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ABSTRACT.

The development of the digestive gystem of larvae of Dicentrarchus labrax has been
studied. The changes in activities of digestive enzymes from hatehing to 30 days have been
investigated. 8 activities have been recorded : esterases, a-glucoeidase, trypsin, chymotryp-
sin, leucinaminopeptidase, alkalin and acid phoephatase, using polyacrylamid gel electropho-
restie., ALl the activitieg are very weak at hatching ; the activities of trypsin, a-glucoeidase,
alkalin phosphatase inerease between O and 5§ days, decrease glowly and are quite stable from
15 to 30 days. The other activities increase steadily from O to 20 daye. Relationships between
the developmental process of the digestive gystem and changes in activities are investigated.

RESUME.,

Quelques activitée enzymatiqueg digestives de larvee de loups ou bars (Dicentrarchus
labrax) ont été étudides, en utilisant les techniques d'électrophordee. Leg larves ont été
prélevées de cing jours en cing jours Q& partir de 1l'éclosion juequ'ad trente jours. Des varia-
tions dans le nombre des isozymes actifs vis-A-vie des substrats testés sont enregistréeas.
Toutes les activitée gemblent Etre présentes, mate trde faibles, dés l'éclosion ; leg princi-
pales variations sont déecelées dane les quinaze premiers jours. Lee relations avec le dévelop-
pement fonetiomnel du tractus digestif des larves sont discutées.
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INTRODUCTION,

Avec le développement des recherches sur la production controlée de larves de
téléostéens, se pose le probléme de leur alimentation d&s la résorption de la vésicule vitel-
line., Le choix des aliments, de leur compositjon, est 1ié & la connaissance de la physiologie
de la digestion chez les trés jeunes poissons. L'@volution de la morphologie du tractus diges-
tif au cours de la croissance et de son équipement enzymatique a &té& étudiée chez quelques
poissons (IWAI, 1967 ; TANAKA et al., 1972 ; KAWAI et IKEDA, 1972, 1973 ; SINHA, 1976). Un
certain nombre de données sur le développement du bar et 1'équipement enzymatique du tube di-
gestif chez 1l'adulte existent également (GIRIN et al., 1975 ; BARNABE, 1976 ; ALESSIO et al.,
1976 ; ALLIOT et gql., 1974), et il nous a paru utile, &tant donné les possibilités d'intérét
économique que parait présenter 1'élevage du bar, d'8tudier, spécifiquement pour ce poissonm,
1'évolution de 1'équipement enzymatique du tractus digestif. Les premiers résultats obtenus

pour les 30 premiers jours de vie larvaire aprés 1'é&closion sont rapportés ici.

MATERIEL ET METHODES.

Matériel,

Les animaux.proviennent, d'une part, de 1'élevage du service d'aquaculture du
Centre Océanologique de Bretagne (Brest), d'autre part de la Station de Biologie Marine et
Lagunaire de Séte. D&s 1'é&closion, ils sont alimentés avec des proies vivantes selon les
méthodes testées dans ces deux laboratoires (GIRIN et aql., 1976 ; BARNABE et.al.. 1976) . Les
larves de Brest sont élevées 3 19° C, celles de S&te i 14° C. Des prélévements sont effectués
de 5 jours en 5 jours & partir de 1'éclosion., Les larves sont isolées et mises au jéﬁne 6a
12 heures avant, suivant leur 3ge. Les larves sont ensuite prélevées, essorées rapidement,
comptées et pesées., Elles ont &té soit congelées (larves de S&te), soit lyophilisées, et

conservées d -30° C jusqu'a 1l'extraction.

Méthodes.

-

Les résultats sont établis & partir d'un extrait obtenu par broyage des larves a
0° C dans un homogénéiseur de type Potter, & raison de 0,1 g de poids frais par ml de milieu
d'extraction, selon la technique décrite par TRELLU et CECCALDI (1976). Le broyat est centri-
fugé 3 4° C pendant 30 minutes 3 35 000 g. L'électrophorése des protéines solubles est menée

sur gel 3 gradient de polyacrylamide (Pharmacia PAA 4/30), durant 15 heures & 125 V stabilisés.

Les gels sont ensuite trempés dans différents milieux tamponnés comprenant de fagon
générale un colorant diazoté (Fast Blue BB), et un substrat spécifique de 1'activité enzymati-
que recherchée (BREWER et SING, 1970 ; SHAW et PRASAD, 1970). Les activités enzymatiques se
trouvent révélées directement sur le gel, intégrées au photocolorimdtre enregistreur type
Vernon, et ramenées au mg de protéines solubles., L'activité vis-a-vis du substrat spécifique

de la trypsine (Benzoylarginine-p-nitranilide) a 2té testée directement sur les extraits bruts,

Le poids moléculaire des enzymes est apprécié sur 1'électrophoregramme par comparai-
son avec une électrophorése de sérum humain. Les protéines solubles sont dosées par la méthode

de LOWRY. oc-/-ao
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RESULTATS ET DISCUSSION.

Huit activités enzymatiques ont &été testées : les activités estérasiques, a-gluco-
sidasique, leucine aminopeptidasique, trypsique, chymotrypsique et des phosphatases alcali-
ne et acide. Les résultats montrent qu'il existe d&s le cinquiéme jour 10 isozymes de poids
moléculaires compris entre 130 000 et 55 000, actifs vis-a-vis de 1'a- et 8-naphtyl acétate
(pH : 6,5),.8 compris dans le méme intervalle, qui dégradent 1'a= et B-naphtyl butyrate
(pH : 6,5), 2 isozymes ayant une activité analogue 2 celle de la chymotrypsine (pH : 6,8),
un seul pour les phosphatases alcaline (pH : 8,3), et acide (pH : 5,0) et la leucine amino
peptidase (pH : 6,8), L'activité des extraitg vis-a-vis du naphtyl myristate n'a pu étre mise
en évidence. La quantité de protéines solubleé du surnageant varie peu : elle augmente de O i
5 jours, passe par un minimum 3 10 jours, p&ur se stabiliser ensuite, L'électrophorése montre
qu'a 1'éclosion, il existe une protéine de poids moléculaire d'environ 345 000 qui disparait
progressivement et n'existe plus & 10 jours.

De fagon générale, les activités décelées avi'éclosion sontfﬁfés faibles : certai-;
nes isoiymes d activité estérasique sont absgentes, de méme que celles ayant des activités " 
analogues 3 celles de la chymotrypsine et'dé 1'a~glucosidase (figures I et 2). On peut obser--
ver une augmentation des activités entre O et 5 jours vis—d-vis des substrats de la trypsine;f
de la phosphétasévalcaline et de l'a-glﬁcosidase, activités qui diminuent ensuite jusdﬁfaﬁ
quinziéme jour, ol elles paraissent atteindre un palier. Par contre, les autres activités
semblenf augmenter régulidrement jusqu'au vingtidme jour et se stabiliser ensuite. La phospha-
tase acide n'a pu &tre décelée que dans les extraits des larves prélevées 3 1'éclosion. La
faible activité vis-a-vis du substrat de la leucine aminopeptidase n'a pas permis de mettre de
variation en évidence. Il est 3 noter également que 1l'activitéd vis-3-vis du substrat spécifi-

que de la chymotrypsine n'a pu &tre mise en évidence par dosage direct sur les extraits bruts.

Quelques différences sont 3 noter entre les résultats obtenus et ceux. trouvés avec
les plaquettés APIZYM, en particulier au niveau de la phosphatase acide, dont on décigle une
activité a tous les stades par cette derniére méthode. Ceci est sans doute di 2 1'extraction
en milieu trés alcalin (pH : 8,35) et expliquegait’également que 1'on n'ait pu doser que
1'activité estérasique analogue 3 celle de la chymotrypsine. Cette &tude devrait donc &tre

complétée par des dosages d'activité 3 d'autres pH,

Les figures obtenues pour les larves provenant de S&te et de Brest sont analogues,
avec un léger retard dans 1'évolution des activités pour les larves de Séte ; ceci est sans

doute 1i& & la température inférieure des élevages de Séte,

‘ Il est & remarquer que les variations enregistrées se produisent principalement
entre 0 et 10 jours, puls entre 15 et 30 jours, ce qui correspond aux périodes critiques I et’
II détermindes par BARNABE sur les élevages de larves. Ceci est sans doute A relier aux princi-
pales étapes des changements fonctionnels des organes. Divers auteurs ont tenté de relier les
variations des activités enzymatiques aux changements histologiques et morphologiques observés
au cours du développement (PRAKASH, 1961 ; TANAKA, 1972 ; KAWAI et 1KEDA, 1972). Pour le bar,

il y a peu de donndes sur 1'histologie et 1'histochimie du tractus digestif chez les larves,

oo-/act



jours

L

3

B

E

o e i o

ESTERASES 4C

< N
uoljesBajul

jOUfS

o

o ki o o S i B e

ESTERASES 2C

< N
uoijesbajul

T T |
10 15 20
O( GLUCOSIDASE

5

jours

PHOSPHATASE ALCALINE Jjours



L

|
!
130 .. wa ‘
o5 " ™™,
AR
i f 3 i
30, 130
20' : a
101 95
o 5 10 15 20 30 5 10 20 lours
PROTEINES SOLUBLES Jours 6/ ESTERASES 4C
44 b
2]
5 10 20
PHOS. ALCALINE
304
1 125000 20/ /\
104 ¢
5 85000 : '
v L) T L 1) v T T
5 10 15 20 30 5,10 20
. ©C GLUCOSIDASE
CHYMOTRYPSINE Jours
, ab.c: larves de Séte
3..UNITES/mg protéines
2.
14
9
1 1 1§ I
(o] 5 10 15 20 30 Jours

TRYPSINE




-90-

d'aliments composés, si elles sont localisées dans le tube digestif, ce qui reste 3 vérifier.
Toutefois, la période ultérieure de la vie larvaire (de 30 & 50 jours), qui voit s'effectuer
la différenciation de l'estomac et des caecums pyloriques, entraine probablement de profonds
changements dans les mécanismes de la digestion. Les prélévements séquentiels effectués

devraient contribuer 3 une meilleure connaissance de ces phénoménes, et de 13, favoriser une

meilleure formulation, selon les stades, pour les aliments composés.
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