dans la production de certains VOc.

Il existe des mutants chez le mais (Zea mays) qui ne produisent pas I'enzyme lipoxygénase ; un de ces mutants est le
mutant lox 10-2 chez qui cette enzyme est totalement absente.

On analyse ici 'émission de certains VOc, chez le mais suite a une attaque de la chenille 'espéce Spodoptera lexigua
pour des mais sauvages (WT) ou des mutants contaminés par ces chenilles ou non contaminés (« Control »).
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Réponse a la question 111.3

Il n'y a pas d’émission de VOc en I'absence d’attaque par les chenilles quelques soit la plante. Il y a émission de VOc
pour la plante sauvage en cas d’attaque mais il n’en a pas chez le mutant lox 10-2. La production de Voc est donc
dépendante de cette enzyme, qui est activée ou induite lors de I'attaque par un herbivore. Le maximum de la réponse
se fait environ 5h aprés l'infestation.

[1l.4 Conclusion.
Faire une conclusion synthétique en quelques lignes, en replacant les composés volatils dans contexte évolutif.

Réponse a la question I11.4

Suite a une attaque d’herbivore, certaines enzymes dont la lipogénase sont activées ou induites et la plante produit des
composeés volatils qui la protégent et qui entrainent un mauvais développement des herbivores.

Les plantes produisant des composés volatils présentent donc un avantage sélectif. C'est une adaptation des plantes
vis-a-vis des herbivores.

La partie Il a souvent été mal traitée par manque de temps
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Partie IV : reconnaissance raisonnée de quelques especes (durée conseillé : 0h30, 10 / 120)

Cette question sera traitée au poste « exercice de reconnaissances » selon le planning affichée dans la salle. Durée
maximale : 30 minutes.

Pour chaque insecte numéroté de 1 a 5, vous procéderez a I'identification de I'ordre, vous indiquerez un nom francais
et le type de relation entre I'insecte et la plante.

Pour les plantes numérotées de 6 a 10, vous indiquerez sans justification la famille, le genre et I'espéce, ainsi qu’une
relation possible avec un insecte (question spécifique a chaque exemple).

Tableau pour les insectes :

Echantillon n° Ordre Nom commun Relation possible plante /
insecte
Exemple Orthoptéres Criquet commun Phytophages, mangeur
d’herbes (Poacées)
1 Coléoptéres Larve de Hanneton Mangeur de racine
2 Coléopteres Scolyte + bois mangé xylophage
3 Lépidopteres Moro-sphinx adulte Prélevement de nectar
4 Dipteres Adulte + larve mouche Adulte : liquide,
mineuse Larve : parenchyme
végétal
5 Hyménoptéres Fourmis sur nectaire extra | Sécrétion plante
floral
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Echantillon n®

Exemple

10

Tableau pout les plantes :

Famille

Orchidacées

Fagacées

Brassicacées

Solanacées

Poacées

Scrofulariacées ou
Plantaginacées

Genre espéce

Orchis mascula

Quercus robur (Quercus
pedonculata)

Sisymbrium irio

Solanum tuberosum

Triticum aestivum

Linaria cymbalaria

Relation possible avec
un insecte : répondre a
la question posée pour
chaque exemple.

Ordre d’insecte pouvant
polliniser cette plante :
Hyménopteres.

Donner un exemple
d’ordre d’insecte pouvant
provoquer une galle :
dipteres

Donner un exemple
d’insecte pouvant attaquer
cette plante (nom
commun) :

Piéride

Donner un exemple de
ravageur :
Doryphore

Donner un exemple
d’insecte attaquant ses
fruits :

Charencon

Donner les principaux
ordres d’insectes
pollinisateurs
Hyménopteéres,
|épidopteres, diptéres

Cette partie a été assez discriminante, certains candidats faisant preuve de trés bonnes qualités naturalistes.

Beaucoup de candidats ont mal lu le libellé des colonnes et les exemples proposés sous les intitulés. lls se sont ainsi
bornés a citer une relation interspécifique décontextualisée qui n’était pas I'objet de I'exercice.





