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Résumé.

Nous avons établi un bilan, a différents stades de mue, dec glucides
plasmatiques et hémocytaires du Carcinus maenas (L.) au moyen de la
technique de chromatographie en couche mince et de dosages
enzymatiques. Les résultats apportent des arguments appuyant I'hypothese
de JOHNSTON (1971) qui propose de considérer les hémocytes comme dec
hépatocytes circulants, c'est-a-dire comme une population de cellules
librec, capable d'accumuler, de transporter et de distribuer des matériaux
glucidiques selon les besoins des autres tissus et, ce, aux différentec
étapec du cycle de mue. Nous mettons de plus en évidence I'intervention de
différents dicaccharides (maltose, saccharose et tréhalose) danc le
processus de 1a mue. Enfin, nous proposons de concidérer I'hémocyte
comme un lieu de stockage et éventuellement de synthése du tréhalose.

Abstact.

We carried out at definite moult stages a balance of the plasma and
hemocytes glucides of Carcinuc maenac (L) by means of thin layer
chromatography and enzymatic methods. The results substanciate the
hypothesic of JOHNSON (1971) which considers the hemocytes as
circulating hepatocytes te. as a population of free cells able to
accumulate, to transport and to distribute glucidic material in function of
the ticsues demand at various moult stages. We also put forward the
intervention of disaccharides such as maltose, sucrose and trehalose in
the moulting procecs. Finally, we propose to consider the hemocyte as a
site of storage and pocssibly of synthesis of trehalose.
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Orientation du travail

Dans Te cadre de T'etude du metabolisme énergétique des Crustaces et plus
particuliérement du recensement de Teurs réserves énergetiques, un travail
recent sur les hemocytes montre qu'ils sont capeables de glycogenosyrithese
et de glvcogenolyse ( Fourneau, 1986 ).

Par ailleurs, on connait encore peu de choses concernant la fonction des
dissaccharides dans la constitution et V'utilisation des reserves
énergétiques. L'étude du métabolisme du saccharose, du maltose ( et des
oligesaccharides ) et du tréhalose n'a que tres rarement éte envisagee. Ce
dernier sucre notamment est prédominant dans I'hemolymphe des insectes,
plus particulierement dans celle des insectes ailés ou il fournit de
tenergie pour le vol.

Notre objectif a donc été d'affiner les connaissances existant sur
I'hemolvrmphe comme transporteur d'énergie et ce, chez Carcinus maenas
Nous avons effectue une étude qualitative et quantitative des sucres
rencontres dans hemolymphe au moven de deux techniques
conventionneiies adaptées aux conditions rencontrées chez les Crustacé
- Chromatographie en couche mince { CCM ).

N o g o S T
= Ugtades enzymatigues.

n

L4

L'oGjectif est donc detabir un Synopsis giucidique de 'hemolymphe et des
hemocytes chez Carcinus maenas L. et ce, enrelation avec differents
stades de mue.




Liste des abréviations

AMPC racide 3, S'-adénylique cyclique

ATP : adénosine-S'-triphosphate.

SAMP : adénosine-S'-monophosphate

ccm * chromatographie en couche mince.

EDTA . acide tétraaceptique éthylénediamine.

FEP : fructose 6P.

G1P " glucose 1P.

GEP - glucose €P.

GEP-DH : glucose € phophate DHaze

GMPc > acide 3', S'-guanylique.

HC : hémocytes.

HGH - hormone hyperglycemiante.

HK . hexokinase.

L - hemolymphe.

S IMP . Inosine-S'-monophosphatasze.

MR :mobilité relative.

NADP - nicotinamide adéenine dinucleotide
phosphate.

PGI - phosphoglucoisomerase.

Pi : phosphate 1norganique

PO - pedoncule oculaire.

RER - réticulum endoplasmique rugueux.

RES - réticulum endoplasmique lisse.

SNC : systéme nerveux central.

Tris : tris (hydroxymeéthyl) aminoéthane.

ubp ~yridine diphosphate

UDPG - uridine diphosphoglucose.




8.

br.

coeur

Coupe transversale du céphalothorax montrant les chambres branchiales
(ch. br.), les branchies (br.), les épipodites de mzpl et mzp3, le cceur et une
paire d’ostioles dorsales, le péricarde (per.) et des vaisseaux sanguins.
: sinus branchial afférent; a. f. : veine afférente remontant sur la face externe
des branchies; e. f. : veine efférente menant le sang dans la veine branchio-car-
diaque (v. br-c.), qui débouche dans la cavité péricardique. a. ds. : artére des-
cendante se ramifiant en artéres appendiculaires (a. app.).

Fig.l: d'aprés A.G. Bauchau ( 1966 ).




Chapitre 1:Données physiologiques et morphologiques
concernant Jes Crustacés.

1.11e systéme circulatoire chiez les crustacés:

Lec Crustaces comme touc lec Arthropodes ont un systéeme circulatoire
ouvert. c'est-a-dire que le sang quitte lec artérioles pour se répanare gans
gec cinus interviscéraux. Chez les Entomoctraces et lec Malacostraces
inférieurs, le coeur est simplement un fong tube avec une parot musculaire
unigue et dec ostiolec laterales allant par paire. Chez les Malacostraces
pluc évolues, comme par exemple Carcinue maenac L., le coeur se présente
sous lz forme d'une grande chambre pentagonale Située dorszlement gans
le thorax au-deccus des organes respiratoires (fig. 1). 11 est suspendu dans
ie péricarde par ges ligaments fibreux. Dec artéres élastigues maic non
musculaires quittent le coeur, elles sont muniec de valvules empéchant
I'némolymphe de refluer vers 1a cavité cardiaque. Elles pacssent a travers
12 membrane péricardique et déversent I'hémolymphe dans des sinus
£3anguine 3pres un nombre variable de branchementes. |1 €'y produit un
échange de substances avec les tissus environnants, aprés quo!
I'némolymphe ect drainée pDar un reseau de veines vers le sinus ventral
megi2n d'ou elies pénetrent danc les branchies Lec veines afférentes
branchio-caradiaques ramenent I'hémolymphe au péricarde dou elles
vénetrent dans le coeur par troic paires dostioles a valvules. Le contrdle
dec contractions est assure par un ganglion citué csur la paroi dorsale au
coeur (Bauchau,196€).

12l hémolymphe:

on denorirne 1e "sang” des Crustacés hémolymphe en raison de leur systerme
circulatofre ouvert. Celle=Ci vehicule un nornbre variable de celluies
sanquines appelees hermocytes et non plus leucocytes corrme
anterieurernent pour eviter toute confusion avec certaines cellules
sanquines des Vertebrés. L'hémolymphe véhicule eqalerment un pigraent
respiratoire, l'hermocyaning




Tamizav I
Hémocytes des Crustacés Décapodes

Ret. | Ribos .| G I g
Type Forme | Noysu Endop.| Nbres Golgi ol Lysos. [Mitoch. Synomymies probables — Auteurs
Ronde | Central L + - - + Pale amoeboid cell (HatrLisunron, 1885)
Ovale Rond ou Explosive corpuscule (Hanov, 1892)
HYALIN Large peu Hyaline lymphoid cell (Gzorce et
NicnoLs, 1948)

5 Lymphold cell (Towey, 1958)
Gerinnungszellen (Stanc-Voss, 1971)

Fuseau |[Central |[L-R| + + ++ + + Thigmotactic amebocyte (Georos et

Ovale Ovale Nicwotrs, 1948)
Bilohé Monocyte (Toney, 1958)
SEMI- Ovoid or spindular basophil (Hzaning et
GRANULEUX Vernick, 1967)

Gerinnungszellen (Stanc.-Voss, 1971)
Phagocy tierende amdbocyten (Sranc-
Voss, 1971)

Ronde |Excentr|L-R| + +  [+4+44+ | +4+ 4+ | Eosinophilic corpuscle (Hanpvy, 1892)
Ovale Bilobé Acidophilic granule cell (Geonas et
Nuciéole] Nicxovrs, 1948)

Explosive refractile granulocyte (Towgy,
GRANULEUX 1958)

Ovoid or Spindular basophil,

Eosinophil (Heaning et Veawick, 1967)
Granuliren amdbocyten (Stame-Voss,
1971)

LIPO- Ovale Excentr. + + Szwrir, 1955.
PROTEINIQUE | Ronde |[Aplati

Fig.2 : d'aprés A.G. Bauchau et J.C. Mengeot.

Photo 1. : hémocyte hyalin ou hyalocyte ( G = 9100 )




1.2.10rigine et nombre dec hemocvtes

- origine. Les hemocytes proviennent de 1'organe hématopoiétique. 11 est
cornpesé d'un ensemble de nodules reliés par du tissu conjenctif. Sa
localisation varie avec ie groupe systématique étudie. il est situé ala
base durostre chez 1es Natantia et s'étale sur les parois dorszlec ot
laterales de I'estomac broyeur chez les Reptantia (Charmantier 1672).
Chajue noduie est composé de cellules souches ou hémobiastes deraing
fibreblastique, caractérisées par un grand noyau et un cytoplasme hyalin,
ellez subizsent des mitoses réguliéres produisant ainsi des

cellujes-fillec: celles-ci se difféerencient a des degres divers pour donner
naissance aux troic types dhemocytes circulants. les cellules hyalines, les
hémocytec semi-agranuleuy et les granulocytes ( Bauchau, 1978 ). Etant
gonneé que ies héemoecytes circulants ne subissent plus de miteses, leur
nombre reflete étreitement Tactivite de 1'organe hematopoietique, D'autres
facteurs peuvent aussi augmenter le taux hémocytaire, notamment la
preparation ge 12 ponte et en genéral 1es phenomenes de stress ()edne,
terperature, parasitisme,...).

Les hemocytes ont eté decrits pour la premiere fois en 1824 par Carus.
Depuis cette date se sent succédes un nombre important de travaux pour
tenter d'etabhir une classification des hemocytes. Cependant tous ces
travaux n'ont réussi qu'a créer une confusion dans la litterature
scientifique. La diversité des techniques et des critéres utilisés
'expliquent pour une bonne part. De plus, 1es hemocytes constituent un
matériel tres rézctionne] qui subit des transformations importantes dés
qu'il est retire de 'hemaoceele. Cependant, 1a mise en ceuvre des techniques
nouvelles de micrescopie a permis daboutir @ une nomenclature plus
raticnnelle. Treis types fondamentaux peuvent étre distingués, les autres
nétant que des synonymes( fig. 2 ).

- Les cellules hyalines:

Ce sont les celluies les plus petites ( 7 microns ), avec un grand noyau
central géenéralement entoure par une frange cytoplasmique basophile. On
note la présence de RER, de ribosomes libres et de quelques rares granules
limités par une membrane. Le Golgi, quand i1 existe, est unique.




Photo 3.

: hémocyte granuleux ou granulocyte ( G = 5700 )

Photo 2. : hémocyte

semi-granuleux

(G =7100)
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Ces cellyles ont une tendance marguée a émettre des extensions
pseugopodiales.
- Lec granulocyvtes
Ce zont les cellules les plus grandes (& a 10 microns) avec un noyau petit,
bilobé et décentré Le cytoplasme est rempli de grands granules limites
par une membrane; 11¢ sont denses aux électrons et acidophiles. Le Golgi
est prezent 1a plupart du temps. On ne trouve du RER et du RES qu'autour du
noyau et en bordure de la cellule,
- Lez cellules semi-granuleuses:
Cest un type intermediaire entre les deux types precedemment decrits. Le
noyau est central ou décentré, spherique ou lobe Ces cellules contiennent
dez ribosomes hibres, du RER ou du RES plus développes que dans les deux
autres t,pe-. et deux Golgis ou plus produisant un nombre plus ou moins
grand de granules eosinophiles disperses dans le cytoplasme (BEauchau et
De Erouwer, 1972
Ces troic types cellulaires forment apparemment une série continue de
différenciztion avec de nombreuses formes intermediaires Plusieurs
arguments plaident en faveur de cette hypothese, notamment le rapport
noyau/cytoplasme aécroissant et 13 charge croissante en granules Ce
concept a eté propose en 1891 par Cuénot et adopté par 1a majorite des
chercheurs Cependant, certains s'y opposent:
- Eneffet, Ghiretti, et al.( 1977 ) ainsi que Ratcliffe (1979) affirment que
les aifferents types d'hémoc'te: ne réprésentent pas des stades de ,
maturation d'une méme cellule et que chague type d'hémocyte assure une
ou plusieurs fonctions particulieres
- Une autre hypothese veut que les granulocytes soient le seul type natif
circulant et qu'en raison de leur extréme labilité, nimporte quel stress les
amenerait @ dégranuler donnant naissance aux populations hyalines et
semigranuleuses (Vranckx et Durliat, 1977).
En plus de ces trois types circulants, d'autres hémoblastes ne s
differencient gu'aprés fixation sur le tissu con]onctxf on peut y Inclure:
- Les cellules lipo-proteiniques de Sewell (19SS
Une vacuole augmente progressivement en taille confinant le cytoplasme
en periphérie et repouszant le noyau dans un coin. Un materiau
lipo-protéinique s'aggrége dans des corps denses réfractiles. Ces cellules
pourralent étre responsables de 1a sécrétion de 1'épicuticule non
chitineuse, juste avant la mue.




- Les cyanocytes

s synthétisent et stockent I'hémocyanine sous la forme de corps
cytoplasmiques cristaling (Fahrenbach, 1970) Ceux-ci fusionnent
repoussant le cytoplazme en périphérie Le pigment passe dans le sang via
une secretion de type holocrine

- Les phagocytes, attaches en divers points du réseau vasculaire (Johnson,
1981)

- Les cellules de réserve: ce sont des hemocytes volumineux repartis dans
le tissu conjonctif (Ghiretti1-Magaldi, 1977).

IT faut cependant signaler l'existence dautres claszifications

- Ravindranath (1974) a adapte 2 Ligia océanica, celle établie par Jones
(19€2) pour les insectes. 11 subdivise le stade hyalin en cing sous-classes
mais aucune recherche n'est venue confirmer cette classification.

- William et Lutz (1975) ne distinguent que deux types cellulaires selon
I'absence ou 12 preésence de glycogene mais cette classification semble
trop simpliste.

| 22 Cytochimie des hémogoytes:

-En regle genérale,on note 12 presence simultanee de proteéines basiques et
d'hydrates de carbore non glycogeniques dans les granules(Bauchau et
al.,197%) Ce sont des mucopolysaccharides neutrec.l1 se pourrait que ce
soit de 1a chitine ou des précurseurs de chitine(Johnston et al,,1972)0n a
constate la présence d'hémocyanine dans les granules des
granulocytes(Durliat et Vranckx,197€b)

-Le glycogene se trouve sous forme de plages plus ou moins riches dans les
trois types hemocytaires fondamentaux; ony trouve egalement des lipides.
-Au point de vue enzymatique,la caracteristique 12 plus intéressante est
gue la prophenoloxydase ne se retrouve que dans les cellules
semi-granuleuzes et granuleuses.

1 2 4Fonctions des hémocytes:

1341 lation:

Dés 1970,Grégoire reconnait cette fonction aux hémocytes.On peut
regrouper les differents types de coagulation en trois catégories
principales

-Le type A:simple agglutination hémocytaire,sans aucune gelification
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ulterieure du plasma.

-Le type E.agglutination cellulaire et gelification totale du plasma

-Le type C-formation d'un gel limité au pourtour des hémocytes suivi peu
apres d'une gelification plus complete L'agglutination ne joue ici qu'un réle
secondaire ( Tait,1911 ).

Carcinys maenas presente le type de coagulation B, schematise a la figure
-

Le coagutogene est présent sous forme de monomeres dans I'hémocyte et
serait a 1a base de 1a formation du coagulogene polymérique plasmatique
soluble C'est une protéine qui joue un role analogue au fibrinogene ges
vertebres Sous l'action d'une sérine protéase hemocytaire, le coagulogene
se transformerait en coaguline formant un gel instable. Une transamidase,
activee par 1a serine protéase, acheverait la transformation de ce gel en
gel stabilize et insoluble |1 faut signaler que d'autres facteurs
Iinterviennent, notamment le calcium Les hémocytes ne participent pas
touz en méme temps a ce phénomeéne. Les cellules hyalines et
semi-granuleuses forment d'abord un réseau cellulaire 1ache par I'émission
de longs pseudopodes. Pendant ce temps, elles déchargent leur contenu
vacuolaire provoguant une géhification du plasma plus ou moins

prononcee Ensuite les cellules granuleuses déchargent le contenu
solubilisé de leurs granules dans le plasma.

Les Arthropodes étant un groupe d'animaux a circulation ouverte, la
coagulation se doit d'étre un phénomene efficace, toute atteinte a
I'integrité des téguments representant en effet une éventualite redoutable.

1.2 4212 phagocy

La phagocytose est un processus actif par lequel une cellule englobe des
particules solides en suspension dans le milieu. Les trois types
foncamentaux d'hémocytes phagocytent mais les hyalins et les
semi-granuleux se montrent plus actifs. |1 existe une certaine
specialization cellulaire notamment chez Callinectes sapidus ou les
amibes ne sont phagocytées que par les hyalins tandis que les bactéries le
sont par les granulocytes L'adhérence des éléments a phagocyter aux
recepteurs membpranaires est un préalable essentie]

-Ce phenomene est dépendant du pH.

-1l se fait grace a la présence de lectines sur 1a membrane des hémocytes
et par une reconnaissance specifique des carbohydrates (Renwrantz, 19832,
Cazzels, 195€).




—QUANTITATIVE RESULTS OF CARBOHYDRATE ASSAYS OF Carcinus HAEMOLYMPH
AND HEPATOPANCREAS TISSUES

Mean tissue concentration Mean total tissue values

Haemolymph Hepatopancreas Haemolymph Hepatopancreas

Carbohydrate (mg% +S.E.)) (mg/g+S.E.) (mg+S.E.) (mg+S.E)
Glucose 8:02+0-86 1:69 +0-20 134+ 0-14 5-65+0-66
Trehalose 436 +0-29 1-151+0-09 073 £ 0-04 7-17+0-48
Total oligosaccharides 17-35+1-33 3:65+025 290+ 0-22 12-18+£1-33
Glycogen 2316+ 2-88 0-22 + 0-05 3871048 0:60+0-13

Total polysaccharides  74-77 £ 6-43 1-03+0-18 1204 £ 1-05 3-42+0-59
Total carbohydrates 94-05 £ 6-97 436 +0-31 1512+ 142  1569+1-07

Fig.4:d'apr&s Johnston (1973)




1 247 Encapsulation et mélanisation

Loreque le corps étranger depasse le volume des hémocytes, apparait le
phénomene de V'encapsulation. Plusieurs couches d'hémocytes entourent le
corps etranger qui se voit séquestré dans un epais manchon cellulaire. Ce
phénomene est parfois suivi d'une mélanisation intense die & l'activation
ge 12 phenoloxydase hemocytaire.

1.3 44Mue et vitellogenése:

Chez Eriochelr sinensis, une augmentation significative des hemocytes 2
leu lors de conditions physiologiques définies telles que 1a mue ou
activite des gonades (Bauchau-Plaquet, 1972) 11 serait tentant dy voir
un role joue pal les hemocytes mais cette hypothese n‘est pas confirmee a
I'heure actuelle De méme, pendant l1a x'lt.ellogeneae chez Carcinus maenac,
'hémocyanine et une autre protéine sérique ( glycolipoprotéine ) sont
incorporées dans les oeufs; ces protéines pourraient étre dorigine
hémocytaire (Busselen,1970).

22erve d'acides aminés libres

La teneur en acides aminés libres des hemocytes est élevée par rapport 2
celle guplosma Elle pourrart jouer un role dans la regulation osmotigue de
ces cellules, guand Te crabe parvient dans un miliey de salinite differente
( Evans, 1972)

2 4€ Fonction d "heépatocyte circulant™

En 1971, Johnzton et Davies effectuent une analyse comparee des sucres
presents dans I'hnemolymphe et dans I'hépatopancreas de Carcinys maenas(
f1g4) 11s constatent que, non seulement les proportions de
polysaccharides sont plus elevées dans I'hemolymphe mais leur quantité
totale en comparaizon avec I'hépatopancréas est également supérieure
Or, jusqu'a ce jour, I'némolymphe des Crustacés était généralement
conzidéree comme un moyen de transport des métabolites de faible poids
moleculaire. L'hépatopancréas souvent comparé au fole des Vertébreés,
apparaissait au contraire comme un site de transformations et de stockage
des hydrates de carbone de haut poids moléculaire.

Ces recherches ont donc conduit a réviser les réles respectifs des




-,

hemocytes et de I'hépatopancréas et a proposer un role dhépatocyte
circulant pour 'hémocyte. D'autres données sont venues appuyer cette
ypothése: Bauchau et Mengeot (1978 ) utilisant des methodes
histochimigues ainst que la microscopie électronique ont mis en evidence
gans les hémocytes des quantités de glycogéene dépassant celles
nécessaires a leur propre métabolisme. Une partie de cette réserve
pourrait servir a la synthése de chitine au cours de la mue (Johnston et
al., 1972 ), le surplus serait un réservoir de glucose facilement mobilisable
(William et Lutz, 1975 b ). En effet, Johnston et Davies (1971)
remarquent que I'hydrolyse des polysaccharides de I'hemolymphe augmente
1a concentration du glucose sanguin.
Cependant, les travaux de Keller (1977) ont fourni des résultats ne
concordant pas avec cette hypothése : une injection de I'hormone
hyperglycémiante des glandes sinucaires produit une augmentation dec
concentrations en AMPC et GMP¢ dans les muscles, les téguments et les
gonades, mais pas dans I'hemolymphe ce qui 1aisse subsister un doute sur
1a fonction hepathique des hemocytes.
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14 Lamue

1.4 1 Introduction:

Bien qu'elle ne s'exprime que périodiquement au travers de 1a mue, la
croissance est un phenoméane tout a fait continu chez les Crustaces,

Deux cas peuvent se presenter.

- ¢0it Jes mues se succédent tout au long de 1a vie du Crustace, ce qui
conduit 2 une taille de plus en plus grande. C'est le cas du tourteay (Cancer
pagurys ) et du homard (Homarys yulgaris).

- soit il existe une derniere mue et, dans ce cas, I'animai atteint une taille
mavimum. On rencentre cette situation chez I'araignee de mer (Maia
squinado) et e crabe enrage (Carcinus maenas).

L2 mue assure trois roies:

- La reparation réquliére de toute détérioration de I'exosquelette.

- Lacroissance,

- L'expression, iors de 13 puberté, des caractéres sexuels primaires et
secondaires (appendices sexuels, élargissement de I'abdomen chez la
femelle),

La terminologie actuelle différencie 1'exuviation ou ecdysis (rejet de
I'ancien exosqueiette) de 1a mue ( phenomenes qui précédent et suivent
I'exuviation). Ces deux processus s'accompagnent de modifications
profondes du systéme tegumentaire : c'est peurquoi il nous a paru
nécessaire de le décrire ci-apreés.

1.42 Le systéme tégumentaire:

On vy distingue plusieurs couches (figure S ).

- L'épicuticule qui est 1a couche la plus externe correspond a queiques
microns; elle est composée d'un complexe de lipo-proteines ainsi que de
cristaux de carbonate de calcium; 1a chitine y est absente. Son rble est de
diminuer la perméabilite des téguments.

- L'endocuticule que 1'on peut subdiviser en déux couches sulvant feur
moment de secrétion:

.Lacouche préexyviale, secrétée avant 1a mue: elle est riche en proteines,
calcifiée, contient divers pigments et est composée de 40 3 45 % de
chitine.




« STADES DU CYCLE D'INTERMUE : leur durée chez C. maenas, les caractéristiques morphologiques

et physioclogiques qui les définissent.

Stade | Durée Caractéristiques physiologiques Caractéristiques morphologiques
(Immédiatement aprés l'exuviation)
. Absorption d'eau. Déplissement du nouvel exosquelette
A v " e ou . anatitivité apparente de l'animal qui offre une consistance molle,
1 (ni déplacement, ni alimentation).
. Fin de 1'absorption d'eau.
Début de calcification de la partie Bouclier dorsal b consistance
A, 20 - 40 h antérieure du bouclier dorsal. parcheminée.
..Déplacement de l'animal, jelne.
. Calcification croissante de Bouclier dorsal durci sauf dans
2 1'exosquelette. région cardiaque,
1 propodites des pattes déprimables
. Déplacements, jelne. Sans casser.
- - 2 - 3 jours e peup——
Propodites rigides.
5
. Début de formation de la couche Rigidité compléte du bouclier dorsal
principale, calcification croissante. sauf dans région cardiaque,
c quelques jours . Déplacements, alimentation intense. flexibilité de région postérieure

quelgues jours

e - - - - - - -
quelgues jours

et

plusieurs
semaines ou

plugisnrs moisg

Suite de la formation de la couche
principale et de la calcification.

Déplacements, alimentation intense.

Achdvement de la couche principale.
Déplacements, alimentation.

Formation de la couche membraneuse.
Déplacements, alimentation.

des branchiostégites,

flexibilité des méropodites des
pattes dans le sens de leur aplatis-
sement.

o - - - - e - - e - e - - -

Rigidité totale du bouclier dorsal,
flexibilité trés réduite de la
région postérieure des
branchiostégites.

Rigidité totale de 1'exosquelette.

Test de présence de la couche
membraneuse : une cassure d'un
fragment du bouclier dorsal
n'entralne pas une séparation des
deux morceaux.

quelques jours

e - - e - - - - -

quelques jours

o - - o - - - -

quelques jours

P - - - - - - -

quelques jours

* S

quelgues hamres

.

Décollement de l'épiderme par rapport
3 1'exosquelette (apolyse), mitoses
ectodermiques, gendése des futures
soies.

Déplacements, alimentation.

Suite de Do.

Sécrétion de 1'épicuticule, 4ébut
de sécrétion de la couche piymentaire
du futur exosquelette.

Déplacements, fin d'alimentation.

Résorption de l'ancienne cuticule,
suite de 1'édification de la couche
pigmentaire.

Déplacements, jefine.

Achévement de la résorption
de l'ancien exosquelette.

Inactivité, jefine.

Examen microscopique de 1'épipodite
branchial externe :

faisceau fibrillaire des soies pas
encore invaginé sous l'épiderme.

- e e e e e e e e e e e e e e ae e e e

Examen microscopique de 1'épipodite
branchial externe : faisceau fibril-
laire des soies invaginé sous
1'épiderme.

Cassure d'un dactylopodite @
l'extrémité de la patte se dégage
de son ancien exosquelette.

Fragilité de la suture épimérienne
qui céde sous la pression d'un
ongle.

B R

Suture épimérienne ouverte :
fente bien apparente.

quelques
minutes

.

Absorption importante d'eau.

Souldvement du bouclier dorsal,
dégagement des appendices,
rejet de l'ancien exosquelette
(exuviation).

Fig.7 :d'aprés M.T. Cantiniaux-Fontaine (1983)




b

Les couches postexuviales, dépesées apres la mue : 1a couche principale
s'enrichit en dépdts calcaires tandis que la couche membraneuse, déposee
en tout dernier lieu reste libre de calcaire.

Toutes ces couches forment 1'exosquelette qui g'appute sur 'ectoderme. Ce
dermer ne compte qu'une seule assise de cellules trés hautes ; des cellules
sensorielles terminees par un poil 'y intercalent. Le derme, situe sous
'ectogerme, contient des glandes tégumentaires au role controverse et de
nembreux chromatophores.

La chitine apparait donc comme un composant essentiel de 'exosquelette .
c'est un polymere de l'acetylglucosamine (fig € ), qui se he a des
protéines pouvant étre tannees et retient éventuellement des cristaux de
calcite La superposition des strates traduit le caractere rhythmique de
'activite secrétoire de I'ectoderme.

1.47 Deroulement de 12 muye (¢fr fig 7 )

L'exuviation est precedée d'une etape préexuviale (proecdysis ou etape D de
Drach ) divisée en cing stades:

- L'apolyse ou etape Do : I'épiderme et 'exosquelette se séparent;
I'épiderme e phisse sute 2 de nombreuses divisions de ses cellules.

- L'étape D1 - secrétion d'une nouvelle épicuticule qui s'achévera en D2

- L'etape D2 - secretion de I'exocuticule ( 1a couche preexuviale ).

- L'étape D3. resorption de I'ancienne cuticule avec mise en reserve dune
partie ge ses comstituants dans I'hépatopancreas, 1'épiderme et
I'hemolympne.

- L'étape D4 I'ancien revétement céde sous une attaque enzymatique plus
localisée . la carapace s'ouvre

Lors de I'exuviation, le Crustace sort de son ancien exosquelette.

AU cours des étapes postexuviales, 11 va absorber de I'eau notamment par
la paroi de 1'estomac broyeur (A1), ce qui, par I'extension de ses tissus va
lur permettre d'acquerir une taille plus grande (A2 jusque C2). Ces étapes
s'accompagnent de la calcification progressive de I'exosquelette par le
depOt de sels minéraux et de I'achévement de 1a couche principale
(endocuticule ) par la synthése de protéines et de chitine.

L'intermue ou anecdysis (C4) est I'étape 1a plus longue et se caractérise
par la formation de 12 couche membraneuse.
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différents lobes nerveux et les glandes endocrines.
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144 Contrile engocrinien:

Dés 1905, Zelény constate que 1'ablation des pédoncules oculaires
accelere 1a mue. Par contre, une implantation des pédoncules oculaires la
retarde. 11 en conclut a 'existence d'une hormone nhibitrice de 1a mue, la
MIH. 11 faut attendre 1931 et Hanstrom pour connaitre I'histologie des
pédoncules oculaires qui se révéleront étre le lieu de secrétion de 12 MIH
Cew-c1 ( f1g 8 ) révelent dans le sens proximo-dorsal différents tissus .
-une serte de ganghions nerveux @ la médulla terminalis (M.T.), 12 medulla
interna (1), la medulla externa (ME.) et 1a lamina ganghionaric
-I'extremite correspond a un ganglion optique constitué dommatidies
-l'organe ¥, situé sous la medulla terminalis , est un ensemble de cellules
nerveuses dont les terminaisons axoniques forment 1a glande sinusaire.
L'organe X et 1a glande sinusaire constituent ensemble 1'organe neurohémal.
-des cellules en forme d'oignon sont disposees pres de 1'organe X et
forment V'organe de Eellonci Des expériences d'ablation sélective et
dinjection ont montre que 1'organe de Bellonci agissait positivement sur
l'organe Y et favoriserait l'ecdysis par l'intermediaire d'une hormone.

En 1922, Passano montre grace a des expériences d'ablations, de greffes,
et dinjections, que C'est le complexe neyrohémal qui est responsable de la
cecretion de 1a MIH Cette hormone ri'a été caractéricee que recemment
{(198€) par Webster : c'est une substance peptidique thermostable,
sensible a la trypsine et d'un poids moléculaire situé entre 6000 et 14 000
Daltons

I ex1ste également une hormone de mue: c'est en 1953 que Gabe identifie
en avant des chambres branchiales une paire de glandes ectodermiques
ventrales semblables a 1a glande prothoracique des insectes superieurs : il
12 nomme organe Y. i on en fait I'ablation avant I'étape D2, 1a mue est
supprimee. S1on l'implante, 13 mue reprend. Cette glande produit donc une
hormone de mue, nommee MH ( Moulting hormone). Horn et Faux (19€8)
I'identifient a partir d'extraits totaux : c'est 12 p-ecdysone ( fig9 ) ou
crustecaysone (ou ecdysterone) provenant de 1a transformation de
I'-ecdysone par les tissus. La source dx-ecdysone est le cholestérol
exogene comme 1'a montré Blanchet (1974). Un probléme demeure a savoir
que, S1 on cautérise I'organe Y d'un individu et qu'on 1ui injecte 13
crustecdysone, 11 ne subit pas I'exuviation comme on s’y attendrait et les
préparatifs de la mue s'arrétent en D2 - cette constatation suggere
I'existence d'un facteur d'exuviation distinct de I'hormone de mue; celui-Ci
est toujours hypothetigue
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Lez variations de concentration de ces troi1s hormones au cours du cycle
de mue sont reproduites a la figure 10.

45 Contrile de 12 taille et hormione diurétigue

Un accroiecement de 12 taille va genéralement de pair avec 1a mue. La
C‘

crorseance qut se fait de fagon linéaire resulte d'une multiplication
cellulaire et d'une absorption d'eau par I'estomac broyeur Celle-C1 est
sous le contrdle de I'hormone diurétique libérée par les pédonculec
oculaires Eneffet, Mantel (1968), travaillant sur le crabe chingis

(F. 1echéir *mewc) constate qu'une ablation des pedmcmec oculaires

nauit a une croissance de 20 a 28 % au lieu des € @ 10 & habituels Apres
m,em n d'un extrait de pédoncules oculaires, 1a croissance est ramenée a
des proportions normales. De plug, alors qu'un extrait de pédoncules
oculares a un effet dlur't';que & tout moment du Cycle de mue, il ne
retarde la mue que g1l est préparé a partir d'un crabe au stade C4, ce g
plaide en faveur de V'existence d'une hormone diurétique distincte de la
MiH
L'action dez 4 hormones est reprise a 12 figure 11
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1.5 Les hydrates de carbone:

151 Introduction.

Chez les [iecapcdes, les hydrates de carbone contenus dans I'hemolympne
constituent une reserve énergatique importante contrairement auy
vertehres oy cette réserve est 1ncalisée dans le foje Bien que les voies
biochimiques soient fort semplables entre Vertébrés et Crustaces, il
existe des différences; ainsi 1a polymiérisation de 1a N-acétylgiucosamine
en chitine 2 partir du glucose (fig.12). Comme de nombreux auteurs ont
signale T'impartance des glucides pour le deroulement de 1a mue, nous
décrivons ici feur métabolisme.

1872 G].!rnsn-g]‘:zrngﬁne

Nous traiterons ensemble le cas de ces deuy. sucres étant donné qu'ils sont
intimemient 1iés par les processus g glycogénosynthése et de
glycogenalyse.

1521 Stryctyres:

- Le glucose: c'est un sucre requcteur; il forme l'unité de base gu

qlycogene,

.""2:“

OH H

e-D-glucose

-Le glycogéne : (fig.13).

I1 est constitué de chaines lineaires d'unités glucosyles reliées entre elles
par des liaicons «1-4 glucosidiques. Des liaisons o« 1-6 intervenant
toutes les 4 ou S unités luil conférent un aspect arborescent typique.

Dans 1a cellule, le glycogéne se présente le plus souvent sous l'aspect de
gros granules de diameétre variable, les particules e, formees par
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les unités glucosyles rattachfes par des liaiscrns
e-1,4-plucosidiques sont représentées par les cercies
clairs; les unités glucesyles rattachées par une liziscen
e-1,6-glucosicdigue sont représentées par les cercies
noirs. R représente 1'extrénité réductrice du
glycogéne. la structure des fragrents a et b est
donnée plus en détail. .




l'asscciation des particules B (granules plus petits de diametre
constant) Cependant, i1 arrive que seuls les granules B soient présents
comme @a3ns le cas du muscle

1522 Rbie

Le giucose est le sucre "cle” du métabolisme glucidique. |1 peut
evidemnment étre transformeé en glycogene par 1a svnthase a constituant
Sous cette Torme une 1mportante réserve énergétigue notammant dans les
Nemocvies

Il est a la base de la Tormation de mucopolvsaccharides presents en plus
Ou MOINS grandes quantités dans les granules des hémocytes

>0us Torme de glucosamine-6P, 11 joue un role primordial dans la
formation de la chitine Enfin, c'est une source d'énergie directement
utihisacle par 1intermediaire de 1a glvcolivse

1523 Role qu glvcogene

Le glvcogene est le polvsaccharide de réserve majeur de la cellule
animale Sa structure branchee convient parfaitement pour ce roie

- elle explique 12 haute solubiiite du glvcogene

- elle permet une Taible pression 0sSmMotique par rapport a une quantite
equivalente ae glucose

1524 Svnthese et dégradation du glvcogene

Les deux processus font intervenir de nompreux enzymes (11g.14) mais
geux sont plus particulierement 1mpliques gans ce mécanisme : la
qlvcogéene synthase et la glvcogéne phosphorylase

La alvcogene svnthase qui est 1'enzvme lhimitant de 1a glvcogenosynthése
cataivse le transfert du glucosvle de 1'UDPG sur les extrémités non
reguctrices du glvcogene suivant 1'éguation :

UDPG + ( glucosein === UDP + (glucosein+ |
La glvcogene phosphorylase qui est 1'enzyme limitant de 12 glvcogeénolvse,
catalvse 1a phosphorolvse des glucosvies situes aux extrémités non

reguctrices du glvcogéene suivant 1'equation :

¢ glucose )n + F1 === ( glucose )n+1 + GIP
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2)La g‘v"ogéne cvnthace :

Chez les Vertebreés, 1a synthase se trouve essentiellement sous 1a forme
d'un dimere de poids moleculaire proche de 170.000 ; elle existe
egalement sous forme de tetramere

Ches les crabes, elle est sous le contréle d'un facteur diabétogénique des
pedoncules oculaires qui exercerait son action via I'inhibition de I'enzyme
(Wang DH et Sheer, 19€3 ; Ramamurthi et al,196€).

Danz le foie des Vertéebrés, 1a synthase se présente sous deux formes
interconvertibles par un processus de phosphorylation et de
dephosphorylation. La synthase a (forme non phosphorylée) est la forme
active " Iinvivo " tandis que la synthase b ( forme phosphorylée ) est moins
active ou inhibee " in vivo ",

D) L2 glycogéene phosphorylase :

Chez les Crustaces comme chez les Vertebres, cet enzyme se presente
sous la forme d'un dimere d'un pords moleculaire proche de 180000, mais
peut étre ausst tétramerigue ( Santiago, 1974 ). Cependant 13
phosphorylase des Crustaces a une constitution en AA et des propriétes
physico-chimiques différentes de celle des vertébreés ( Cowgill, 1959)
Comme danz le cas de 1a synthase, I'enzyme se présente sous deux formes
interconvertibles : 1a phosphorylase a (active) et 1a phosphorylaze b (
moins active) Cette fois, 1a forme phosphorylée est donc 'enzyme actif.

¢ L2 zynthase phosphatase

Elle a été mise en evidence dans le fole dec Vertébres en 1970 par De wWulf
et Herz. Elle catalyse l'activation de la synthase b. Son activite est inhibée
en prezence de la phosphorylase a (Stalmans, 1971).

Elle catalyse 'enlévement de phosphates a 1a phosphorylase a la
transformant ainsi en phosphorylase b. Son activité est influencée par
pluzieurs substances qui modifient 1a conformation de 1a phosphorylase
a.AINsi,chez les Vertebres,le NaF,le S"/AMP et Te S'IMP inhibent son activité
tandic que la caféine et le glucose I'activent.
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e} Laphosphorylase kinase

...... t l'enzyme responsable de l'activation de 12 phosphorylase b Son poide
moi@cu aire est proche de 1.300.000 (Busby, 197€). Elle existe sous deux
formes interconvertibles ; une proteine kinase dépendante du calcium peut
la phosphoryler la rendant ainsi active tandis que son inactivation resulte
d'une géphosphorylation par des phosphatases

f)Laprotéine kinase -

Cet enzyme peut aussi bien phosphoryler 12 phosphorylase kinase que 1a
synthase a Elle est constituée de deux sous-unités : 1a sous-unite C qu!

est 1a composante catalytique et 12 sous-unité R qur est 1a composante
requiatrice. Lors q Je celles-ci sont reunies, 1a protéeine kinase est inactive.
L'AMPc entraine 12 séparation des deux sous-unités en se liant a l'unité R
liberant ainsi ‘.un té C active:

R-C + AMPC --=- R-AMPC + C

i -~ -~
g) Conclysions

-

Laregulation gu glycogene est un phénomene complexe qui repose
eeheﬁt: lement sur 'équilibre entre activités kinasiques et
phosphatasiques Deux particularités du systeme permettent 3 1a
glycogenosynthese et a la glycogénolyse de ne pas se derouler
cimultarement

- l'existence d'une protéine kinase unique catalysant l'activation de 1a
priccphorylase Kinase ainsi que I'inactivation de 1a synthase

- le fait que 1a phosphorylase a (active) inhibe 13 synthase phosphatase
empéche I'activation de la synthase b.

1.5 2 Le trehalose

Danz le regne animal, le trehalose a surtout €té recensé chez les
invertebres Arthropodes et plus particulierement dans les espéces
d'inzectes etudiées dont le criguet (Nowosielski, Patton, 19€4), le ver de
farine (Chang, Liu, Feng, 1964), etc... .11 s'est également avéré présent dans
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le groupe des Nématodes (Cavier et Savel, 19€0) et des Annélides (

Fairbairn, 1958). Certaines especes de Crustacés Décapodes dont Carcinys

maenas en possedent (Telford, 19€8) mais il semble absent dans d'autres
cpeces (Mann, 19€2 ; Parvathy, 1970).

C'est un sucre non reducteur composé de deux unités glucosyles reliees par

une liaisone 1-1",
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Fic. 1.—Reactions Involved in the Metabolism of a,a-Trehalose. [Synthetase refers to the trehalose 6-phosphate
synthetase (XDP-p-glucose :p-glucose 8-phosphate 1-p-glucosyl transferase), phosphatase to the trehalose 6-phosphate
phasphatase, and phosphorylase to the a,a-trehalose phosphorylase.)

Fig.15 : d'aprés Elbein, (1974).




1221 Brogynthese du trehalose

Calib et Leloir (19€8€) ont demontre les premiers 1a biosynthése du
tréhalose par la voie de V'uriding 5'- (e-D-glucopyranssyl pyrophosphate)
chez la levure de biere (fig.15). 11 ¢'agit du transfert du D-glucose a partir

oxx-trehalose o-phosphate et de l'uridine S'-pyrophosphate. Cette étape se
Tait grace a la trenhalose H6-phosphate synthétaze Ensuite, une phosphatase
catalyse V'enlevement du groupe phesphniate ce qul gonne le trénalose Ce
mecanicme sembie étre 1dentique chez les insectes notamment chez l1a
sauterelle, Shiztocerca grégoria (Candy et Killy, 1961) En ce qui concerne
les crustaces, Schwoch (1972) travaillant sur 1'écrevisse Qrconectes
himosys rafinesque détecte la svnthése ge tréhalose dans les muscles
abdominaux,les glandes antennales, 1intestin posterieur, le t1ss5u
Intequinientaire et en maIndre proportions, dans le tissu stomacal |11
constate auss la presence ge 1a tréhalose 6-phosphate svnthétase qui est
inhibee par ie trenaiose De pius, 11 opserve que le taux de svnthese du

rehalose gepend ges saisons, l'activité optimale dans les muscies
abdominaux se situant er fevrier et en mars Enfin, 11 constate qu'apres
Injection ge trehalose ramioactif, celui-c1 se distribue a partir de
I'nemolyvmphe vers les autres organes

1532 Role quee-Trenainse -

a) Comme composant etructural

Cette idée a vy le jour apreés les travaux de Elbein et Mitchell (1973)
travaillant sur Mycobacterium segmatis Quand le contenu en azote du
milieu diminue, 1a quantite de glycegene augmente nettement tandis que
celle du trehalose reste stable ; Te glycogéne constituerait donc une
reserve d'énergie tandis que le tréhalose servirait a d'autres fins. Des
expériences ge rmarquages radicactifs chez les Crustaces (Schwoch, 1972)
ont montré qu'il est utilisé dans 1a biosynthése de 1a chitine aprés sa
conversion en glucose.

) Comme reserve g ' 1émentaire

Dez 1055, Sacktor déemontre la capacité du trehalose a servir de
compustible pour T'activité oxydative d'un homoegéenat de muscle de mouche




2 D-Glucose + 2 ATP ——3»2 D-glucose 6-phosphate + 2 ADP
D-glucose 6-phosphate —» D-glucosyl phosphate
UDP + GLc + D-glucosyl phosphate——gp UDP - GLc + PPi
UDP + GLc + D-glucose 6-phosphate—atréhalose 6-phosphate + UDP
Tréhalose 6-phosphate ——ptréhalose + Pi

Tréhalose —» 2 D-glucose

2 D-glucose + 2 ATP + UDP ——» 2 D-glucose 4+ 2ADP 4 2UDP 4+ PPi 4+ Pi

Figurel18 : Mécanisme détaillé de la résorption du glucose
-------- par le biais du tréhalose.




domestique aussi facilement que le D-glucose.

Clegg et Evans (1961) ont mis en évidence par apres le role majeur du
trehalese lors du vol chez les adultes de Phormia régina. Ainsi, lors d'un
vol prolongé le niveau du tréhalose dans 1'hémolymphe décroit
congsideranlement tandis que celul du D-glucose reste constant. Des
observations semblables ont été faites chez Locusta migratoria (Bucher et
Klingenberg, 1938) et chez 1a blatte Periplanata américana (Treherne,
19€0)

I1 semble donc que les concentrations élevées du tréhalose (€;74 mg/ml
d'HL chez 'abeille-Arslan et al,,198€ ) observées dans I'nemolymphe
solent une adaptation au vol. Chez les crustaces, le fait que les muscles
abdominaux sotent un site de synthése important ( 11.7 mg/g de poids
frais - Schwoch, 1972) incline a penser que le trehalose interviendrait
comme source d'enerqgie lors des mouvements brusques de 'animal,
effectués grace aux contractions de leurs muscles abdominaux. De plus, il
existe un controle hormonal de la libération du tréhalose : le niveau du
trénaloze dans I'hemolymphe augmente apres I'injection d'un extrait de
pedoncule occulaire. Enfin, le transport du trehalose de I'némolymphe vers
les organes ainsi que sa transformation en glucose sont rapides (30
minutes - Schwoch,1972 )

¢) Lomme Intermedi2ire pour 13 resorption ou le transfert du D-glucose

La resorption du glucose par le biais du tréhalose est possible grace a un
mecamasme détatlle a la figure 16. Ce meécanisme necessite 1a presence de
tréhalase.Elle a eté recensée chez 'écrevisse Qrconectes 1imosus
(Schwwoch, 1972 ).Elle a de méme été recensee dans une grande variéeté
d'organismes méme chez ceux qui ne synthétisent ou ne stockent pas le
trehialose. Arnold (1968) propose une hypothese selon laquelle, chez les
vegetaux et les insectes, le trénalose pourrait fonctionner dans le
mouvement des hydrates de carbone, en tant que "minitransporteur ”.

.52 2 Regulation hormonale de 1a tréhalosémie

Chez lez insectes et notamment chez le criquet Leurophae maderae (Wiens
et Gilbert, 19€7), un extrait de corpora cardiaca stimule tant la libération
que 1a synthése du tréhalose a partir du tissu adipeux. Les auteurs en
concluent a I'existence d'une hormone hyperglycémiante dans les corpora
cardiaca des insectes.
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Chez les Crustaces, Schwoch (1972) constate une augmentation du taux de
trehalose dans I'hemolymphe et sa diminution dans le muscle abdominal de
'écreviccse Orconectes 1imosys suite a I'injection d'un extrait de pedoncule
s oculaires De plus, comme V'injection de tréhalose radioactif dans
I'nemolymphe d'animaux traités avec I'hormone, entraine la presence d'une
forte radioactivité dans la fraction "glucosée”, il apparait clairement que
le tréhalose contribue a la formation du glucose de 'hemolymphe

1.5 4 Autres saccharides :

1541 Le fructose:

C'est un sucre reducteur qui peut exister sous les formes pyranose ou
furanose.

D'apres Telford ( 19682 ) ce sucre est présent occasionnellement chez
Homarus américanus, mais d'autres auteurs (Mc Whinnie et Saller, 19€0 ;
Dean et Vernberg, 19€52) n'en ont pas trouvé. Chez Carcinus maenas,
Telford (19€8¢) en détecte la présence par chromatographie en couche
mince et estime sa concentration a 15 microgrammes par millilitre
d’hemolymphe totale.

ITintervient dans le metabolisme de la chitine (fig.1) sous la forme d'un de
ses dérives, le fructose-6P. En regle générale, le fructose-6P est
synthétise 2 partir du glucose via la formation de glucose-6P mais le
fructose pourrait pénétrer dans les cellules tégumentaires a partir de
I'hnemolymphe, y subir une phosphorylation et participer ainsi au
metabolisme de la chitine.




1.542 e saccharose

C'est un sucre non réducteur forme d'une unite de glucose et d'une unite de
fructose reliees entre elles par une liaison el -4

CH20H
0
Ly H HOCHz o g
o H/L o NR HO
RO CH,0R
H OH O H

<

alliant sur Carcinus maenas, note la présence de trols disaccharides .
ie maltose, le tréhalose, et un troisiéme dont i1 estime la concentration &
S0 microgrammes par millilitre dhemolymphe totale mais dont 11 ne
parvient pas g determiner la nature , 11 pourrait s'agir du saccharose. Ce
sucre fonctionnerailt au méme titre que le tréhalose comme
rinitransporteur dans le mouvement des hydrates de carbone (Arnold,
1963}

Ce sucre na que rarement été etudie chez les crustaces. Telford (1968¢ ),
i
]

CH20H CHgOH
H u H OH
H H
OH H OH H
HO )
OH OH

Le maltose est un sucre réducteur composé de deux unités de glucose
reliees en elies par une Tiaisonel-4. L'addition d'unites supplémentaires
de glucose via une liaison ae méme type ameéne a la formation de
maltotriose (trisaccharide), de maltotétrose, etc... .

Le maltose et ses déerives ont été frequemment observes dans
I'nemoivmphe des Crustaces. Teiford (19682 ) en a trouve chez Homarus




ameéricanus mais aussi chez Carcinus maenas (19€8¢).

HU (1958) et ensuite Meenakshi et Scheer (1961) notent la présence de
maltose, de maltotriose et de maltotétrose dans I'hémolymphe des crabes
Hémigrapsus nudus et Cancer magister

Le maltose pourrait étre utihisé dang la biosynthese de la chitine apres s
conversion en glucese Schwoch (1972) a en effet enregistré 30 minutes
aprés injection de malttose radioactif, de 1a radioactivité dans la chitine
decrevisce Orconectes limosus fraichement muée ; toutefois le taux
dincorporation y €tait moindre que celui du glucose et du trehalose

155 Requlation de 1a glycémie.

155 1 Introduction

Chez les Vertébres, la glycemie est elevée (100 mg/ 100 m1 de sang) mais
elle est stable par le fait d'une regulation stricte. Les hormones
responsables de cette régulation sont I'insuline, le glucagon (dans le foie),
la nor-adrénaline, les glucocorticoides et enfin 1a somatostatine. Cette
reqgulation est necessaire car nombre de tissus et surtout le systeme
nerveux central ne peuvent suporter des variations de la glycemie trop
importantes .

Chez les Crustaces par contre, la glycémie est faible (2 @ 10 mg/ 100m1) et
variable et les tigsus y compris le SNC tolerent parfaitement ces
variations.

1552 LaHGH (hormone hyperglycémiante)

En 1944, Abramowitz, travaillant sur Uca pugilator constate qu'une
ablation des P.O. ne modifie pas la glycémie, mais que par contre, une
injection d'un extrait de P.O. 'augmente brutalement dans les heures qui
suivent. |1y @ donc une hormone hyperglycémiante contenue dans les P.O.
dont l'action g'exerce via la transformation de 1a phosphorylase b en
phosphorylase a suite a une augmentation du taux d° AMPc ( Spindler,1976€ )
Cette hormone est un oligopeptide (57 AA) dotée d'une certaine
specificité car I' HGH de Carcinus n'est pas active chez Orconectes et
inversement.
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- la reproduction

Dean (19€2) 2@ montré que 12 glycémie des crabes est doubléee en periode
de reproduction. Pendant le méme temps, l'activité de 1a glycogene
synthase est a son minimum (Gomorosava, 197€).

- la mue -
Pendant l'intermue (C4), I'animal emmagasine des réserves importantes

danz les néemocytes Lors de la période preexuviale, i1l utilisera ses
reserves avec comme consequence une hyperglycémie.

- La photopériode et le rythme des marees :

L'influence de ces deux facteurs a pu étre démontre chez Uca par Dean
(19€2) ou le rythme de 12 glycémie est dG 2 un effet conjugué de 1a
photopériode et du rythme des marées

Le méme phénomene appliqueé aux sucres réducteurs a été démontre par
wilhiams (198S) chez Carcinys maenas.

- L'exposition a l'air:

L'exposition a I'air de Libinia emarginata entraine une augmentation de 200
% du taux de glucose dans I'némolymphe (Kleinbolz et Little, 1949). Une
obzervation analogue a eté faite chez le crabe Chasmagnathus granulata
(Dos Santos, 198¢6).

- La température

Dear (19€3 ) 2 montre une augmentation de 1a glycémie proportionnelle a
1a temperature




Py

= Legtress .

Il provogque dans tous les cas une hyperglycémie : 11 peut étre dt 2 la
manipulation (Telford, 19€€) ou au surpeuplement. Ainsi, chez Carcinys
maenas, s1 la population s'éleve a plus de 25 crabes par demi metre carre,
il ='ensuit une hyperglycemie (Johnston, 1972

- 'alimentation -

feHe—cx modifie cor*cmérablement la glycémie. Chez Carcinus maenas, au
urs d'une periode de 25 jours de jelne, les réserves de glycogene sont
ut)lue ‘abord rapidement puis lentement jusqu' a ce qu'elles solent
totalement epuisées. Lors de 1a renutrition, ces réserves sont entierement
reconstituees endeans les deux jours (Heath, 1970 ; Saravanan, 1981).

L6.Autres types de réserves:

Dans ce travali,nous nous sommes volontairement limites a I'etude des
sucres ef de ler rdle dans 1e métabolisme energetique.

Cependant,nous sommes conscients de I'importance d'autres matabolites
teic Que jes lipides et les protides.

1
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I1s sont stockés en grande partie dans I'hépatopancréas.Deux particuiarités
métapoliques distinguent les Crustacés des Vertébrés:

-d'une part,les Crustacés sont incapables d'allonger 1es acides gras non
satures et dlintroduire une deuxieme ou une troisieme doubie liaison a
I'interieyr de ceyx=ci ce qui a pour consequence que la variation des acides
gras pelyinsaturés ne refléte que la diversiteé du régime alimentaire,
-d'autre part,ce sont 1es phospholipides qui sont les principauy lipides
circulants,notamment chez £ maenas( Ceccaldi et Martin, 1969 )
contrairement aux Vertébrés ou ce réle est joué par les acides gras.

1.6.21es protides:

Les composés azoté constituent une fraction importante de 1a masse
issulaire des Crustaces (40 a 80 % du poids total suivant les espaces)Le
métabolisme az ot des Crustaces,et principalement celui des protéines,




dépend de leur nutrition.de leur croissance,de leur developpement ainsi que
de leur ajustement physiologique aux variations internes et externes
(Pequeux ,1879 )

Les acides aminés peuvent se trouver sous forme libre ou faire partie
intégrante de protéines et de peptides.Sous forme libre,leur concentration
est nettement plus elevée que dans les tissus correspondants des
Vertébres.Dans le cas de I'némolymphe Frédéricq(1901) avait déja postulé
'existence d'un pool intracellulaire d'anions organiques constitué d'acides
amings hbres pour pallier la deficience en anions inorganiques.Ce pool
maintiendrait 1a balance osmotique(Siebers,1972).

Chez C maenas,la concentration en protéines ezt de l'ordre de 28
ma/mlL'hémocyanine peut constituer jusqu'a 90 % de cette valeur;s:
concentration varie en fonction du cycle de mue.Busselen(1970) et Cuzon
(1972) ont obzervé que le taux de protéines varie de maniere importante
aver la salinité du milieu et 1a nutrition.Le taux d'hemocyanine diminue
quant a lui avec le temps de jeune,ce qui montre que I'hémocyanine joue
aussiun rgle ge protéine de réserve.
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes :
2.1.Choix du matériel:

2 1.1 Interét ge I'etuge experimentale des Crustaces -

De prime abord, 1'etuce des Crustaces peut paraitre secondaire. Cependant,
de nombreux payvs v accordent de plus en plus de credit étant donne leur
1mportance economique grandissante ainsi que leur intérét dans les
domaines ecologique et medical

- Importance economique des Crustaces :

La chair ges Crustaces s'averant étre riche en protéines et donc tres
NoUrrissante, une péche effreinée s'en est suivie menagant 1es populations
ge crevettes, de homaras, decrevisses,

L'economine de certains pavs dont le Groeniand et 1a Nouvelle-Zélande
aepena en grande partie de la péche de ces animaux L'élevage peut apporter
une solution au probléeme du géclin des populations mais 11 nécessite de
nompreuses etudes étant donné l'existence de plusieurs stages dans ie
cvcle larvaire ges Crustaces et leur sensibilite aux infections ( Bauchau,
1966 )

-Importance ecologique :

Les Crustaces occupent une place prépondérante dans la chaine alimentaire
; certains d'entre eux sont carnivores tandis que d'autres constituent une
source de nourriture appréciable pour de nombreux poissons gnfin, une
partie est détritivore participant ainsi au recyclage des déechets
organiques ( Bauchau, 1966 )

-Importance medicale :

De nombreux crabes vehiculent des hotes dangereux pour I'nomme. C'est le
cas de certains crabes de riviere arricains qui portent sur leurs
péréiopoces les oeufs dun Simulige les protégeant ains de 1a
deshvaratation. Or ce Simulidé est le vecteur de la filaire Onchocerca
volviius gui provoque des cas de céciteé gans des villages entiers. C'est




ausst le cas de certains crabes d'eau douce qui servent d'hotes
Intermediaires a la douve pulmonaire du genre Paragonimus. En cas
g'ingestion, une pathologie comparable a 12 tuberculose peut se manifester.

La chitine ( polymere de N-acétylglucosamine ) de leur carapace peut étre
transformeée en chitosan aprées déacétylation Ce composé se présente Sous
la forme de fibres pouvant étre implantées dans 1a peau sans risque
dallergie et avec résorption lente. De plus, les bactéries riches en lactase
se developpent facilement dans le chitosan. Des lors, son administration a
des individus permet une assimilation plus aisée des protéines du lait
(Hackman R H,1971 ).

212 Interét de I'étude de I'hemolymphe de Carcinys maenas :

L'hémolymphe est un tissu particuliérement 1mpliqué dans le phénoméne de
la mue. Celle-cC1 necessite en effet un apport de materiau que seule
hemolymphe peut garantir. Deux conceptions existent quant a l'origine de
ce matériau
- 501t 1a quantité de chitine resorbée avant 1a mue est suffisante pour
fournir non seulement le matériel requis pour 1a synthese de 1a nouvelle
cuticule mais auS':" pour contribuer au métabolisme énergetique pendant la
periode ou I'animal ne 3'alimente pas. Cette conception est appuyee par les
travaux de Urich et Speck ( 1972 ) et de Gwinn et Stevenson ( 1972 ) cuf
ont montre par des expériences de marquages radioactifs qu'avant la mue,
Vecrevisse Qreonectes limosus utilisait principalement 1a glucosamine
libéree suite a 12 degradation de I'ancienne cuticule. De plus, e contenu en
chitine de I'écrevisse est éleve ( S1 mg/g du poids frais ) et
l'accroissement en taille par mue est faible: S & € % ( Speck et al,, 19€9 ),
ces conditions cadrent bien avec la conception proposée méme s'il existe
un leger exces de 1a demande sur l'offre.

- 301t I'elaboration de 1a nouvelle cuticule nécessite l'utilisation du
glycogene ( Renaud, 1949 ). En effet, chez C maenas le contenu en chitine
cr faible ( 20 mq g du poids frais ) et l'accroissement en taille par mue

est important : 25 3 30 % ( Speck et al., 19€9 ). Le matériel résorbe est

donc insuffisant et il faut envisager un apport supplémentaire de matériau

via 'némolymphe qui en serait elle-méme la source ou la véhiculerait a

partir d'autres tissus '




C maenas. appelé populairement " crabe enrage” est un Arthropode
Crustacé commun dans 1es mers d Europe. Les Cing paires de pattes et
I'abdomen discret le rangent dans les Decapodes Brachyoures. 11 appartient
alafamille des Portunidae de par la présence de trois pointes mousses sur
le bord du front et de Cing dents dirigees vers 1'avant sur les bords
antéroiatéraux de la carapace. Celle-Ci est generalement verdatre
dorealement et rougeatre ventra ement. A l'approche de T'hiver. ce crabe
migre vers les eaux plus p' ofondes. i1 ne remteu'e la zone de balancement
de marees quen avril-mai; C'est 1'époque a laguelle il se reproduit. Ce
crabe mue regulierement 10rbqu i1 est jeune mais ce phénomene se rarefie
ou digparait avec 1'age. Cette espece est carnivore et se nourrit de
poissons, de crevettes, de frai, de mollusques et de chair morte.

Lec crapes étudies ont éte récoltés début juillet a 1a cite belge. Ce
moment a été choisi pour e fait gque C'est la seule époque de T'année 2
laguelie i1s muent. Nous nous sommes limites & 1'étude des crabes de sexe
maie, aisément reconnaissables & ia forme triangulaire de leur abdomen,
celui-ci étant arrondi chez les femelles. En effet. nos expériences
requierent des individus chez qui Ta mue constitue un evenement dominant.
Or.1a spermatogenese est un phenomene moins perturbant pour la mue que
I'ovogenese qui demande une guantite importante de matériau. Parmi les
iﬂdividds méies rnom rx'avor\s retenu que ceux dorat Ia larqeur maximale du

Ces crabes ont éte ensuite maintenus plusieurs jours dans des conditions
aussi proches que possible des conditions naturelles :

- salinite de T'eau: Tes crabes sont maintenus dans une eau de mer
artificielle ( Vitakraft : 37,5 /1) continuellernent filtree et oxygenee.




- temperature - elle correspond a celle de la piéce, c.a-d. plus ou moins 20°
pour 13 période estivale

- éclairement - il est réaliseé par la lumiére naturelle.

- alimentation : les crabes sont nourris deux fois par semaine avec des
moules Mytilys edulis.

- espace : la densité de 13 population est maintenue inferieure a douze
crabes/m2 afin d'éviter le stress du & une surpopulation ( Johnston, 1972 ).
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1. Preléevement de I'hémolymphe ;

Le prélévement de T'hémolymphe est effectué deux jours apres le
nourrissage des crabes, délai qui s'avere étre nécessaire pour 1a
stabilisation de 12 glycémie ( Busselen, 1970 ). De plus, le prélévement est
effectue au méme moment de 1a journée ( début d'apres-midi ) pour
eliminer les variations journaliéres du taux de glucose.

L'échantillon d'HL est prélevé & la base des pattes, au travers d'une
membrane souple, la membrane articulaire. On dispose pour cela d'une
seringue d'un ml ( Plastipak ) montée d'une aiquille stérile ( Microlance 22
61 0,6-25 n°16). La seringue a été préalablement rincée avec une selution
anticoagulante constituée de Nacl 0,45 M; EDTA 10 mM ( gardée a froid ). Le
Nacl permet d'obtenir un milieu isotonique 2 I'nemolymphe tandic que
I'EDTA previent T'agrégation des hémocytes ( Soderhall, 1983 ) Afin de
préserver 1'intégrité structurale des hémocytes, on Ote l'aiguille avant de
vider la seringue Le prélévement est répété sur le méme animal en vue de
disposer d'une quantité de matériel suffisante. |1 est important d' utilhiser
une nouvelle seringue pour chaque prélevement car des seringues de
réemploi entrainent des coagulations intempestives. L'némolymphe
prélevée est diluée dans un volume fixe de 1a solution d'anticoagulant
maintenue entre O et 5°.

2 Comptage des hemocytes

Il s'effectue au moyen de l1a chambre de Blrker. Celle-ci consiste en une

grosse lame de verre portant deux quadrillages gravés dans 1a masse et |
separés par une dépression. On dépose le couvre-objet ( 24 X SO mm ) sur |
les rebords humectés de 1a chambre de Burker. Une goutte d'hémolymphe

diluée dans l'anticoagulant est déposée sur le bord de la plague et pénétre

par capillarité entre lame et lamelle. L'espace compris entre le quadrillage

et le couvre-objet est de 1/10 mm. Ce quadrillage comprend neuf grands

carres ayant chacun une surface de 1 mm2 ( fig. 17 ). Ces grands carrés

sont eux-mémes composés de 16 petits carrés dont 12 surface est de 1/25

mm2, ce qui leur donne un volume de 1/250 mm3. La chambre de Blrker est

placée sur la platine d'un microscope Zeiss standard et la préparation est

observée en microscopie a fond clair. Les petits carrés dans lesquels se

fait le comptage sont choisis au hasard mais de fagon identique pour

chaque comptage réalisé ( une diagonale de S des 9 grands carrés ). Les

resultats du comptage nous permettent de calculer le nombre moyen
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d'hémocytes pour 1/250 mm3 de mélange hémolymphe-anticoagulant et, en
tenant compte de 1a dilution, 1e nombre moyen d'hémocytes par mm3
d’hémolyphe.

3. Traitement de I'némolymphe :

- L'hémolymphe diluée dans 'anticoagulant est centrifugée 10 minutes a
100 g a froid; ceci permet d'isoler 1a fraction cellulaire. On sépare a 1'aide
d'une pipette " Pasteur " le plasma des hémocytes. Le plasma est ensuite
déprotéinisé au moyen d'un mélange équimolaire ( 300 ul; 0,15M ) de
solutions de ZnS04 et de Ba(OH)2 suivie d'une centrifugation de 10 minutes
a 1500 g. On récupére le plasma déprotéinisé au moyen d'une pipette

" Pasteur "

- En ce qui concerne les hémocytes, le culot obtenu est lavé dans un volume
fixe d'anticoagulant et recentrifugé. Ce lavage permet d'éliminer au
maximum une contamination du culot par le plasma. On resuspend le culot
final dans volume fixe d'eau. Le milieu est alors soniqué 3 X 5" avec des
intervalles de 15" ( Virsonic cell disrupter model n*150 ) jusqu'a
I'obtention d'une solution blanchatre homogéne. La sonication se fait a”
Power 350 " Cette solution est ensuite déprotéinisée de 1a méme maniére
que le plasma. Dans les deux cas, 1 ml est prélevé pour 1a chromatographie
en couche mince ( CCM ) tandis que le reste est affecté aux difféfrents
dosages. '

dsionisation -

Cette étape a été rendue nécessaire par le fait que lorsque 1'échantillon a
déposer sur la plaque de CCM contient des sels, ceux-ci perturbent la
migration des sucres : aprés révélation de ces derniers, 11s apparaissent
non plus sous forme de taches mais sous forme de trainées, ce qui rend
toute interprétation impossible. Or, I'hémolymphe de C. maenas présente
les concentrations suivantes en ions ( mM/1):Na:468;K: 12,1;Ca: 17,5;
Mg: 23,6; C1:524.

Le Na et le C1 sont donc majoritaires.

Devant ce probléme, nous avons essayé plusieurs techniques de
désionisation mais sans succes :
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Fig.18 : quantité de glucose en fonction du volume d'éluat de la résine .
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- La séparation des sucres et du Nacl sur tamis moléculaire ( Séphadex
G-10 ) a permis d'obtenir deux pics distincts mais trop superposés. En
conséquence, cette technique a été abandonnée.

- de méme, le petit poids moléculaire des monosaccharides ne permet pas
demployer la technique de dialyse.

= NOUS avons ensuite employé une résine chargée a " 1its mélangés * ( AG
501-X8 ), il s'agit d'un mélange en quantités équivalentes d'une résine
échangeuse de cations ( R-CH2-N ( CH3 )3 ) et d'une résine échangeuse
d'anions ( R-SO3 ). Cependant i1 est apparu que 50 % du glucose restait
adsorbé sur la matrice de styréne-divinylbenzéne (fig. 18 ).Lors de cette
expérience,1 ml d'une solution de glucose 0.1 % dans du Nacl 0.45 M a été
déposé au sommet d'une colonne contenant 3 ml de la résine.Aprés avoir
laissé pénétrer 1'échantillon ,nous avons reccueilli des fractions de 0.25
m1.Du tampon phosphate Ph 7.4 0.4 M était utilisé comme éluant .

- nous avons finalement décidé d'employer successivement un gel
échangeur d'anions ( DE 52 ) et un gel échangeur de cations ( trisacryl M SP
LKB 2205-400 ). Le choix de ces gels a été guidé par leur facilité de
préparation ( gels préhydratés ), leur stabilité chimique et leur adsorption
non spécifigue minimale. Le gel DE 52 échange un ion hydroxyle 1ié & son
groupement fonctionnel ( diéthylaminoéthyl ) avec un anion dont 1'affinité
avec le groupement fonctionnel est nettement plus élevée. Le gel
SP-trisacryl procéde de méme avec un proton et un cation.

La préparation de ces deux gels nécessite de les faire gonfler pendant 1/4
d'heure : 10 m1 de SP-trisacryl sont mis a gonfier avec 10 mi de Nacl 1M
tandis que 5 g de DE 52 sont mis a gonfler avec 30 ml d'eau.ll est
nécessaire de mélanger constamment pour permettre une bonne
hydratation. On dépose ensuite chaque gel hydraté dans une pipette (S ml)
dont le fond a été préalablement obturé au moyen de laine de verre
surmontée de quelques billes. On rajoute du gel jusqu'a un volume de S mi (
volume nécessaire pour que sa capacité d'échange soit de 1 méq. ). Le gel
échangeur de cations est lavé avec deux fois son volume d'HCI N, puis avec
deux fois son volume d'eau. Le gel échangeur d'anions est 1avé uniquement
avec deux fois son volume d'eau. Lorsque cette étape de préparation est
terminée, la désionisation de la fraction plasmatique ou hémocytaire peut
étre abordée selon le procédé suivant ( a froid ) : on dépose
précautionneusement 1 ml de 1a fraction choisie sur 1e sommet du gel
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Fig.19 : pH et quantité de glucose en fonction du volume d'éluat du gel

échangeur de cations.




échangeur de cations. Une fois pénétrée, elle est éluée avec de 1'eau. On
recueille uniquement 1a fraction dont le pH est acide : plus ou moins € mi .
Lors d'une expérience préliminaire,nous avons déposé sur le gel échangeur
de cations 1 ml d'une solution de glucose 0.01 % dans du Nacl 0.5 M;les
resultats présentés a la fig. 19 montrent que l1a fraction acide contient 1a
presque totalité du glucose ( récupération = 95,2 % ).

Cette fraction est ensuite déposée sur le sommet du gel échangeur
d'anions; aprés l'avoir laissé pénétré, on recueille 20 ml d'éluat. Ce volume
correspond a la récupération compléte des sucres .Ces 20 ml sont ensuite
versés dans un petit récipient a fond plat et lyophilisés. Lorsque 12
lyophilicsation est terminée, on resuspend le lyophilisat dans un volume
d'eau minimal.

S. Chromatographie en che mince M
S.1. Principe de 1a technique :

La separation par CCM se base sur le principe d'adsorption. Les
constituants de I'échantillon sont entrainés par une phase mobile organique
(le solvant d'élution ) a des vitesses différentes selon leur affinité pour 1a
phase solide stationnaire. Celle-ci est constituée d'eau généralement
adsorbée sur un support hydrophile tel que une couche mince de Silica-gel.
La séparation de la phase agueuse et de 1a phase organique s'opere
d'elle-méme sur le support. La silice étant capable de fixer 50 % de son
poids d'eau, elle retient la phase agueuse tandis que la phase organique
poursuit sa progression. Les substances a séparer migrent a des vitesses
différentes selon le rapport de leur solubilité dans les deux phases
liquides, c.a-d. selon le coefficient de partage. Dans le cas particulier des
sucres, les groupements hydroxyles sont trés polaires; plus leur nombre
est élevé, plus 1a substance est retenue par I'eau et plus son Rf est faible;
pour un méme nombre de groupements hydroxyles , 1a vitesse de migration
peut varier en fonction de 1a configuration spatiale de 1a molécule.
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- plaques chromatographiques : Silica Gel DC-FK 60, feuille de 20 X 20 cm (
Merck, Art. 5748 ).

- cuve chromatographique de verre, recouverte sur toute 1a hauteur des
parois intérieures par une feuille de papier filtre imbibée du solvant
d'élution, ce qui assure une saturation rapide et homogeéne de 1'enceinte.

- solvant d'élution :
Composants : 2-Propanol; eau; pyridine.
Proportions respectives ( V/V ): 60; 15; 25,

- étalons glucides :

I1s sont préparés a partir d'une solution agueuse de chague sucre ( 20 mM ),
pour le glycogene la solution de départ était 0,01 mM. Le volume déposé sur
1a plaque est de S pl. Aprés ajustement par dilutions, ce volume
correspond a une quantité de .

. 10 nmoies ( plus ou moins 2 pgr ) pour les monosaccharides ( glucose,
fructose ).

.5 nmoles pour les autres glucides, ce qui correspond a: plus ou moins 1
Rar pour les disaccharides; 1,5 pgr pour 1e maltotriose; 2 pgr pour le
maltotétrose; 3 pgr pour le maltohexose.

. 2,5 pg pour le glycogene.

-révélateur des glucides .
Solution de naphtaléne-diol 1-3 a raison de 20 mg dans 10 m1 d'une
sotution alcoolique contenant S % d'acide sulfurique concentre.

L'emploi de 1a plaque de chromatographie ne nécessite aucune préparation
particuliere. A I'aide d'une micropipette ( 20 ul ), on dépose un voiume
défini de I'échantillon a analyser sur une ligne tracée a 1,5 cm du bord
inférieur On dépose de la méme fagon S pl des aifférents étalons a 1,5 cm
I'un de Tautre et de part et d'autre de I'echantillon. Chaque dépét est
réalisé en plusieurs fois avec chaque fois un séchage pour éviter
I'étalement. Ensuite, on dépose la plaque dans la cuve. Une fois la migration
achevée ( front du solvant ayant parcouru 11 c¢cm ), on séche 1a plaque et on
laremet dans la cuve jusqu'a ce que le front atteigne 16 cm. Cette
migration en deux étapes se justifie par le fait que, pour un solvant donne,
les meilleures séparations sont obtenues aprés deux développements



successifs séparés par un bref séchage ( Bounias, 1976 ). Apres ce dernier
séchage, 1a révélation est effectuée par pulvérisation sur la plaque du
revélateur suivie de 10 minutes de chauffage a 100°. Les glucides
apparaissent en bleu sur un fond orange uni.

Nous avions envisagé d'employer une méthode spectrophotométrique pour
déterminer la quantiteé de glucides présente dans les taches mais il s'est
avere quune estimation ” de visu " suffisait pour les buts que nous nous
étions fixés ( cfr chap discussion ).

€11 Pringipe -

Le chor au dosage decrit ci-dessous a été quide par le fait qu'il est dix
foizplus sensible que le dosage a 1a glucose-oxydase. De plus, il permet de
doser le fructose et le glucose €P.

Glucose + ATP — Glucose €P + ADP
Glucose EP + NADF*Y—> €-Phosphogluconclactone + NADPH + H¥

Er presence dATP et a pH £,S, I'hexokinase ( HK ) catalyse 1a
transformation du glucose en glucose 6P et 12 Tibération d'ADP

En présence de NADP et a pH 7,4, 12 glucose 6P-déshydrogénase ( GEP-DH )
cataiyse la transformation du glucose 6P en €-phosphogluconolactone ainsi
que 1a réduction du NADP*en NADPH + H .

L'extinction & 240 nm est directement proportionnelle a la quantite de
NADPH forme si les congditions de concentration des substrats, des
cofacteurs et des enzymes sont adequates.
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Sensibilité du test .

Dans les conditions expérimentales choisies, une densité optique ( DO ) de
1000 correspond a 221 nmdles de NADP réduit ( équivalent au glucose ).
Le calcul suivant est donc necessaire pour connaitre 1a concentration du
glucose (P11 =198.18):

DO X 321/1000 X 198,18 X dilution = pg/m!

- Fructose et fructose 6P .

Ce dosaqge est effectué en ajoutant dans le milieu une
phosphoglucoisomérase ( PGl ), cette enzyme catalyse 1a transformation du
fructose 6P en glucose 6P.

Cette méthode ne nous permet pas de faire la distinction entre le fructose
et le fructose 6P tout en dosant simultanément le glucose et 1e glucose 6P.
En conclusion, le dosage du glucose, du glucose 6P et du fructose peut étre
résume comme suit .

Glucose + ATP — glucose 6P + ADP
Fructose fructose 6P

Glucose 6P + NADP*=—> 6-Pgluconolactone + NADPH + H*
PGI

Fructose 6P

-Saccharose .

Nous avons employé une invertase ( B-fructosidase ) qui catalyse 1a
transformation du saccharose en fructose et en giucose a PH 4,5. Le
glucose est ensuite dose selon la méthode precédemment decrite.

-Maltose et oligosaccharides ( Boehringer, 1970 ) .

Nous avons employe une maltase ( e-glucosidase ) qui catalyse 1a
transformation du maltose et des oligosaccharides en glucose a pH 6,0.



-Sucres comprenant des liaisonse1-4ouee!-6;

L'amiyloglucosidase hydrolyse a pH 5,0 tous les sucres qui comprennent des
liaisons e 1-4 ou e 1-6; C'est le cas du glycogéne, des glucides
précédemment C1tés mais ce n‘est pas le cas du tréhalose dont 1a liaison
est de type o 1-1'

Cette particularité nous permet de connaitre 1a concentration du tréhalose
par difference entre ce dosage et celui des sucres réducteurs (v. p. 40)

6.1.2 Mode opératoire ;

- Répartition d'un échantillon de plasma pour les dosages :
100 pl: glucose, fructoce.

100 pl . maltose.

100 pl : saccharose.

100 pl - gluciges comportant des liaisons e, 1-4 ou e, 1-6.

- Répartition d'un échantillion dhémocytes :

200 pl: glucose, glucose 6P, fructose.

200 pl . saccharose.

200 u1: maltose,

SO pl - glucides comportant des haisonse, 1-4 ou e, 1-6

- Transformation du maltose et des oligosaccharides en glucose :
On ajoute 250 pl de tampon acétate pH 6,0 a 1'échantillon puis on ajoute 10
ul (0,4 U. ) de maltase. On incube a 37° C. pendant une heure.

- Transformation du saccharose en glucose et en fructose :
On ajoute 250 pl de tampon acétate pH 4,5 a I'échantillon, puis on ajoute
1001 (0,4 U.) dinvertase. On incube une heure a 37° C.

- Transtformation des glucides comportant des laisonsel-4 ouel-6 en
glucose :
On ajoute 100 pl d amyloglucosidase ( solution @ 1 mg/Smi de tampon

acetateMpHS,0).On porte a 1 ml avec de 1'eau et on incube une heure a
550 o
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- Mise a pH des solutions :

Lorsque les échantillons ont incubé, ils sont amenés a pH 7,8 avec les
tampons suivants :

. Tampon Tris-Hcl M pH 7,8 dans le cas du maltose et du saccharose.

. Tampon Tris-Hcl M pH 8,1 pour les glucides comportant des liaisons &, 1-4
oue, | -6.

Le volume des cuvettes est porté a 1,5 ml avec le tampon approprié ou avec
de l'eau dans le cas du glucose

- Préparation du milieu de réaction:

ATP S0 mM: 0,2 ml ; concentration finale =5 mM.
Mg (AC)Z 100 miM: 0,1 ml; cc finale =5 mM.
B-mercaptoéthanol 0,1 M: 0,1 ml; cc finale =S mi
NADP 10 mM: 0,1 ml; cc finale = 0,5 mH.

Ce milieu est ajouteé aux solutions tamponnées. Le volume final est donc de
Z2ml

- Dosage proprement dit :

Les solutions sont placées dans des cuvettes en verre ( "path" 1 cm ) de 3
ml Le dosage s'effectue a 25° C. au moyen d'un spectrophotometre (
LKB-ULTROSPECK 4050 ).

. Dans le cas du plasma, 1a marche a suivre est 1a suivante :

Ajouter 10 pl € 0,3 U ) d'HK a 1a solution

Régler 1'absorbance a 0.

Ajouter 10 p1 (0,3 U. ) de GEP-DH.

Pour doser le fructose, i1 suffit d'ajouter 10 pl ( 0,3 U. ) de PGI lorsque
I'absorbance die au glucose n‘augmente plus.

. Dans 1e cas des hémocytes, les modifications suivantes sont apportées .
Mise a O de 1'absorbance.

Ajouter 10 p1 de GEP-DH ( dosage du G6P ).

Ajouter 10 pl d'HK lorsque 1'absorbance demeure stable ( dosage du
glucose).




Ajouter 10 pl de PGI lorsque l'absorbance demeure stable ( dosage du
fructose 6P ).

Rm. . les valeurs réelles du maltose et du saccharose sont obtenues en
soustrayant la valeur du glucose de celle obtenue pour le maltose et le
accharose.

w

lycoQéne .

Ce dosage s'effectue en fixant le glycogéne sur du papier Whattman (E 31 )
qui a la propriété de le garder sélectivement lorsqu'il est 1avé en milieu
alcool 60 %.

Ce papier est découpé en carrés de 2 cm de coté. Ony dépose S0 pul de
I'échantilion a analyser.

On réalise un lavage de ce papler a froid dans une solution 2/3 alcool-1/3
eau pendant 20 minutes. On repéte ce lavage deux fois mais a temperature
ambiante

Lorsque ces lavages sont terminés, on séche le papier a I'acétone. On le
roule et on le pionge dans 1 mi de la solution d'amyloglucosidase ( v. p. 30
). On incube une heure a 37° C.

Apres 1'\ncubation, on retire le papier et on dose le glucose sur 500 pl
selen 1a méthode décrite précédemment.

Sucres ré

&3 Drinrjpc gn!ggsagn;

Le dosage des sucres réducteurs se fait au moyen d'anthrone. En présence
d'acide sulfurigue concentré, ceux-ci forment des cycies furfural qui se
condensent avec 1'anthrone pour donner un complexe vert foncé.

22 Préparation du réactif a 'anthrone :

On ajoute a 30 ml d'eau bidistillée 120 mg d'anthrone. On ajoute ensuite 60
ml d'H2504 concentré ( 36 N ) a cette suspension ce qui a pour effet de
solubiliser I'anthrone. Ce réactif ramené a température ambiante n'est
stable qu'une semaine environ.




3.3 ratoire:

Ce dosage se fait sur 1 ml d'échantillon. On lui ajoute 2 m! dH2504
concentré ( 36 N) a froid, puis 3 ml de réactif & I'anthrone et on laisse
incuber le tout 10 minutes @ 100°. On mesure I'extinction au
spectrophotomeétre a 620 mm. Dans de telles conditions, il apparait qu'elle
est proportionnelle a la quantité de sucres réducteurs pour autant que
celle-ci ne dépasse pas 200 pg. Chague mesure a été réalisée en double. Les
etalons correspondent @ 5, 10, 25 et 50 pg mesurés dans les mémes
congitions.

7_Recherche pratigue des stades de mue :

- Le seul critere objectif pour différencier la postmue des stades suivants
est 1'absence ou la présence de 1a couche membraneuse.Ce test nécessite 1a
mise a mort du crabe et 1a découpe de la carapace dorsale. Lorsqu'on la
casse en deux, deux possibilités se présentent :

. S01t les deux morceaux se séparent et le crabe est donc en postmue. Pour
plus de précision, on suit la clef suivante :

Exosquelette mou : stade A

Méropodites pouvant étre courbés : propodites des pinces souples : Bl
propodites des pinces rigides : B2

Méropodites aplatissables : C1

Méropodites durs : C2

Exosquelette rigide : C3

.S0it les deux morceaux sont retenus par une peau qui est la couche
membraneuse. Le crabe n'est plus en postmue.

- Pour différencier 1'intermue de 12 prémue, il est nécessaire de faire
I'examen de I'épipodite branchial externe. Deux cas peuvent se présenter :

a) L'épiderme est collé a I'exosquelette. Dans ce cas, le crabe est encore en
intermue.



( G =800 )

Photo 4. : épipodite branchial externe



b) L'épiderme est décollé de I'exosquelette. Dans ce cas, le crabe est en
prémue.Ceci s'observe aisément lors de 1'examen microscopique de
I'épipodite branchial externe ( photo 4 ); celui-ci porte a son extrémité de
trés nombreuses soies.L'examen de 1'un d'entre eux révele trés bien l1a
rétraction de I'épiderme ( photo 5 ).

Diverses observations permettent de préciser le stade :

1) Test du dactylopodite : Si on 1e casse, les deux morceaux se séparent
aisément et 1'épiderme sous-jacent apparait décolle de 1'exosquelette. Le
crabe est au moins au stade D2 .

2) Si les lignes exuviales sont fragiles, le crabe est au stade D3 et si elles
sont ouvertes, le crabe est au stade D4

- Enfin, I'exuviation se manifeste par le soulévement de 1'ancienne
carapace et le déplissement du nouvel exosquelette.

Photo 5. : soie de 1'épipodite branchial externe ( G = 3200 )
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Chapitre 3 : résultats et discussion :
3 1. Chromatographie en couche mince ( CCM )
2.1.1. But de 1a méthode .

Le dosage des différents glucides par la méthode de 1a GEP-DH présentait
des le départ quelgues points criticables. Ainsi, cette méthode ne nous
permet pas de doser directement le tréhalose dont 1a concentration n'est
connue que par la différence entre les résultats obtenus par le dosage a
I'anthrone et ceux obtenus par le dosage & I'amyloglucosigase.

De plus, T'utilisation de la maltase ne nous donne pas seulement la
concentration en maltose mais aussi celle des oligosaccharides (
maltotriose, ... ).

Pour combler les lacunes de ce type d'identification, nous avons décidé
d'employer la technique de CCM. Elle apporte une solution aux problémes
évoqués précédemment en permettant d'identifier directement le tréhalose
et 1es oligosaccharides lorsque ceux-ci sont présents.

Enoutre, elle permet de vérifier les résultats des dosages biochimiques &
1a fois sur le plan qualitatif et quantitatif .

- AUpoint de vue qualitatif, elle permet de vérifier I'existence des sucres
dosés. Elle peut de plus éventuellement révéler la présence d'autres sucres
, Cé qui n'a toutefois pas été le cas ici.

- Au point de vue quantitatif, elle permet une vérification grossiere des
concentrations obtenues par les dosages enzymatiques; cette technique est
en effet semi-quantitative.

2.1.2 Résultats .

Pour chague plaque chromatographique, il a été procédé a deux migrations
successives du solvant d'élution; comme dans ce cas, la notion de Rf perd -
une partie de son intérét, il devient préférable de désigner la mobilité
relative (MR ) des composants via le rapport entre 1a hauteur qu'ils
atteigrent en fin de migration et celle du composant migrant le plus
rapidement, lequel dans notre cas, est le saccharose.

Pour faciliter 1a comparaison des deux méthodes, les résultats des dosages
biochimiques sont repris en paralléle ( fig. 21, 24, 27 ).



Etalons MR
1. Maltotriose 0,83
2. Tréhalose 0,86
3. Maltose 0,92
4. Glucose 0,97
5. Fructose 0,95
6. Saccharose 1
Echantillon
Tache n°2 0,86
Tache n°4 0,97
°
Tache n°6 0,99

Fig.20 : mobilités relatives des

sucres - échantillon de plasma - stade C3.

Thoto 6. : chromatographie

d'un échantillon de plasma d'un

crabe au stade C3




pg/ml d'hémolymphe Plasma Hémocytes

totale
Glucose 32,9 6,8
Glucose 6P n.d. 0,!
Fructose~- 4,6 1,0
fructose 6P
Glycogéne nd 44,6
Maltose n.d. 12,0
Saccharose 25,3 n.d.
Amyloglucosidase 64,3 63,0
o]-4
«1-6
Sucres totaux 87,2 62,3 \
(anthrone)
Tréhalose 22,9 n.d. |
Nombre d'hémocytes / 15,0 |
109/m1 d'hémolymphe
totale

-

Fig.2l : dosages enzymatiques des sucres au stade C3.



Etalons MR
1. Maltotétrose 0,85
2. Maltotriose 0,92
3. Tréhalose 0,93
4. Maltose 0,96
5. Glucose 0,98
6. Fructose 0,97
7. Saccharose 1
8. Maltohexose 0,66
9. Glycogéne 0

Echantillon
Tache n°l 0,98
Tache n°2 0,95
Tache n°3 0,90
Tache n®4 0,83
Tache n°®5 0

Fig.22 : mobilités relatives des sucres - échantillon d'hémocytes - stade C3.
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Photo 7. : chromatographie d'un échantillon d'hémocyte d'un

crabe au stade C3




2121 Crabe au stade C2 -
- Plasma

. Aspect qualitatif ( fig 20-photo 6 ):

Par comparaison des MR, nous pouvons affirmer que les taches observées
sont du tréhalose, du glucose et du saccharose. Aucune trace d'autres
sucres n'est decelée.

- Aspect quantitatif :

Pour cet aspect, il est nécessaire de rappeler le schéma expérimental : 1
ml de plasma ( dil. = 7/3 ) est désionisé et resuspendu dans 200 p! aprés
lyophilisation. Un échantillon de 40 ul est alors déposé sur 1a plaque de
CCH.

Pour rappel, les quantites d'etalon deposees sont de 2 pg pour les
monosaccharides, 1 pg pour les disaccharides, 1,5 pg pour le maitotriose, 2
pg pour le maltotétrose, 3 pg pour le maltohexose et 2,5pg pour le

alycogéne. A partir de ces données, on peut estimer la concentration des
SUCres de la maniére suivante .

+ Saccharose : estimation de l1a quantité contenue dans 1a tache : £ 3 pg
3XSX7/3=35pg/ml ( dosage : 25,3 pg/m1i ).

+ Glucose : tache = ¢ 2 pg

2X5X7/3=23pg/ml(d =32,9pg/ml).

+ Trehalose : tache =+2 pg

2X5X7/3=23pg/ml (d =229 mg/ml)

Ces résultats confortent donc ceux obtenus par dosage enzymatique.
- Hémocytes

. Agpect qualitatif ( fig. 22-photo 7 ):

Par comparaison des MR, nous pouvons affirmer que les taches obtenues
sont du glucose, du maltese, du maltotriose, du maltotétrose et du
glycegene.

Le dosage faisant intervenir la maltase correspond donc non seulement a du
maltose mais égalment a du maltotriose et du maltotétrose.




Etalons MR

1. Maltotriose (°) 0,85
2. Tréhalose (°) 0,88
3. Maltose (°) 0,93
4. Glucose 0,98
5. Fructose 0,96

6. Saccharose 1

Echantillon
Tache n°2 0,87
f Tache n°4 0,98

Fig.23 : mobilités relatives des sucres - échantillon de plasma -
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Photo 8. : chromatographie d'un échantillon de plasma d'un

crabe au stade C4

stade C4.




. Aspect quantitatif
Schéma expérimental : 1 ml ( concentration = 1,S ) est désionisé et
resuspendu dans 200 ppl aprés lyophilisation. Un échantillon de 40 pl a €té
depose sur la plague de CCM.
Estimation de 1a concentration des sucres de 1'échantilion .
+ Giucose : tache =22 pg
2XS:1,5=6,7pg/ml (d =6,8 pg/ml)
+ Maltose : tache =¢1,5 pg
o XS5 1,5=5pg/mi
Maltotriose : tache =20,25 pg
0,25X5:1,5=1pg/mi
Maltotétrose : tache =20,25 pg
29”5, 1,5=1pg/ml
La somme du maltose et des deux oligosaccharides équivaut donc a 7 pg/mi
td=12pg/ml)
+ Glycogéene : tache =t10 pg
10X5:1,5=34pg/ml (d = 44,6 pg/ml ).

Les resultats de 1a CCM confortent ceux des dosages enzymatiques et
dermontrent en plus la présence d'oligosaccharides dans I'hémocyte au stade

Aspect qualitatif ( fig.23-photo 8) .

Par comparaison des MR, nous pouvons affirmer que les taches observées
correspondent a du tréhalose et du glucose, ce qui est en accord avec les
dosages enzymatiques.

. Aspect quantitatif .

Schéma expérimental . 1 ml de plasma ( dil. = 2 ) est désionisé et apreés
lyopholisation resuspendu dans 150 pl. Un échantillon de 25 pl a été déposé
sur la plague.

Estimation de 1a concentration des sucres de 1'échantillon:

+Glucose - tache =5 pg






pg/ml d'hémolymphe Plasma Hémocytes
totale
Glucose 59,7 3.9
Glucose 6P n.d. 13
Fructose- n.d. nd.
fructose 6P
Glycogéne n.d. 118,1
Maltose n.d. 2,0
Saccharose n.d. nd.
Amyloglucosidase 59,0 124,0
x1=4
LB
Sucres totaux 69,7 170,2
(anthrone)
Tréhalose 10,7 46,2
Nombre d'hémocytes / 25,9
109/m1 d'hémolymphe
totale

Fig.24 : dosages enzymatiques des sucres au stade C4.




Etalons MR
‘, 1. Maltotétrose 0,79
‘ 2. Maltotriose 0,86
3. Tréhalose 0,88
4. Maltose 0,93
5. Glucose 0,97
6. Fructose 0,95
7. Saccharose 1
8. Maltohexose 0,64
9. Glycogéne (o}
Echantillon
Tache n°l 0,97
Tache n°2 0,88
Tache n°3 0,73
Tache n°4 0,64
Tache n°5 0

Fig.25 : mobilités relatives des sucres - échantillon d'hémocytes - stade C4.
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Photo 9 : chromatographie d'un &chantillon d'hémocyte d'un

crabe au stade C4
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6X5x2=60p3/ml(d =597pg/ml)
+Tréhalose : tache =21 pg
1x5x2=10pg/miCd =10,7pg/mi)

Les estimations de 1a CCM s'avéerent donc trés proches des valeurs obtenues
par desage enzymatique,

- Hemocytes

Aspect gqualitatif ( fig.25-phote @)
P r comparaison des MR, nous pouvens admettre 12 présence de glucese, de
trenalose et de maltohexose. La tache n®3 correspond a une mobilité
relative comprise entre celle du maltotétrose et celle du maltohexose : il
s'agirait donc du maltopentose. Les sucres dosés via le traitement a 1a
maltase pourraient donc étre composés de maltopentose et de maltohexose.

. Aspect quantitatif .

Schéema expérimental : 1 ml ( dil. = 1,5 ) est désionisé et resuspendu dans
100u1 aprées lyophilisation. Un échantillon de 40 pl a été déposé sur la
plaque.

Estimation de 1a concentration des sucres de 1'échantillon :

+ Glucose . tache = pug

1X25Xx1.5=3.75pa/mi(d =39pa/ml)

+ Trenalose - tache =10 pg

10X 2,5%1,5=37,5pg/mi (d. =46,2pg9/ml)

+ Maltohexose . tache =#0,25 pg

0.25X25X 1.5=1pg/mi

+ Maltopentose - tache =20,25 pg

0,25X 25X 1,5= lpg/mi

La somme de ces deux oligosaccharides équivaut donc a 2 pg/ml (d. =
pa/mi ). 11 faut donc en conclure que les sucres dosés via le traitement &
Ja maltase etait en fait composes pour moitié de maltopentose et pour
moitié de maltohexose.

+ Glycogene : tache ¥ 15 pg

1SX25X1,5=56pg/ml(d =118,6 pg/ml)

Les résultats de la CCM appuient donc ceux du dosage sauf en ce qui




Etalons MR
1. Maltotriose 0,84
2. Tréhalose 0,87
3. Maltose 0,93
4. Glucose 0,98
5. Fructose 0,96
6. Saccharose 1

Echantillon
Tache n°®2 0,87
Tache n°3 " 0,93
Tache n®4 0,98

Fig.26 : mobilités relatives des sucres — échantillon de plasma - stade D3.
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Photo 10. : chromatographie d'un échantillon de plasma d'un

crabe au stade D3




Etalons MR
1. Maltotétrose 0,76
2. Maltotriose 0,85
3. Tréhalose 0,87
4. Maltose 0,93
5. Glucose 0,97
6. Fructose 0,95
7. Saccharose 1
8. Maltohexose 0,62
. Glycogéne (°) 0
Echantillon
Tache n°l 0,97
i Tache n°2 0,92 |
Tache n°3 0,85 |
Tache n°4 0,75
Tache n°5 0

Fig.28 : mobilités relatives des sucres - échantillon d'hémocytes — stade D3.
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Photo 11. : chromatographie d'un échantillon d'hémocyte d'un

crabe au stade D3




concerne le glycogéne mais I'estimation de I'importance de 1a tache est
difficile vu sa quantité élevee.

Deux oligosaccharides du maltose sont mis en évidence : 1e maltohexose et
le maltopentose.

21232 Crabe au stade D3 :

- Plasma:

. Aspect qualitatif ( fig.2€-photo 10):
Par comparaison des MR, nous pouvons affirmer que les taches observees
sont du glucose, du maltose et du tréhalose.

. Aspect quantitatif :

Schéma experimental : 1 ml de plasma ( dil. = 33/€ ) est désionisé et, apres
avoir été lyophilisé, est resuspendu dans 150 pl. Un échantillon de 25 pl
est déposé sur la plaque.

Estimation de la concentration des sucres deé I'échantilion .

+ Glucose : tache =z 49

4% 6% 33/8=99pg/ml(d =109,6pg/ml)

+ Maltose : tache = £1 pg

| X 6% 33/8=24,75pg/ml (d. =33,3 pg/ml)

+ Tréhalose : tache = = 3 pg

IX6X33/8=7425pg/mid =750pg/ml)

+ Sarcharose : celui-ci n'apparait pas car sa concentration est trop faible (
d. =6,0pg/ml)

Les résultats de la CCM confirment donc ceux du dosage.
- Hémocytes

_Aspect qualitatif ( fig.28-photo 11 |

Par comparaison des MR, nous pouvons admettre 12 présence de glucose, de
maltose, de maltotriose, de maltotétrose et de glycogene.

Les sucres dosés via le traitement @ 1a maltase sont donc composés de
maltose, de maltotriose et de maltotétrose.




- pg/ml d'hémolymphe Plasma Hémocytes

totale
Glucose 109,6 13,5
Glucose 6P n.d. 3.7
Fructose- n.d. n.d.
fructose 6P
Glycogéne n.d. 167,2
Maltose 33,3 8,6
Saccharose 6,0 n.d.
Amyloglucosidase 153,6 191,8
ol=4
al-6
Sucres totaux 228,6 193,8
(anthrone)
Tréhalose 75,0 2,0
Nombre d'hémocytes / 129,4
109/m1 d'hémolymphe
totale

Fig.27 : dosages enzymatiques des sucres au stade D3.
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Aspect quantitatif
Schema expérimental : 1 ml ( dil. = 30/8 ) a été désionisé et ensuite
resuspendu dans 100 mi aprés sa lyophilisation. S0pul de cet échantillon ont
éte depose sur la plaque.
Estimation de 1a concentration des sucres de 1'échantilion :
+ Glucose : tache =z 2 pg
2X2X30/8=15pg/mi(d =13,5pg/ml)
+ Maltose : tache =+ 1 pg
1 X2X30/8=7,5pg/ml
+ Maltotriose : tache = £ 0,25 pg
0,25%x2x30/8 =2 pg/ml
+ Maltotétrose : tache = £ 0,25 pg
0,25X2X30/8=2 pg/ml
La somme du rmaltose et des oligosaccharides équivaut donc a 11,5 pg/mi (
d =86 py/ml)
+ Glycogene : tache = £ 10 pg ( par comparaison avec 1'étalon d'une autre

1
lague ).

10X 2 X 30/8 = 75 pg/ml (d. = 129,4 pg/m1 ).

Les resultats obtenus lors de 1a CCM confortent donc ceux obtenus lors des
dosages enzymatiques.

3.1.3. Conclusion .

Le but que nous nous étions fixé en adoptant cette technique a été
totalement réalisé. En effet.

-D'un point de vue identification ( qualitatif ), les résultats concordent
bien. L'incertitude laissée quant a la nature des différents sucres apres
traitement & la maltase est levée grace a 1a technique de CCM qui permet
I'identification des oligosaccharides. Ceux-ci sont essentiellement du
maltotriose et du maltotétrose en C3 et en D3 alors qu'ils sont constitués
de maltopentose et de maltohexose en C4. Peut-étre faut-il y voir un rdle
de réserve mineur pour ces métabolites a moins qu'ils ne représentent des
produits de dégradation du glycogene.

La technique de CCM nous a également permis d'identifier le trehalose.
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-D'un point de vue quantitatif, les résultats concordent égaiement. Cet
aspect est a prendre moins au pied de l1a lettre, 1a technique de CCM étant
semi-quantitative et toute estimation étant forcément approximative.
Nous n'avons pas réalisé le dosage direct du tréhalose qui aurait nécessité
la purification de tréhalase. Nous avons simplement supposé que 1a
concentration en tréhalose devait correspond a la différence entre le
dosage ge 12 totalité des sucres réducteurs ( anthrone ) et celui effectue
grace a I'amyloglucosidase. Cette supposition s'est averée correcte comme
le montrent les résultats concernant le tréhalose obtenus a partir des
plaques de CCM.




Milliard d° He /7 ml d° HL
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évolution du nombre d'hémocytes dans 1'hémolymphe en fct du cycle

de mue

Pour toutes les figures, chaque valeur représente une moyenne
affectée de 1'écart-type 3 la moyenne (sauf fig. 49 et 50).
Le nombre de dosages peut différer d'un stade a 1'autre.

Chaque valeur (jours) correspond 3 un stade de mue dont voici la

corrélation :
O jour = D3
5 jours = A2
6,5 jours : Bl
9 jours = Cl
19 jours = C3
24 jours = C4
100 jours = D3

L'exuviation est marquée par une croix.
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lution du nombre dhemocytes au cours du cycle de mue

La figure 29 montre trois variations distinctes du nombre dhemocytes au
cours de l'intermue :

- Une augmentation en postmue.

- Une seconde augmentation lors de la prémue et enfin, une dirminution
brutale aux aientours de 'exuvation.

Ces observations cadrent exactement avec celles relevées dans ia
littérature. Ainsi, Charmantier ( 1972-1973 ) travaillant sur PachyQrapsus
marmoratus présente 1es conclusions suivantes sur le cycle de la
leucopoiese ( fig. 30 ).

- Du stade A au stade C2-C3 ( stades de postmue ), I'épaisseur de 1'organe
hématopoiétique et 1'indice mitotique augmentent. Les nodules qui
contiennent apres I'exuviation ( stade A ) essentiellement des cellules
souches peu serrées, se remplissent de leucocytes hyalins de plus en plus
nombreux au cours des stades suivants. A 1a fin de leur différenciation, ces
cellules hyalines sont libérées. C'est en C2-C3 que I'indice mitotique
atteint son taux le plus éleve, soit 2 %.

— Au stade C4, 1es nodules sont devenus petits, clairs, disséminés et
I'indice mitotique est a 1a valeur 1a plus faible de tout le cycle (0,6 % ). On
trouve dans 'hemolymphe des hémocytes de type intermeédiaire.

- De DO & D3 ( stades de prémue ), T'activité reprend et va en s'intensifiant;
les trois parametres observés augmentent. L'épaisseur de 1'organe est
maximale en D3 ( 60 pm ). L'accroissement de Ia densité cellulaire
correspond a la presence de nombreux leucocytes de type hyalin. L'indice
mitotique atteint 1,6 % en DO puis reste stable. Lépaisseur de I'organe en
D3 ne s'explique pas seulement par une augmentation de I'indice mitotique
mais par une accumulation des leucocytes formes. Les hémocytes hyalins
formes pendant les stades de premue sont lachés brusquement en D3 avant
I'exuviation comme le montre la réduction brusque de I'epaisseur de cet
organe a ce stade
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Courbes des variations d’activité de l'organe leucopoiélique de
Pachygrapsus marmoratus au cours du cycle d’intermue. Témoins : crabes
témoins ; opérés : crabes épédonculés ; St : stades du cycle d'intermue (nom-
més selons la méthode de Dracn) ; E, : premiére exuviation aprés l’ablation ;
E, : deuxiéme exuviation.

Fig.30 : d'aprés Charmantier, 73.
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Ces résultats peuvent étre synthétisés comme suit :
L'organe leucopoiétique présente deux périodes dactivité séparées par une
période de repos, le stade C4:

- Lapremiere période correspond a la postmue; les leucocytes produits
sont libérés au fur et a mesure de leur formation; ils poursuivent leur
évolution dans I'hémolymphe et on les trouve au moment de 'exuviation
sous 1a forme d'hémocytes granuleux qui sont Supposés jouer un role dans
13 coagulation.

- La seconde période se situe en prémue. Cette fois, les leucocytes formés
sont stockés dans l'organe jusqu'au stade D3, mcment ou ils sont libérés.

- L'eau de mer absorbée au moment de I'exuviation pourrait étre en partie
responsable de la chute brutale du nombre d'hémocytes par millilitre suite
a leur dilution.En effet,lors de 1a mue,la taille du crabe augmente de 25 a
J0% tandis que son volume double.Cette augmentation de volume est die
pour une bonne part a I'eau de mer absorbée.
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2.3 Dosages des métabolites:
331 Le glucose -

Dans le plasma, le taux de glucose, stable au cours des premiers stades de
la postmiue décrolt ensuite juqu'en intermue. En prémue, il augmente
fortement pour atteindre un maximum en D3 ( fig. 31 ).

Par contre, la charge hémocytaire en glucose augmente, elle, en postmue
et diminue des 1a prémue ( fig 32 ) En moyenne, 13 quantité ge giucose
contenue dans les hémocytes est de 1'ordre du dixiéme de celle du plasma (
fig. 31).

Telford (1968a ) travailiant sur I'hémolymphe totale de Homarus
americanus note aussi une augmentation nette du glucose en prémue.

Par contre,Spindler (1976 ) travaillant sur C. maenas ne détecte pas de
variations significatives du taux de glucose dans I'HL totale,quoique la
valeur maximale soit atteinte en fin de prémue ce qui concorde avec nos
resultats.

Notre etude apporte cependant un éiément supplémentaire non négligeable,
soit la repartition du métabolite entre la fraction cellulaire et le plasma.
L'augmentation du taux de glucose dans I'hémolymphe en prémue est
essentiellement limitée au plasma. Elle peut étre mise en rapport avec
'observation d'une activité maximale en prémue et en début de postmue, de
nombreux enzymes intervenant pour 1a synthése de 1a chitine, notamment
la glutamine transaminase ( ¢ ) et 13 UDPAGmM pyrophosphorylase ( f); ( fig.
33, Gwinn-Stevenson, 1973 et Pahlic-Stevenson, 1978 ).

La quantite de glucose contenue dans les hémocytes est certes nettement
inférieure a celle contenue dans le plasma mais en tenant compte des
volumes respectifs occupés par le plasma et 1es hémocytes, on peut
calculer que la concentration hémocytaire en glucose est certainement S a
10 fois plus élevée que celle du plasma; cette difference est la plus
marquée en intermue, stade pendant lequel I'hémocyte accumule les
réserves de glycogéne. Ce gradient suggéere 1'existence d'un systéme de
transport actif du glucose. Parmi 1e peu d'auteurs qui ont abordé ce sujet
chez les Invertébrés, Ingermann ( 1985 ) qui a travaillé sur les hémocytes
de Themiste dyscrita, décrit le type de transport des monosaccharides
comme étant stéréospécifique, ne concentrant pas le glucose et
indépendant du gradient de sodium. Ce transport sembie donc différent de
celui que nous postulons mais rien ne prouve que 1es hémocytes de ces deux
espéces afent des rdles identiques.




ATP Glucose
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Fic. 2. Postulated scheme for chitin biosynthesis (solid arrows after Candy &

Kilby, 1962, and Benson & Friedman, 1970). The enzymes involved are: a,
| hexokinase; b, phosphhexose isomerase; ¢, glucosamine phosphate isomerase; d,
| phosphoglucosamine transacetylase; e, phosphoacetyl glucosamine mutase; f,
| UDPAGm pyrophosphorylase; g, chitin synthetase; h, AGm kinase.

Fig.33 : d'aprés Gwinn-Stevenson, 13.
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Un grande variabilité s'observe d'un animal a l'autre notamment au stade
d'intermue : cette étape est 1a plus longue et un individu peut seulement y
commencer a former 1a couche membraneuse de son épiderme ou bien se
préparer a la prémue. De plus, c'est pendant 1'intermue que se déroule 1a
spermatogenése. La physiologie de 'animal est donc soumise a
d'importantes modifications métaboliques qui affectent son milieu
Aintérieur ( Ceccaldi, 1969 ).11 faut également prendre en compte e nombre
limité de nos dosages.

3 ly ene -

Un accroissement trés net du taux moyen de glycogéne se trouvant dans
I'némolymphe s'observe pendant toute la postmue En prémue, il diminue
fortement ( fig 34 ). Son évolution suit celle du glucose, ce qui appuie le
role de précurseur joué par ce dernier. Les observations de Spindler ( 197€)
sur Carcinus s'accordent avec les notres. Cependant, le taux de glycogéne
qu'il signale en prémue ( 0,5 3 0,6 mg/ml d' HL ) est S fois plus élevé que
celutl que nous observons. Cela pourrait s'expliquer par le fait que les
animaux utiliseés par Spindler sont tres jeunes; ils muent plus
regulierement et leur métabolisme est plus élevé.

Le glycogéne eétant un métabolite intracellulaire, I'expression des résultats
en fonction du nombre d'hémocytes devrait donner une image plus correcte
du phénomene. La figure n°35 nous montre que 1a charge en glycogéne des
hémocytes s'effectue essentiellement en intermue. Elle diminue ensuite de
fagon intensive pendant la prémue. Ceci est @ mettre en rapport avec le
nommbre élevé dhémocytes observés en D3 ( fig. 29 ).

Tous ces résultats nous ameénent @ formuler I'hypothése suivante : il faut
considérer I'ensemble des hémocytes en D3 comme deux populations
distinctes d'age différent :

- Une population jeune, nouvellement synthétisée par 1'organe
hématopoiétique et comportant peu de réserves en glycogene.

- Une population pius vieille, synthétisée lors de 12 postmue, ayant
accumulé du glycogéne en intermue; 1a glycogéne phosphorylase présentant
un optimum en D2 ( prémue ), ce glycogéne est dégradé et fournit tout ou
partie du glucose plasmatique ( Fourneau, 1986 ).

En conséquence, nous trouvons au stade D3 deux populations de cellules
pauvres en glycogene.
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Cette hypothése est appuyée par 1a figure 36 ou nous observons une
relation claire entre 1'évolution du taux de glucose et celle du taux de
glycogene. En postmue et jusqu'en intermue, 1a charge hémocytaire
croissante en glycogene correspond a une baisse du taux de glucose dans le
plasma. ‘

Tout se passe donc comme si les besoins étant moins importants, une
-réserve de glycogéne se constituait a partir du glucose plasmatique.
Ensuite, avec 1a prémue une demande élevée de métabolites se manifeste.
Le taux de glucose augmente brusquement dans le plasma alors que le taux
de glycogene diminue. De plus, ces variations concomittantes portent sur
des quantités comparables, ce qui renforce la vraisemblance de I'hypothése
proposée. A ce moment, tout se passe comme si le crabe utilisait les
reserves de glycogene qu'il a accumulées en intermue.

Ces observations confortent I'hypothése d'hépatocyte circulant attribué a
I'hémocyte par Johnston ( 1972 ).

33 Le glucose 6P :

Les figures 37 et 38 présentent des allures similaires, ce qui prouve que
toute variation du taux de GEP est dU a une variation de 1a charge
hémocytaire de ce métabolite et non pas a une variation du nombre
d'hemocytes

Le taux de G6P augmente brusquement de C3 a C4 et également en premue
mais plus lentement; ceci pourrait s'expliquer par l'arrivée d'hémocytes
jeunes qui masquent T'augmentation du G6P dans les cellules vieilles.

En prémue, 12 glycogene phosphorylase dégrade activement le glycogéne en
G6P, ceci pourrait expliquer son augmentation.

Le GEP constitue une sorte de plague tournante vis-a-vis de plusieurs
chaines métaboliques dont 1a glycogénosynthése, 1a glycogénolyse, le cycle
des pentoses-P et 1a glycolyse. Via le fructose 6P, il permet la synthese de
12 chitine bien que 'existence de ce métabolisme ne soit pas démontrée
dans I'hnémocyte.

Etant donné son rdle d'intermédiaire dans toutes ces réactions
métaboliques, il est difficile de relier ses variations de concentration a
I'un ou T'autre de ces meécanismes.
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METABOLISM OF HEXOSAMINES

CH;OH CH:OH CHOH CHO
i —H:0 | li |
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| | | |
p-Fructose Schiff's base Enolamine p-Glucosamine

transformation du fructose en D-glucosamine via 1'énolisation d'une
base de Schiff ( Warren, 1965 ).
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34 Le fructos le fructose 6P :

Il est important de signaler que la maniére dont nous avons effectue les

dosages enzymatiques ne nous a pas permis de différencier le fructose du

fructose 6P lorsque ces deux métabolites sont présents ensemble ( cas des
_hémocytes ).

La figure 39 montre que la quantité globale de fructose est nettement

moins elevée dans les hémocytes que dans le plasma. Dans celui-ci, ce

métabolite ne semble pas jouer un rdle prépondérant en intermue et en

premue vu sa concentration pratiguement nulle.

Par contre, en postmue, elle est nettement plus elevée. Le fructose

plasmatique constituerait un apport supplémentaire a celui du glucose pour

la synthese de la chitine du tégument; cette voie metabolique est en effet

particulierement active en fin de prémue et en début de postmue.

Le fructose plasmatique y sert de substrat de deux fagons :

- Aprés avoir pénétré dans la cellule tégumentaire, il peut étre transformeé
en glucosamine via I'énolisation d'une base de Schiff intermeédiaire ( fig.40:
Warren,19€5 ). La glucosamine est alors phosphorylée en glucosamine 6P
ou acétylée en acétylglucosamine pour participer dans les deux cas a la
synthese de chitine ( fig.33-Gwinn-Stevenson, 1973 ).

- Ce fructose peut également étre phosphorylé en fructose 6P par une
hexokinase ( fig.3.3-Gwinn-Stevenson, 1973 ) et participer de cette fagon a
la formation de la chitine.

I1 est frappant de constater que le taux élevé de fructose dans le plasma
coincide avec le moment ou la glucosamine phophate isomérase a son
optimum d'activité ( fig.41-Pahlic, 1978 ). Or cette enzyme utilise
precisement le fructose 6P comme substrat pour le transformer en
glucosamine 6P ( fig 33-Gwinn-Stevenson, 1973 ).

Dans les hémocytes, le taux de fructose et de fructose 6P (qui doit
representer I'essentiel des deux ) reste faible pendant tout le cycle de mue
sauf au moment de I'exuviation ou i1 subit une brusque augmentation (
fig42). A ce moment, 1a demande en fructose 6P serait trés élevée pour
satisfaire une consommation élevée en énergie ( activité glycolytique
importante ).

2
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Nous savons par chromatographie en couche mince que le plasma comprend
seulement du maltose. Sa concentration croit probablement lentement en
prémue, brusquement aux alentours de I'exuviation puis chute en postmue.
Comme l'avait montré Schwoch ( 1972 ), il pourrait participer au
métabolisme de 13 chitine aprés sa transformation en glucose dans les
cellules tégumentaires. Son rdle en tant que minitransporteur dans le
mouvement des hydrates de carbone n'est certes pas négligeable mais
-relativement modeste ( f13.49 ).

La quantité de maltose et des oligosaccharides intrahémocytaires est la
plupart du temps inférieure a celle du maltose plasmatique ( fig.43 ). La
charge hémocytaire de ces sucres augmente en postmue jusqu'au stade C3
puis diminue jusqu'a I'exuviation ( fig.44 ). Ces sucres contribuent donc aux
réserves hémocytaires mais dans une proportion nettement inférieure a
celle du glycogene.

I1s pourraient représenter des produits de dégradation du glycogéne
hémocytaire. Si cette hypothése est exacte, il faudrait que leur
concentration augmente en prémue, moment ou le glycogéne est dégradé
activement; ce n'est pas tout a fait le cas mais il se pourrait que ce
phénomene soit masqué par 1'arrivée de nouveaux hémocytes pauvres en
oligosaccharides en D3.

3.3 saccharose :

D'aprés nos dosages, ce sucre est uniquement présent dans le plasma. Son
taux moyen y est comparable a celui du maltose. La figure 45 nous indique
qu'il reste éleve jusqu'en fin de postmue; il pourrait donc fonctionner
comme transporteur de fructose et de glucose et ainsi approvisionner les
cellules téegumentaires tant que 1a synthése de chitine s'effectue, c.a-d.
jusqu'en fin de postmue.

I1 existe par ailleurs une correspondance étroite entre les variations du
taux de fructose plasmatique et celles du taux de saccharose, ce qui est
probablement 1'indication d'une utilisation commune a la méme période du
cycle. Si 1'on additionne leur taux moyen en postmue, on arrive a une
concentration de +50 pg/m1 d'hémolymphe qui n‘est certes pas négligeable
puisqu'elle représente la moitié de celle du glucose a 1a méme période.
Enfin, comme sa brusque disparition avant I'intermue coincide avec le
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moment ou 1'animal synthétise sa couche membraneuse(
mucopolysaccharides neutres ), on ne peut donc pas exclure qu'il y joue un
role.

337 Letréhalose :

La figure 46 montre que les taux de tréhalose hémocytaire et plasmatique
subissent des variations tout a fait opposées au cours du cycle de mue.
Alors qu'il augmente en postmue dans les hémocytes, il diminue dans le
plasma et l'inverse se produit en prémue. La "décharge” hémocytaire
observée en prémue( de S0 a 20 pg/m1 d'HL ) apparait encore plus
Clairement a la f1g.47 .

Elle pourrait se réaliser de deux facons :

- Soit le tréhalose peut traverser 1a membrane hémocytaire par exocytose
ce qui est peut-&tre le cas des cellules des muscles abdominaux qui
synthétisent et libérent le tréhalose dans le plasma.

Dans le cadre de cette hypothése, I'hémocyte pourrait étre soit un simple
lieu de stockage du tréhalose sans exclure qu'il soft également son lieu de
synthese, ce qui implique 1a présence de tréhalose synthétase. Le fait que
le tréhalose se retrouve d'abord dans le plasma ( postmue ) puis dans 1es
hémocytes ( Intermue ) serait en faveur d'un stockage hémocytaire suivi
d'une utilisation ultérieure.

- Soit le tréhalose ne peut pas traverser la membrane hémocytaire. Dans ce
cas, c'est forcement I'némocyte lui-méme qui synthétise le tréhalose.
Lorsque les besoins augmentent, le tréhalose est transformé en glucose par
la tréhalase et celuf-ci passe dans le plasma ou 1l provoque
I'hyperglycémie observée en prémue. Si cette alternative se vérifiait, le
tréhalose plasmatique ne proviendrait pas des hémocytes mais bien des
muscles abdominaux.

Quoiqu'fl en soit, le tréhalose plasmatique semble constituer un mode de
transfert important puisque son taux est souvent analogue a celut du
glucose. 11 pourraft intervenir dans le métabolisme de la chitine aprées sa
transformation en glucose ( Schwoch, 1972).
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La figure 48 indique que, de nouveau, les taux de glucides dans les
fractions hémocytaire et plasmatique présentent des variations opposées.
C'est donc un argument de plus en faveur de I'hypothése d'une participation
de I'hnemocyte comme lieu de stockage des hydrates de carbone.

--Dans le plasma ( fig 49 ), ce sont principalement le glucose et le
tréhalose qui rendent compte des variations observées pour les sucres
totaux. 11y moins de tréhalose que de glucose en prémue mais c'est le
trénalose qui représente 1a majeure partie des sucres totaux de
I'hemolymphe du crabe fraichement mué.Quant au maltose, au fructose et
au saccharose, ils rendent compte d'une fraction mineure car leurs taux
restent toujours relativement faibles ( de 'ordre de 10 % ).

- Sile glycogene des hémocytes joue un role de réserve majeur, celui du
tréhalose hémocytaire n'est cependant pas négligeable ( fig.50 ).

Le maltose et les oligosaccharides ne jouent qu'un rdle de réserve mineur
ou representeraient des produits de dégradation du glycogéne.

Quant au fructose 6P et au glucose 6P, leur position en tant
gu'intermédiaires des différentes voies de synthése et de dégradation fait
que leurs taux représentent un état d'égquilibre dynamique et non des
réserves en tant que telles. '
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Conclusions :

Le but de notre travail était de fournir des donnees experimentales
appuyant I'hypothese de Johnston et al. ( 1971 ). Elle propose de considérer
les celluies sanguines des Crustacés comme des hépatocytes circulants
c.a-d. comme une population de cellules libres, capables d'accumuler, de
transporter et de distribuer des matériaux glucidiques aux autres tissus
selon leurs besoins variables aux différentes étapes du cycle de mue.
Parallelement, nous avons voulu etablir un bilan le plus complet possible
des glucides en distinguant le compartiment hemocytaire du compartiment
plasmatique de maniére a voir leurs interrelations.

La réalisation de ce projet s'est heurtée a plusieurs difficultés techniques
essentiellement enrelation avec la faible quantité de mateériel
disponible.Un échantiilon d'hémolymphe de Carcinus maenas ne fournit en
moyenne que 'équivalent de 2 mg d'hémocytes sur lesquels une serie de
dosages sont a effectuer.

De plus, 11 nous fallait disposer d'un nombre suffisant de crabes
representatifs de chacun des stades du cycle de mue. Pour ce faire, nous
avons préeféré procéder a plusieurs récoltes en milieu naturel plutdt que de
rompre artificiellement la période d'arrét de I'intermue, procédé assez
aléatoire et perturbant pour le crabe ( Fourneau, 1986 ).

La présence de glucose et de glycogene dans I'hémolymphe totale ( plasma +
hémocytes ) était connue { Johnston, 1973, Spindler, 1976 ).

Nos résultats non seulement confirment ces données qualitatives mais ils
les traduisent quantitativement.

De plus, nous sommes en mesure de présenter une répartition compléte des
glucides entre les fractions hémocytaire et plasmatique au cours du cycle
de mue.

Celle-ci nous apprend que le glycogene s'accumule dans les hémocytes lors
de I'intermue et est dégrade et 1ibéré dans I'hnémolymphe au cours de 1a
prémue. |1 en est de méme pour le tréhalose, 1e maltose et 1es
oligosaccharides.

Tout ceci suggere que les cellules jouent un role métabolique non
négligeable dans le deroulement du cycle de mue.

D'autre part, 1a concentration du glucose hémocytaire supérieure a celle
du plasma nous parait postuler I'existence d'un transport actif de cette
molécule a travers la membrane plasmique de ces cellules et donc d'un rdle
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actif des hémocytes pour le stockage.

Ouant aux disaccharides du plasma ( tréhalose, maltose, saccharose ), ils
présentent tous un taux particuliérement éleve en prémue et aux alentours
de l'exuviation. Leur role en tant que mode de transfert dans le mouvement
des monosaccharides semble donc bien réel a un moment ou le métabolisme
de 1a chitine est particuliérement actif.

Nos résultats appuient I'hypothése de Johnston €n ce sens qu'ils montrent
que, de fait, les hémocytes sont capables de stocker, transporter et de
redistribuer des hydrates de carbone au moment voulu.

L'hypothése de 1a synthése du tréhalose par les hémocytes si elle s'avérait
exacte argumenterait également en faveur de I'hypothése de Johnston.
Nous n'avons pas abordé ici le probléme de 1a destination finale des
hydrates de carbone plasmatiques, qu'ils soient d'origine hemocytaire ou
non. Sont-ils utilisés comme source d'énergie lors de 1a prémue, ou comme
matériaux de synthése de la chitine ou les deux a la fois 7

D'autres recherches sont nécessaires pour €n decider.
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