Découvrez plus de documents
accessibles gratuitement dans Archimer

Indices biochimiques et milieux marins. Journées du GABIM, Brest, 18-20 Nov. 1981
Publi. CNEXO (Actes Collog.) n. 14, 1982, p. 231 a 248

COMPARAISON DE L'EVOLUTION ET DU CONTROLE DE L'ACTIVITE DES AMYLASES

ET DES PROTEASES AU COURS DU DEVELOPPEMENT LARVAIRE ET DES PREMIERS

STADES JUVENILES CHEZ PALAEMON SERRATUS, MACROBRACHIUM ROSENBERGII
ET PENAEUS JAPONICUS (CRUSTACEA DECAPODA).

A. VAN WORMHOUDT

Laboratoire de Biologie Marine, 29110 CONCARNEAU
Ecole Pratique des Hautes Etudes, Station Marine d'Endoume (LA 41),13007 MARSEILLE

RESUME :

= L'&volution de 1'activité des amylases et des protéases a &té suivie au
cours du développement larvaire chez 3 espéces de crustacés décapodes Natantia.

Chez Palaemon serratus, Macrobrachium rosenbergii et Penaeus japonicus, 1'aug-

mentation des amylases est plus forte que celle des protéases. Ces changements
apparaissent surtout 3 la fin des stades nauplius et des stades mysis chez les

Penaeus et au cours des stades mysis chez Palaemon et Macrobrachium. Ils sont

-

11és 3 des modifications du régime alimentaire et & 1'apparition d'un contrdle

hormonal au cours des différentes phases du développement larvaire. w=
SUMMARY :

- Amylase and protease activities were followed during the larval develop-

ment of 3 species of Crustacea Decapoda. In Palaemon serratus, Macrobrachium

-rosenbergii and Penaeus japonicus the increase in the activity is greater for

amylases than for proteases. These changes appear mainly at the end of the
nauplius and mysis stages in Penaeus and during the mysis stages in Palaemon

and Macrobrachium. They are related to modification of nutrition and to the

appearance of an hormonal control,e

MOTS CLES : Amylases, proteases, développement larvaire, hormones, nutrition,
crustacés,
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INTRODUCTION :

L'amélioration des techniques d'élevage passe par un ajustement de 1'ali~-
mentation des larves 3 leurs potentialités physiologiques. A cette fin une meil-

leure connaissance du stock enzymatique digestif est nécessaire.

Trois espéces ont été particuliérement &tudiées de ce point de vue et

Palaemon serratus est la mieux connue des trois.

L'étude du développement larvaire de Palaemon serratus a &té rdalisée

pour la premiére fois par SOLLAUD (1923) i partir de larves élevées en labora-
toire. Les travaux de REEVE (1969a), FORSTER et BEARD (1970) de WICKINS (1972)
et de CAMPILLO (1975) ont permis de préciser 1'influence de différents paramétres

sur la croissance des larves.

En ce qui concerne Macrobrachium rosenbergii, la production de post-larves

a8 1'échelle semi~-industrielle est réalis&e depuis 1976 au Centre Océanologique

du Pacifique. L'élevage de Penaeus japonicus s'est développé ces derniéres années

au Centre Oc&anologique de Bretagne oil pour la premi&re fois la production con-

trblée de larves a &té& réalisée en 1975 (LAUBIER-BONICHON, 1975).

Chez ces trois espéces, les recherches actuellement en cours ont pour but
de mettre au point des aliments composés plus &conomiques que 1'aliment naturel

-~

et adaptés 3 chaque étape de la vie larvaire.

Grice aux progré@s réalisés dans 1'élevage des crustacés quelques auteurs
ont pu effectuer des travaux divers sur la physiologie des larves (COSTLOW et
SASTRY, 1966 ; REGNAULT, 1971). Mais peu ont &té consacrés 3 1'étude de la nu-

trition larvaire du point de vue enzymologique.

Par analogie avec ce qui était connu chez les mammiféres (BEN ABDELJLIL
et DESNUELLE, 1964 ; LE BAS et coll., 1971), une adaptation des enzymes diges-
tives au régime alimentaire a &té& recherchée chez les juvéniles de Palaemon
serratus. Dans cette hypothd@se, l'estimation globale du pool enzymatique
permet de détérminer les tendancés du régime alimentaire de 1'animal alors que
1'on peut suivre les variations de ce régime en suivant le fapport amylases/

protéases au cours du développement.

Un des buts de ce travail est &galement de mettre en évidence, chez

Palaemon serratus, espdce la mieux étudie, quelque uns des mécanismes impliqués

dans la régulation de 1'activité des enzymes digestives, que ce soit du point

de vue des métabolites ou des facteurs hormonaux.
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Figure 1 :

Evolution du poids sec, “des prot&ines totales , de 1'activité amylasique et

protéasiques au cours du développement larvaire de crustacés décapodes Na-

tantia.

A Palaemon serratus : les oeufs fécondés proviennent de femelles péchées

3 Concarneau et sont &levés 3 29°C.

B Macrobrachium rosenbergii : les larves sont &levées & Vairao (COP Tahiti).

Les prélévements sont effectués tous les jours et la répartition majeure
des stades notés (larval stage index - LSI). La température de 1l'eau est !
de 28°C.

C Penaeus japonicus : les oeufs proviennent de femelles grainées &levées 3

Brest (COB). La température de l'eau est de 25°C.

N = nauplius ; Z = zo8s ; M = mysis ; PL = Post-larves.
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MATERIEL ET METHODES :

- Matériel biologique :

-~

Les larves de Palaemon serratus sont obtenues soit & partir d'élevage

-

en grand volume r&alisé& 3 Quiberon, soit 3 pnartir d'@levage en laboratoire.
Dans le premier cas, les larves sont &levées en grand bassin de 800 m3 i partir
d'algues vertes et de nauplii d'Artemia, progressivement remplacdes par de la
chair de moule pour les stades avancés. Dans le second cas, les femelles sont
péchées 3 Concarneau au printemps. Elles sont placées jusqu'd leur ponte 3 la
température de 19°C, sous photopériode néturelle. Chaque ponte est &levée sé-
parément dans des bacs de 20 1, en circuit fermé d'eau de mer changée tous

les deux jours. Les animaux sont nourris 3 satiété@ tous les jours & partir de
larves d'Artemia nouvellement &écloses. La détermination des stades larvaires
est faite selon la méthodologie décrite par SOLLAUD (1923). On obtient dans

les deux cas, sept stades zoés différents avant le stade post-larvaire.

. Les larves de Macrobrachium rosenbergii sont &levées 3 Vairao dans

des bacs de 500 1 en présence de nourriture présentée sous forme de particules
inertes (blanc de seiche, chair de bonite, Artemia adultes congelés) et de
proies vivantes (nauplii d'Artemia (Aquacop, 1977).

-~

. Les larves de Penaeus japonicus sont élevées a partir d'algues uni-

cellulaires, de rotiféres et d'Artemia selon des techniques décrites par ail-

leurs (LAUBIER~BONICHON et coll., 1977).

- Méthodes d'analyses :

Les larves lyophillisées sont comptées, pesées puis broyées dans du-
tampon phosphate IO—ZM 3 pH 7 dans un polybroyeur en verre Kontes-Dual. Les

concentrations retenues sont : pour les larves de Palaemon et de Macrobrachium,

plus grosses, 50 individus par ml de tampon au stade zoé 1, 10 individus au
stade zoé 6 et 5 individus aux stades post-larvaires, de fagon 3 ajuster la
quantité des protdines du surnageant de 1 3 5 mg/ml ; et pour les larves de
Penaeus, 5000 nauplii, 500 zoés et 10 post-larves par ml.

Aprés centrifugation & 30 000 g pendant 30 mn, la mesure des activités
enzymatiques est effectuée selon la méthode de BERNFELD modifiée pour les amylases
en présence de glycogéne 0,66 7, de manganése | mM et de NaCl (10 mMZ;pour les
protéases selon la méthode de CHARNEY et TOMARELLI en utilisant la caséine

yellow comme substrat.
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Evolution de 1l'activité spécifique des amylases et des protéases au cours du

a) esp@ces Elevées & Concarneau directement 3 partir d'Artemia.

L'activité enzymatique est mesurée en présence de glycoedne.
ycog

b) espices Elevées & Quiberon d'abord 3 partir d'algues vertes puis

en présence d'Artemia. L'activité enzymatique est mesurée en présence

C Penaeus japonicus :




Les activités sont ramenées au mg de protéines du surnageant mesurd
au réactif de Folin (LOWRY et coll., 1951) et sont exprimées en mg de maltose
~1ibéré/10 mn 3 37° pour les amylases et en mg de cas@ine hydrolysdes/h & 37°

pour les protéases.
RESULTATS :

1 - Activités enzymatique digestives au cours du développement.

. Chez Palaemon serratus que ce soit en &levage au laboratoire

ol 3 plus grande &chelle, la croissance mesurée par l'augmentation du poids
sec en fonction du temps, se ralentit au cours des derniers stades larvaires :

zoés 5, 6, et 7.

Parallélement, on mesure une forte diminution de 1l'activité
des enzymes digestives (Fig. la) qui s'accentue pour les amylases davantage

que pour les protéases.

L'8volution des activit8s spécifiques permet de mieux suivre
ces variations (Fig. 2a). Des différences secondaires portant sur 1'amplitude
des variations sont obseryées en fonction des conditions expérimentales. Le
rapport amylases/protéases exprimé conventionnellement par heure (A/P), aug-
mente d'abord jusqu'au stade zo€ 4 ou zoé 5 selon les conditiens d'élevage
puis se stabilise (Fig. 3a). Il augmente de nouveau chez les juvéniles (VAN
WORMHOUDT, 1980).

Ces variations pourraient correspondre 3 des changements de
régime alimentaire. Le premier stade larvaire se nourrit tr&s peu. L'alimen-
tation des premiers stades zo8s est surtout composée, dans les opérations d'é-
levage en grand volume, de phytoplancton riche en polysaccharides. L'augmenta-
tion des protéases est dans ce cas, plus tardive que celle des amylases qui
commence au stade zoé 2, Au contraire, au laboratoire, des oceufs d'Artemia
fraichement &clos sont distribués au stade 1, ce qui correspond 3 une aug-

mentation plus rapide des protéases.

. Chez Macrobrachium rosenbergii la premi&re post-larve apparait vers

le 208me jour. Les courbes de poids sec et des protéines en fonction du temps

font apparaitre un ralentissement de la croissance 8 partir du 158me jour

(stade 8) correspondant aux stades préparatoires 3 la métamorphose.
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Figure 3 :

Evolution du rapport amylase/protéase au cours du développement larvaire
A - Palaemon serratus
B - Macrobrachium rosenbergii

C - Penaeus japonicus.

Le rapport des activités est exprimé en mg de maltose lib&ré
par heure 3 37°. mg de caséine hyarolysee.
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En ce qui concerne l'activité des enzymes digestives, les 2 premiers
jours le taux reste faible. L'animal, aux stades zoé 1 et zoé 2 ne se nourrit
pas et vit sur ses réserves. A la fin du stade zoé 2 1'augmentation de 1'ac-
tivité enzymatique digestive est brutale pour atteindre un premier maximum au

stade zoé 1. (Fig. 1b).

Jusqu'au 15 8me jour les augmentations des amylases et des proté-
ases sont paralléles. Par la suite les amylases vont augmenter plus fortement

que les protéases.

L'activité spécifique ramenée au mg de protéines solubles est maxi-
male au 3&me jour d'@levage. Ceci est 1ié 3 une diminution des réserves et
au début de la période trophique. Cette activité spécifique diminue régulié-
rement jusqu'au 108me jour d'élevage, se stabilise pour les protéines mais

augmente 3 nouveau pour les amylases (Fig. 2 b) (stade 5 - 6)

Par rapport au taux des protéines solubles ramené au poids sec qui
reste constant et voisin de 24 7, 1'activité spécifique de 1l'amylase est mul-
tiplié par 5 alors que 1'activité spécifique des protéases n'augmente que

d'un facteur 2.

Dans ces conditions le rapport amylases/protéases augmente fortement

a4 partir des stades 5 et 6 (Fig. 3b).

.. Chez Penaeus japonicus au cours des premiers stades nauplius, le

poids sec lyophillisé diminue. La croissance en poids sec s'effectue essentiel-

lement 3 partir de la phase zo&. Elle est un peu moins rapide aux stades mysis

et post-larvaires.

Parallélement & 1'augmentation de poids individuel, on observe & par-
tir des derniers stades nauplii, une augmentation de 1l'activité des enzymes

digestives, amylases et protdases (Fig. lc).

L'augmentation est plus forte pour les amylases : elle est multipliée
par 15, alors que pour les protéases est n'est multipliée que par 5 entre les

stades zoés et mysis.

- L'activité spécifique des enzymes digestives varie peu au cours des
stades nauplii. Elle augmente rapidement 3 la fin des stades zo&s pour atteindre
un maximum au cours des stades mysis 1. Par la suite elle diminue jusqu'au

stade post-larvaire pour augmenter 3 nouveau ensuite progressivement (Fig. 2c).

- Le rapport amylases/protéases subit 2 variations de pente impor-
tantes du passage de la phase nauplius & la phase zo& et du passage de la

phase mysis 3 la phase post-larvaire (Fig. 3c).
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Figure 4 :

Apparition du rythme circadien au cours du développement larvaire de

Palaemon serratus.

a) stade zoé 1
b) stade zoé 4
c) stades post-larvaires

d) stades juvéniles de 100 mg de poids frais.
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- Rdle du facteur trophique.

Les variations de 1l'activité des enzymes digestives en fonction du
régime alimentaire montrent le rdle important du facteur trophique chez Palae-

mon serratus.

. Chez les larves du stade 1 qui ne se nourrisent pas il n'y a pas
de rythme circadien de variation des enzymes digestives. Par contre, au stade
zoé 4 le rythme posséde les mémes caractéristiques que celles décelées chez
1'adulte. Les variations d'amplitude sont importantes (30 - 40 %Z). Ces der-
niéres sont encore plus fortes au stade post-larvaire et juvénile (70 % envi-

ron). Le rythme est a tendance diphasique (Fig. 5).

. Chez les juvéniles une adaptation des enzymes digestives au cons-
tituant principal du régime alimentaire a &té mis en &vidence. Par ailleurs,

(VAN WORMHOUDT et coll., 1980) les principaux résultats sont réunis dans le

tableau 1.
% protéines (a) 0,25 6,5 25,8 36 45 53-56 63
a
Protéases 1,7 2,6 2,8 3,5 3,9 2,5 2,5
spécifiques + + + + + + +
0,3 0,2 0.4 0,7| 0,6 | 0.5 0,5
7 glucides
consommables | ©°! 0,3 0,6 2,8 5,6 9,4 | 10,5 ] 20,5} 51,6 | 80,5
(b)
Amylases 3,2 |3,8 |48 |54 5,2 {46 4,3 3,9 4,11 2,4
spécifiques > b ’ H > b bl bl b 9,
* i + ¥ : * hs + + +
0,9 lo,8 f{o,4 |1, Yo,7 {0,501 0,6 ] 0,8) 1,7 10,0
TABLEAU | :

Variation de 1'activité spécifique de protéases (a) et des amylases (b)
en fonction du pourcentage de protéines et de glucides consommable de 1'alimen-—
tation chez Palaemon serratus.

Les expériences sont réalisées sur des juvéniles de 1 cm pdchés au mois
de mai a Concarneau. Elles durent 3 semaines 3 17°C.
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+«. Contrdle hormonal larvaire : mise en &vidence.

Trois approches sont envisagées pour mettre en &vidence le contrdle
hormonal. D'une part l'ablation de glandes endocrines, d'autre part la mesure
¢A
de certaines hormones stéroides par radioimmunoessai et enfin la localisation

d'hormones peptidiques par immunocytochimie.

. Chez les larves seule 1'ablation des pédbncules oculaires a pu étre
r8alisée : 3 partir des derniers stades zo&s il y a inhibition de 1'activité
spécifique des amylases. Les protéases semblent moins affectées (Fig. 5).
L'existence d'un facteur stimulateur de la synth&se des amylases est donc
probable chez les larves de stade 7. Des expériences d'injection et de

purification sont nécessaires pour confirmer ce résultat.

activité  enzymatique

®

T SPO T SPO T SPO T SPO T SPO
zoes Il z0és 'V 20és Vil . post-larves juvéniles

Figure 5 :

Influence de 1'ablation des pé&doncules oculaires au cours du développement
larvaire chez Palaemon serratus sur l'activité des amylases (noir) et des

protéases (grisé).

a) larves entidres des stades zo& 2 (50/ml) et zoé 5 (50/ml)
b) hépatopancréas des stades post-larves (5/ml) et juvéniles (2/ml)
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. Une mesure du taux des ecdystéroides a été effectué dans les pédon-
cules oculaires et dans le reste du corps. Ce taux est trés &levé au stade
z0€ | et diminue fortement par la suite. Par contre la concentration augmente

dans le reste du corps (tableau 2).

. La localisation de 1'hormone hyperglycémiante par immunocytochimie
a pu étre réalisée dans la glande du sinus et de quelques cellules neuroendo-

crines dés le stade zo& 4 (Fig. 6).

pg/mg
poids sec
Stades < 1 1lai
larvaires pédoncu es oculaires reste du
corps
Zoé 1 450 ' 475
Zoé 4 134 208
208 5 34 85
Post-larves 14 50
Adulte 0- 180 = nd

TABLEAU IT :

Variation de la concentration en ecdystéroide dans les pédoncules
oculaires au cours du développement larvaire de Palaemon serratus.

x Valeur variable au cours du cycle d'intermue. 180 pg/mg poids
sec représentant la valeur optimale obtenue en fin de prémue (VAN WORMHOUDT,
1980). Dosage effectué selon la méthode préconisée par PORCHERON (1979. La
spécificité de 1'antisérum utilisé est de 100 % pour 1l'ecdysone ou I'exdys-—
térone ; 52 7% pour 1l'inokostérone, 2 Z pour la makisté&rone et trés faible
pour les autres ecdysté@roides.

nd = non déterminé.
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Localisation de 1'hormone hyperglycémique dans la glande du sinus du pédoncule

oculaire larvalre de Palaemon serratus.

Un anticorps anti-hormone hyperglycémique (CHH) d'Astacus leptodactylus est

utilisé 3 une dilution 1/200.

La technique de la peroxydase est ensuite adaptée. On fait agir le sérum de
chévre 1/5 10 mn ; 1'anticorps anti-CHH 12 h 3 4°C ; le sé&rum antiglobuline
de lapin 1/10 20 mn ; 1l'anticorps de lapin couplé i la peroxydase 1/25 20 mn.
Entre chaque &tape les coupes sont abondamment rincées au tampon tris-HCl, pH
7,6 contenant du NaCl 9 ¥. L'activité peroxydase est révélée par le 4-chloro-
naphtol (ré@sultats obtenus en collaboration avec F. Van Herp et W. Venroog et

ayant bénéficié d'une subvention du CNRS et du gouvernement hollandais.

Fl&che = glande du sinus du stade zo& 5 caractérisé par sa position ventrale

différente de celle de la post-larve.
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DISCUSSION :

La comparaison des activit@s spécifiques ne donne qu'une idée relative
sur les variations de la concentration des enzymes digestives dans la mesure
"oli le spectre des protéines dites "solubles™ est différent chez les stades

larvaires (VAN WORMHOUDT, 1978) et chez les différentes espéces &tudides.

Néanmoins, les Pénéidés semblent plus riches en enzymes digestives

J

que les Palaémonidés.

Chez les 3 espéces étudiées il y a augmentation du rapport amylases/
protéases au cours du développement qui pourrait traduire 1'apparition d'un
régime de plus en plus herbivore. L'augmentation est la plus faible chez

Penaeus alors qu'elle est maximale chez Macrobrachium, esp&ce que 1'on peut

considérer comme la plus herbivore. Chez Penaeus les changements de phase

sont tré€s marqués.

Dans les 3 cas, 1'augmentation initiale de 1'activité des enzymes
digestives est liée au démarrage de l'alimentation des larves : zo0é 2 chez

Palaemon ; zoé& 3 chez Macrobrachium, nauplius 4 et 5 chez Penaeus.

Cette augmentation va de pair avec 1l'apparition du rythme circadien

de variation des activités enzymatiques digestives.

Des modifications dans le régime de 1'alimentation modifient les

taux des activités enzymatiques digestives chez Palaemon serratus.

Chez les juvéniles de cette espé&ce une telle adaptation a pu &tre
mise en &vidence. Il s'agit globalement d'une adaptation de 1'activité spé-
cifique, c'est 3 dire de la concentration relative de 1'enzyme. Nous avons vu
par ailleurs que la quantité totale d'enzymes &tait plutdt fonction de 1'dtat

physiologique de 1'animal (VAN WORMHOUDT, 1980).

Les mécanismes de contrdle sont mal connus d'autant plus que 1'on
cerne mal 1'@valuation des quantités d'aliments réellement assimilds au cours

de ces expériences.

D'autres facteurs de 1l'environnement interviennent, c'est le cas de
la température (VAN WORMHOUDT, 1980) et de la lumiére (VAN WORMHOUDT, 1976)
bien &tudiés par ailleurs (VAN WORMHOUDT, 1980).

Au niveau de la régulation, un des mécanismes envisagé chez la larve
est de nature hormonale. L'existence d'un double contrdle hormonal de la

synth&se des enzymes digestives chez les adultes de Palaemon serratus est

connue (VAN WORMHOUDT, 1980). Le pé&doncules oculaire contiendrait un facteur
inhibiteur et un facteur stimulateur. L'organe Y serait stimulateur par 1'in-

termédiaire de 1'ecdystérone.

24




Des le stade zoé | chez Palaemon serratus, on peut reconnaitre 1'exis-

tence d'un organe Y dont on ignore cependant le rble physiologique (LE ROUX,
1977) mais qui ne semble pas 3 lui seul pouvoir produire les taux trés &levés
rencontrés au stade zoé 1. De telles valeurs &levées ont &té signaldes par

. BLANCHET et coll. (1979) au cours de 1'embryogénése.
8i 1'on admet, comme chez 1'adulte que le facteur stimulateur de la

synth&se des protéines enzymatiques digestives est 1'ecdystérone ou ses dérivés,
on comprend que l'ablation des pé&doncules oculaires chez les premiers stades

olt la concentration en ecdystéroldes est trés &levée soit sans effets sur
1'activité des enzymes digestives. D'ailleurs 1l'organe de Bellonci qui
pourrait accumuler les stéroides chez 1'adulte ne se différencie vraiment

qu'd partir du stade zo& 4 (BELLON-HUMBERT et coll., 1978) et c'est 3 la fin

du développement larvaire qu'il serait fonctionnel.

Du point de vue des hormones peptidiques il ne semble pas y avoir de
facteur inhibiteur de la synthése des amylases chez les larves. Par contre,
1'hormone hyperglycémique apparaitrait trds tdt au stade zoé 4 dans le pédon-
cule oculaire. Son rGle reste néanmoins a démontrer sur la glycémie mais

peut &tre également au niveau du métabolisme général.

Au cours du développement larvaire on assiste donc 3 la mise en place
du contrdle hormonal du métabolisme et en particulier de 1'activité des enzymes
digestives. Le facteur trophique déclenche et module 1'activité des enzymes

digestives selon la quantité& et la qualité d'aliments présents.

Ainsi 1'activité enzymatique constitue t'elle au niveau cellulaire

1'intégration de nombreux facteurs du milieu.

L'étude des différentes &tapes de cette régulation est nécessaire si

1'on veut comprendre ce qui se passe dans le milieu naturel.
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