Bases biologiques de |'aquaculture. Montpellier. 1983
IFREMER. Actes de Colloques n. 1, pages 277 3 292

Découvrez plus de documents
accessibles gratuitement dans Archimer

VARIATIONS DES ACTIVITES DIGESTIVES EN FONCTION DES FACTEURS DU MILIEU
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RESUME

L'équipement enzymatique protdolytique de 1'hépatopancréas de six espdces de
crevettes Pénéides (Penaeus kerathurus, P. japonicus, P. monodon, P. stylirostris,
P, nergutensis et P. vannamet)et quelques unes de leurs variations physiologiques
des protéases digestives de P. japonicus ont 8té caractérisées.

Dans 1'hépatopancréas de P. kerathurus, il existe des activités trypsique,
chymotrypsique, leucine-aminopeptidasique et carbocypeptidasique de type A et B,
I1 existe également une activité collagénolytique et une protéase de faible poids
moléculaire. Les propriétés physico-chimiques et catalytiques de ces enzymes sont
proches de celles décrites pour les autres groupes zoologiques. Les principales
protéases sont représentées chez les six espéces étudiées par des formes moléculai-
res (profils &lectrophorétiques) différentes.

Un dosage immunoélectrophorétique et un dosage radioimmunologique ont Eté
mis au point afin de mesurer les variations de la quantité de trypsine de 1'hépato—
pancréas de Pzracus japonicus au cours des cycles biologiques.

Au cours du développement larvaire, les acrivités et les quantités de trypsi-
ne présentent un maximum au stade zo&. L'Evolution des activités des protéases au
cours de la croissance ne montre pas de discontinuité. Au cours du cycle d'inter-
mue, les activités des protéases digestives et les quantités de trypsine présen-
tent une valeur maximale au stade DZDS'

Une augmentation de la température d'acclimatation des animaux provoque une
augmentation des activités spécifiques des protéases liges 3 une modification des
paramétres cinétiques dans le cas de la trypsine, et un changement quantitatif d4'i-
soenzymes dans le cas de la leucine aminopeptidase. Les variations de la salinité
ne modifient ni les activités spécifiques, ni les quantités de trypsine, ni les
spectres é€lectrophorétiques de différentes protéases.

Chez Palaemon serratus, la purification de 1' ot -amylase par chromatographie
d'affinité a permis d'obtenir un anticorps, dont les réactions sont nulles avec
1'ow-amylase de bactérie et de porc, et faibles avec celles d'dstacus, Homarus et
Cancer.

Dans 1'hépatopancréas, 1'et-amylase est localisée dans les cellules secrétri-
ces, d'absorption et fibrillaires mais aussi dans les hémocytes.
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Les activités enzymatiques sont liées 3 des secrétions de certains facteurs
hormonaux.

En &té, durant le cycle d'intermue, le taux de l'iscenzyme de 1'amylase aug-
mente deux fois entre l'intermue et la prémue. Son maximum est atteint au stade
D', alors que l'activité maximale de 1'a«-amylase est atteinte au stade D". En hi-
ver, aucune variation significative n'a &té mesurée.

A partir d'extraits des p&doncules oculaires totaux ou de glande du sinus,
trois fractions hyperglycémiques sont différenciées par Electrophorése, ayant res-=
pectivement des poids molé&culaires d'environ 20.000, 8.000 et 2.500 daltons.

Chez Homarus gammarus, les activités enzymatiques digestives ne sont pas les
mémes lorsque les aliments avec lesquels ils sont nourris ont des compositions
différentes. Pour un aliment contenant 35 7 de protéines, les activités amylasi-
ques et prot@asiques digestives, les teneurs en ADN et en ARN de 1'hépatopancréas
sont maximales, ainsi que la teneur en protéines totalesde l'animal entier.

SUMMARY

Proteolytic enzymes of hepatopancreas of six species of Peneids (Penaeus ke-
rathurus, P. japonicus, P. monodon, P. stylirostris, P. merguiensis and P. vanna-
mei) have been studied. Some of their physiological variations have been charac-
terised .

In P. kerathurus hepatopancreas, trypsin , chymotrypsin, leucine-aminopepti-
dase and carboxypeptidase A and B exist, as well as collagenase and a low molecu-
lar weight protease. Their physico-chemical and catalytic properties of these
enzymes are close to those described in other zoological groups. Main proteases
are characterized in the six species by different electrophoretic patterns.

Immnoelectrophoretic and radioimmunologic measurements have been used to
measure trypsin variations in P. japonicus hepatopancreas during their biological
cycles.

During larval development,activities and trypsin quantities are maximum du-
ring zoea stage. Evolution of proteases activities during the growth does mnot
show any discontinuity. During moult cycle, activities of digestive proteases
and quantities of trypsin show maximal values at D2D3 stages.

Increase in acclimation temperature of crustacean enhance increase of speci-
fic activities of proteases related to cinetic parameters variations in the case
of trypsin, and to quantitative changes of isoenzymes in the case of leucine ami-
nopeptidase. Variations of salinity does not modify specific activities, nor
quantities of trypsin, nor electrophoretic patterns of these different proteases.

In Palaemon serratus, purification of o¢ —amylase by affinity chromatography
have been completed; this amylase have no reaction with bacteria and pork
o« amylases, and weak reaction with Astacus, Homarus and Cancer ot —amylases.

In P. serratus hepatopancreas, o —amylase is located is secretory, absorp-
tion and fibrillar cells, and also in hemocytes. Enzymatic activities are lin-
ked to secretion of some hormonal factors.

In summer, during moult cycle, isoenzyme level of amylase increases.

From total eyestalk or from sinus gland, three hyperglycemie fractions have

been differenciated by electrophoresis, having molecularweight near 20,000,
8,000 and 2,500 daltons.
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In Homarus gammarus,digestive enzymatic activities are not the same when
they are fed with different compound diets. For a food containing 35 Z proteins,
maximal values are measured for digestive amylase and proteases, for hepatopan-
creas DNA, RNA and for total protein content of animal.

MOTS ~-CLES : Pengeus kerathurus, P. japonicus, P. monodon, P. styliros—
tris, P. merguiensis, P. vannamei, Palaemon serratus, Homa-
YUS gammarus, enzymes digestives , trypsine, chymotrypsin,
leucine aminopeptidase, carboxypeptidase A et B, cycle d'in-
termue, croissance, développement larvaire, endocrinologie,
glande du sinus, aliments composés.

KEY WORDS : Penaeus kerathurus, P. japonicus, P. monodon, P. styliros-
tris, P. merguiensis, P. vannamet, Palaemon serratus, Homa-
rus gammarus,digestive enzymes, trypsin, chymotrypsin, leu-
cine aminopeptidase, carboxypeptidase A and B, moult cycle,
growth, larval development, endocrinology, sinus gland, com-
pound diets.

I. INTRODUCTION

Ches les Invertébrés marins, les facteurs du milieu jouent un rdle tréds im-
portant sur les fonctions physiologiques, comme la croissance, la reproduction ou
ou la nutrition. Leur action peut &tre soit globale, jouant un réle sur le méta-—
bolisme général des organismes, soit trés spécifiques en passant par le relais
des récepteurs, du tissu nerveux , de neurosecrétions, d'hormones et de modifica-
tions d'activitiés au niveau macromoléculaire dans les organes cibles.

En aquiculture, la mise au point des techniques d'élevage, et l'amélioration
des performances de production passe par une bonne adaptation des aliments compo-
sés aux caractéres physiologiques des espéces que l'on él&ve, et en particulier
aux capacités de digestion deleurs enzymes digestives.

I1 est donc indispensable de bien connaitre d'une part les caractéristiques
de ces enzymes purifiées, d'autre part, les variations et les modifications de
leurs activités lorsque les conditions du milieu extérieur varient.

Les régulations des synth&ses des enzymes digestives et le contrdle de leurs
activités ne sont pas identiques selon les crustacé@s considérés, méme 3 1'inté-
rieur du groupe des Décapodes.

Aussi faut-il que des progrés soient réalisés sur ces divers plans indis-
sociables les uns des autres.

Les enzymes digestives voient ainsi leursactivitésaffectées 3 chaque &tape
de leur croissance par les facteurs du milieu comme la température, la photopé-
riode, la longueur d'onde ou l'intensité de la lumiére.

Mais les animaux 8tudies subissent &galement une Evolution propre, en fonc-
tion de leur dge, et, suivant 1'&tape consid&rée de leur développement, les fac—
teurs du milieu vont agir sur eux de fagon différente.

2. PROTEASES DES CREVETTES PENEIDES

2.1. Propriétés des protéases
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La trypsine représente 1'élément majeur des enzymes protéolytiques digesti-
ves ; chez toutes les crevettes pénéides &tudies, son &valuation 3 1'aide d'inhi-
biteurs spécifiques indique qu'elle repré@sente plus de 50 7 des activités protéo-
lytiques. Elle constitue 5 @ 6 7 de l'ensemble des protéines solubles de 1'hépa-
topancréas. Les extraits bruts de trypsine peuvent &tre différenciés en 4 ou 5
isoenzymes. La trypsine a été& purifiée par gel filtration, par chromatographie
d'affinité et par chromatographie d'&change d'ions. La trypsine purifiée montre
6 formes moléculaires, dont les poids moléculaires sont identiques et voisins de
25,000 dalctons.

Un anticorps préparé@ contre un extrait purifié de trypsine montre que le si-
te antigénique de ces différentes isoenzymes est le méme pour chacune d'elles, ou
au moins qu'il en est tr&s voisin.

La leucine aminopeptidase montre 2 iscenzymes.

Deux carboxypeptidases A et B, de poids mol&culaire 35.000 et une protéase
de faible poids moléculaire, 11.000 daltons ont &té mises en &vidence.

Une collagénase a été mise en é&vidence.
Il n'existe pas d'activité €lastasiques.

Malgré les taux d'activité et des propriétés comparables les principales
enzymes sont représentées chez les différentes espéces de PEnéides par des formes
moléculaires différentes. Ce fait est mis en &vidence par leurs profils &lectro-
phorétiques différents.

La trypsine de P japonicus a &té purifiée par gel filtration, chromatogra-
phie d'affinité et chromatographie d'échange d'ions. Six isoenzymes ont &té mi-
ses en &vidence. Elles ne forment qu'une seule bande en &lectrophorgse en milieu
dissociant (SDS).

Les propriétés catalytiques de 1'enzyme pure sont similaires i celles d'ori-
gine bovine & 1'exception de la stabilité. L'enzyme de P. japonicus est en effet
dénaturée dans les conditions optimales de stabilité de la trypsine bovine. Un
immunsérum antitrypsine a &té préparé par injection de 1,5 mg d'antigéne chez le
lapin.

La spécificité de l'immuns&rum a &té recherchée par différentes techniques
(OUCHTERLONY, immunco &lectrophoré&se en "rocket", transfert &lectrophorétique sur
DEAE cellulose). Chaque isoenzyme réagit avec l'immunsérum.

2.2. Trypsine chez différentes espéces

Les trypsines extraites de plusieurs esp&ces de Crustacés ont des structu-
res qul semblent &tre voisines dans la mesure oili leurs sites antigéniques sont
voisins . Les immunsérums obtenus 3 partir de la trypsine de Penaeus japonicus
réagissent avec les extraits enzymatiques d'autres Crustacés 8tudiés . Les Pé-
néides Penaeus mergutensis, P. vannamei, P. stylirostris, P. kerathurus, wontrent
des réactions positives.

L'étude des relations croisées chez différentes espéces a montré que 1l'anti-
sérum réagissait avec des extraits bruts des autres Peneidéds, a l'exception de
P, monodon. Dans le cas d'autres crustacés, l'immunsérum réagit avec les ex—
traits brut d'Adthyphaera (Caridés) et Eupagurus (Anomoures). L'utilisation d'an-
tigénes purifiés et concentrés a permis de montrer que la réaction croisée exis-
tait avec les trypsines de Copépodes. La concentration en antigéne est donc un
facteur limitant 1'intensité de la réaction.
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Une méthode de dosage immunochimique par "rocket'" immuno&lectrophorése a été
mise au point afin d'aborder les études globales (tous isoenzymes confondus), ceux-—
ci Btant complémentaires des dosages d'activité, et aborder plus tard 1'étude
d'autres espéces.

2.3. Etude des protéases digestives au cours des cycles physiologiques

L'évolution des activités des protéases au cours de la croissance montre une
discontinuité vers 3 - 3,5 g. Cette variation pourrait &tre expliquée par un
changement de régime alimentaire ou par l'apparition des caractéres sexuels se-—
condaires.

Au cours du cycle d'intermue, les activit@s des prot@ases digestives pré-
sentent deux maxima aux stades C3Cy4 et DpD3. Les mesures immunoquantitatives de
la trypsine montrent que pour cette enzyme, les variations d'activités sont dues
a des modifications de la quantité d'enzymes présentes.

L'influence des facteurs du milieu a &té Etudiée.

L'augmentation d'activité de la trypsine quand la température augmente est
expliquée par des modifications des constantescinétiques, en particulier une aug-
mentation de 1'affinité de 1'enzyme pour son substrat.

Pour la leucine amino-peptidase, on observe le renforcement d'une isoenzyme
par rapport & l'autre quand la température s'éléve.

Les variations de la salinité ne modifient ni les activités, ni les quanti-
tés de trypsine, ni les spectres Electrophorétiques des différentes protéases.

3. ACTION DE LA TEMPERATURE SUR L'ACTIVITE TRYPSIQUE

L'effet de la température sur l'activité trypsique a &té mesuré sur l'enzyme
purifiée 3 partir d'animaux acclimatés i 17°C et 29°C. Les résultats sont présentés
4 la figure |. La courbe d'évolution de l'activité trypsique mesurée en relation
avec le température présente un profil similaire dans les deux cas avec un optimum
proche de 50°C.

L'activité de la trypsine purifiée a été Egalement mesurée i 20°C aprés in-
cubation pendant 15 mn 3 différentes températures. Les résultats sont similaires
pour les trypsines d'animaux acclimatés aux deux températures (voir Fig. 2). L'en-
zyme présente en effet dans les deux cas une perte irréversible de l'activité entre
40°C et 50°C.

3.1. Variation de 1'activité enzymatique en fonction de la tempé&rature d'accli-
matation

Le tableau T représente les variations du poids de l'hépatopancréas par rap-—
port au poids total de l'animal et les variations de la concentration en protéines
solubles de 1'hépatopancréas en fonction de la température d'acclimatation.

281



50 -
o—n 29 °C .
o—e17 °C //b H
e ®
i /.
o e O
o 304 ./D/
E Pl .
-’ ./'n/
c
: - .
g 10 /;,D
.
n/
ol
! T T = |
10 30 50 70
température (°C )
Figure 1 : Action directe de la température sur l'activité de la tryps}ne de
Penacus japonicus purifiée chez des animaux acclimatés a 17°C (o—@)
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Figure 2 : Stabilité de la trypsine de Penaeus japonicus 3 la temperature.

L'enzyme, purifide chez des animaux acclimatés 3 17°C (9—@) et
29°C (o—a), est incubée pendant 15 mn 2 différentes temperatures
avant la mesure d'activité rédalisée a 20°C .
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Tableau T : Variations cu poids de 1'hépatopancréas et des protéines solubles en
fonction de la température d'acclimatation

Températures 17°C 21°C 25°C 29°C
Poids hépatopancréas 0,034:0,0018 0,034£0,038 0,032%0,0025 0,034#0, 0021

Poids frais total

Protéines

solubl e 11,121,417 11,11%1,86 10,57+1,02 11,23%1,22

Aucune variation importante n'est observée quand la température d'acclimatation
des animaux varie,

Les activités spécifiques de ta protéolyse globale, de la trypsine, de la leu-
cine aminopeptidase et cdes carboxypeptidases A et B ont é&té mesurées sur les extraits
d'hépatopancréas des crevettes acclimatées aux quatre différentes températures. Pour
toutes les enzymes étudiées, on observe une augmentation de l'activité spécifique
liée A une augmentation de la température. Les valeurs de Q10 calculées & partir des
résultats présentés 4 la figure 3 sont 1,28 pour l'activité protéolytique globale,
1,71 pour l'activité trypsique, 2,78 pour l'activité de la leucine aminopeptidase et
respectivement 2,49 et 2,41 pour les activités des carboxypeptidases A et B, Inver-
sement, les quantités de trypsine ce 1l'hépatopancréas, exprimées en pourcentage des
protéines solubles ne varient pas au cours de l'acclimatation thermique.

3.2. Modifications des paramétres cinétiques de la trypsine

Les variations d'activité trypsique n'étant pas liées & des changements de la
concentration d'enzyme, nous avons recherché des modifications des paramétres cinéti-
ques de l'enzyme. Les résultats, présentés A la figure 4, montrent que l'affinité
de 1'enzyme pour son substrat est maximale (¥m minimal} pour une température proche
de la température é'acclimatation. Par ailleurs, la valeur minimale de Km ce la tryp-
sine des animaux acclimatés A 29°C est inférieure a la valeur minimale du Km de la
trypsine d'animaux élevés A 17°C. Les énergies cd'activation ont des valeurs de
7,61 Kcal moles™ ! et 9,46 Kcal moles™! pour les trypsines de crevettes respectivement
?levées 4 17°C et 29°C. Ces valeurs ne sont pas significativement différentes

o = 0,05).

3.3. Etude électrophorétique des protéases au cours cde l'acclimatation thermique

Les résultats obtenus par électrophorése montrent qu'il n'y a pas de différence
entre les profils électrophorétiques des protéines solubles, de la trypsine et de la
carboxypeptidase A des animaux respectivement acclimatés & 17° et 29°C., Pour la
leucine aminopeptidase, la premiére isoenzyme est quantitativement plus importante que
la deuxieme (fig. 5) pour ces animaux élevés A 17°C.

3.4. Discussion

Le choix de la durée cd'acclimatation est basé sur les résultats obtenus par plu-
sieurs auteurs ( Haschenmeyer, 1969 ; Dall, 1975 ; Van Wormhoucdt, 1980) pour lesquels
une période c'acclimatation de trois semaines parait suffisante pour un retour ces
fonctions physiologiques & un état stable.

L'évolution des activités enzymatiques au cours de l'acclimatation thermique et
les valeurs de Qqp observées permettent de penser que la compensation métabolique est
partielle (Prosser, 1974). Dans le cas de la trypsine, la température n'affectant
pas le renouvellement de l'enzyme, la compensation métabolique n'est pas due a une
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Figure 4 : Variation des paramétres cinétiques de la trypsine purifie a partir
des crevettes Penaeus japonicus acclimatées 3 17°C (0—®) et 29°C
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: Etude des isoenzymes de la leucine aminopeptidase de Penaeus
japonicus en fonction de la température d'acclimatation .
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modification de la concentration de trypsine comme cela a été démontré pour
c'autres enzymes (Haschenmeyer et Persell, 1973) mais le fait d'un changement

des propriétés catalytiques de l'enzyme. Des résultats antérieurs ont montré que
les modifications de la capacité catalytique peuvent 2tre le fait de formes
enzymatiques multiples (Baldwin et Hochachka, 1970 ; Somero, 1975) ou de varia—
tions conformationnelles(Somero, 1969 ; Low et Somero, 19?65. Dans le cas de
Fenaeus japonfcus aucune modification du spectre isoenzymatique n'est observée,
Bien gque les trypsines d'animaux élevés 3 deux températures différentes présen-—
tent les m&mes propriétés pour la stabilité,des modifications de structure ter-
tiaire ce l'enzyme pourraient expliquer les variations res paramétres cinétiques.

L'affinité maximale <e 1l'enzyme correspond A une température proche de la
température c'acclimatation des animaux. Ce résultat est identique A ceux obte-
aus pour la trypsine et la ~kyrotrypsine de l'actinie Actinia equina (van
Proet, 1982),pour 1'zmylase ce Palaemon serratus  (Van Wormhoudt, 1980) et
pour la lacticodéshydrogénase ce Falaemon serrqtus (Thébault et al., 1980) et
¢e la truite Sa/mc gsirdnerd (Hochachka et Somero, 1$68)..

Les résultats obtenus pour les énergies J'activation sont en accord avec
ceux de Hochachka et Somero (1971) pour lesquels il n'y a pas de relation entre
les énergies d'activation des enzymes et la température c'acclimatation des ani-
maux.

Four la leucine amincpeptidase, les mécanismes de compensation de l'activi-
té enzymatique semblent liés au taux de synthése différentiel des iscenzymes.
Ce résultat est proche de celui obtenu par Cuerin et Kerambrun (1982} pour la
leucine amino-peptidase ce 1'annélide Scoleolepsis fuligincsa. Des mesures des
paramétres cinétiques ce chaque isoenzyme permettraient peut-2tre de mettre en
évidence l'existence d'isoenzyme "froide" ou "chaude" comme cela a été décrit
pour les pyruvate-kinases de plusieurs espéces (Low et Somero, 1976).

4, ACTION DE LA SALINITE SUR L'ACTIVITE TRYPSIQUE

Peu de travaux décrivent 1l'influence cde la salinité du milieu ambiant sur
les activités enzymatiques des crustacés. Emerson (1967) a montré que les acti-
vités spécifiques de la glutamate deshydrogénase, la glutamate pyruvate transa-
minase et la glutamate oxaloacétate transaminase ¢! driemia salina ne suivaient
pas les variations de salinité du milieu ambiant. Plus récemment, Hand et
Conte (1982) ont montré que l'activité spécifique et la quantité de malate ceshy-
drogénase de la m2me espéce augmentaient quand la salinité augmentait,

Le présent travail concerne les variations des activités protéasiques, des
quantités de trypsine et des profils électrophorétiques des protéases en fonc—
tion de la salinité du milieu ambiant.

Quatre lots de 8 animaux sont acclimatés A différentes salinités (19, 25,
31 et 37 %). L'adaptation est réalisée sur une période de 4 j , par addition
d'eau douce courante préalablement déchlorée par bullage (24h)., Les salinités
sont contrdlées A l'aide d'un réfractométre., La durée de 1l'expérience est de
20 j. Les quantités de trypsine sont mesurées par immunoélectrophorése guanti-
tative.

Les variations du poids frais de l'hépatopancréas par rapport au poids
frais total des animaux et les concentrations des protéines solubles de 1'hépa-
topancréas ont été étudiées en fonction de quatre salinités, Les résultats
sont représentés dans le Tableau II.
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Tableau II : Variations du poids ce l'hépatopancréas et des protéines solubles en
i fonction de la salinité.

Salinité (en p.1000) 19 25 31 37

Poids hépatopancréas
Poids frais total

0,035%0,0025 | 0,035+0,0026 | 0,036+0,0040 | 0,037+0,0044

&rotéines solubles 9,79%1,16 10,95%1,19 10,86%1,08 12,78%1,24

On observe une baisse de la concentration des protéines solubles de 1'hépato-
pancréas pour des faibles salinités.

Ce résultat est identique & celui obtenu pour Artemia salina (Conte et al.,
1973).

Les activités protéolytiques globales, trypsiques, leucine aminopeptidasiques
et carboxypeptidasiques, mesurées sur des extraits d'animaux élevés A quatre salini-
tés différentes, ne présentent pas de variation, Parallélement, la quantité de
trypsine, exprimée en pourcentage des protéines solubles, reste constante (fig. 6).

Les résultats obtenus montrent qu'il n'y a pas de modification importante des
profils électrophorétiques des protéines solubles, de la trypsine, de la leucine ami-
nopeptidase et de la carboxypeptidase A quand la salinité du milieu varie,

5. L'"«-AMYLASE CHEZ Palaemon serratus
5.1 Propriétés

L'ot-amylase a été purifiée 2 partir ce l'hépatopancréas par chromatographie sur
une colonne d'amidon réticulé, L'e-amylase se présente sous la forme de 3 isoenzymes
dont l'une -2 est largement dominante et représente 90% de 1l'activité de 1'enzyme,

La composition en acides aminés de l'ot-amylase purifiée est comparable A celle de
1'ct-amylase de mammifére, mais elle est légérement déficiente en acides aminés soufrés,
la cystéine en particulier,

Un anticorps anti ot-amylase de Palaemon serratus a été préparé chez le lapin
m3le de race New Zealand, avec 1l'adjuvant complet de Freund, aprés 3 rappels. Ses
réactions sont nulles avec l'ot —amylase de bactérie ou de porc . Elles sont trés
faibles avec celles de l'écrevisse Astacus leptodactylus, du homard Homarus gammarus
du crabe Canecer pagurus.

5.2. Localisation

La localisation de 1'ot-amylase a été réalisée également par la méthode de la
peroxydase-antiperoxydase dans les cellules des tubules de 1'hépatopancréas,., L'ee-amy-
lase se présente au microscope optique sous forme de granules. Elle est localisée
cans les 3 types de cellules différenciées : fibnllaire, absorbantes et secrétrices,
alors gu'elle est absente dans les cellules embryonnaires, Les granules sont géné-
ralement localisés dans le cytoplasme, bien qu'il en existe aussi dans les vacuoles.

5.3. RBle des farteurs du milieu

L'activité de 1' ot —amylase dépend, surtout in vitro, de la teneur en Na Cl
qui entraine des changements de propriétés de 1l'enzyme modifiant les valeurs de la
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constante de Fichaelis,

Par ailleurs, 1'affinité de 1'enzyme pour son substrat est maximal & une tem-
pérature de mesure voisine de la température d'adaptation.

La température du milieu agit non seulement sur les propriétés cinétiques de
l'o-amylase mais également en compensant partiellement l'augmentation de la synthése
des protéines lors de l'adaptation au chaud.

Le facteur trophique est responsable de l'induction de la synthése des enzymes
chez les larves., D'autre part, chez les adultes, l'activité des amylases et des
protéases est modulée par le régime alimentaire., Elle est maximale pour une teneur
en amidon du régime de 2,5 %, et une teneur en protéines de 45 % ( voir Tableau ITI).

Tableau III : Variation de 1'activité spécifique de protéases (a) et des amylases(b)
en fonction du pourcentage de protéines et de glucides consommablesde
1'alimentation chez Palaemon serratus.

7% protéines | 0,25 6,5 25,8 36 45 53-56 63
Protéases 157 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

% glucides
onsommables 0,1 0,3 0,6 2,8 |5,6 |9,4 (10,5 |20,5 51,6 |80
(b) [
Amylases
| spécifiques 3,2 | 3,8 4,8 (5,4 |5,2 [4,6 | 4,3 |3,9 4,1 2,3
+09) +0f +04 | +14 | +07| +05 +06| +0f +17 0 +0.7

Les expériences sont réalisées sur ces juvéniles de 1 cm pBchés au mois de mai
4 Concarneau. Elles durent 3 semzines a 17°C.

5.4. Rytnme circadlen d'activité enzymatique

Chez les larves du stade 1 qui ne se nourrisent pas,il n'y a pas de rythme cir-
cadien de variation des enzymes digestives. Par contre, au stade zoé 4,le rythme
posséde les m@mes caractéristiques que celles décelées chez 1'adulte., Les varia-
tions d'amplitude sont importantes ( 30 - 40 %). Ces derniéres sont encore plus
fortes au stade post-larvaire et juvénile (70 % environ). Le rythme est a tendance
générale diphasique.

5.5. Contr8le hormonal des synthéses enzymatiques

Trois approches ont été envisagées pour mettre en évidence le contr8le hormonal.
D'une part l'ablation de glandes endocrines, d'autre part la mesure de certaines
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hormones peptidiques par immunocytochimie.

Chez les larves,seule 1'ablation des pédoncules oculaires a pu 2tre réalisée :
A partir des derniers stades zoés il y a inhibition de 1'activité spécifique des
amylases. Les protéases semblent moins affectées, L'existence d'un facteur stimu-
lateur de la synthése des amylases est donc probable chez les larves de stade 7, Des
expériences d'injection et de purification sont nécessaires pour confirmer ce résul-
tat.

Une mesure du taux des ecdystéroldes a été effectuéedans les pédoncules oculai-
res et dans le reste du corps, Ce taux est trés élevé au stade zoé 1 et diminue for-
tement par la suite. Par contre,la concentration augmente dans le reste du corps
(tableau 1V).

La localisation de 1l'hormone hyperglycémiante par immunocytochimie a pu 2tre
réalisée dans la glande du sinus et de quelques cellules neurcendocrines dés le
stade zoé 4, i

Tableau IV : Variation de la concentration en ecdystérofde dans les pédoncules ocu-
laires au cours du développement larvaire de Palaemon serratus

® Valeur variable au cours du cycle c¢'intermue, 180 pg/mg poids sec représen-
tant la valeur optimale obtenue en fin de prémue (Van Wormhoudt, 1980). La spéci-
ficité de 1l'antisérum utilisé est de 100 % pour l'ecdysone ou l'ecdystérone ; 52 %
pour l'inokostérone, 2 % pour la makistérone et trés faible pour les autres ecdys-
téroldes,

nd = non déterminé,

pg/mg
poids sec
Pédoncules oculaires Reste du corps

Stades
larvaires

Zoé 1 450 475

Zoé 4 134 208

Zoé 5 34 85

Post-larves 14 50

Adulte 0 - 180 = nd

5.6. Variations au cours du cycle 2'intermue

Au cours de l'année, les variations observées au cours du cycle d'intermue
sont les plus marquées durant les mois de fin de printemps et les mois d'été, L'acti-
vité des enzymes digestives présente alors deux maximums, l'un au stade B, — C et
1'autre au stade D)’ -D_. Ces maximums dépendent des facteurs trophiques et des
facteurs hormonaux décrits en 5.3., 5.4. et 5.5., qui sont eux-memes sous le contrd-
le des facteurs du milieu. Au niveau cellulaire, une séquence des événements a pu
Btre établie entre la teneur en ADN, en ARN et en protéines au niveau du cytoplasme
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et du noyau.

€. ENZYMES DIGESTIVES CHEZ Homarus gammarus

S§ix aliments composés, présentés sous forme de granulés secs, et contenant dif-
férents taux de protéines (farines de poissons et de crustacés, gluten de blé) : de
21,8 a 45,5 %, sont testés sur six lots de 100 homards juvéniles, ayant atteint le
stade VIII, et élevés individuellement.

Les meil’zures croissances, pondérale et linéaire, scnt obtenues aves un régime
contenant au moins 35 % de protéines. La teneur en ADN et le rapport poids frais/
ADN montrent que les animaux nourris avec l'aliment contenznt 36,6 % de protéine,
ont la meilleure croissance au niveau cellulaire, due plus & l'hyperplasie qu'a
1'hypertrophie, La teneur en ARN et en protéines totales cde 1'individu entier
confirment ces résultats. Le rapport ARN/ADN, qui est un indice de 1'activité cel-
lulaire, est meilleur pour ce lot : 2,1 aprés 146 jours.

Les mesures effectuées sur l'hépatopancréas, et en particulier les activités
spécifiques des protéases et des amylases digestives aboutissent aux m@mes conclu-
sions,

Au cours de cette expérience une relation inverse entre la cécoloration des
homards et la teneur en protéines du régime alimentaire a pu 2tre observée.

7. CONCLUSION

L'ensemble des résultats obtenus chez les Pénéides concernant l'influence des
facteurs externes sur les activités protéasiques montre que :

- 1l'activité d'une enzyme n'est pas nécessairement liée A la quantité d'enzyme,
Elle fait intervenir des mécanismes de régulation qui peuvent 2tre différents des
changements de concentration.

- les mécanismes de régulation sont propres & chaque activité enzymatique,
Ainsi, pour l'action de la température, la régulation de l'activité trypsique
s'effectue par des modifications des capacités catalytiques de l'enzyme alors que
la régulation de 1'activité leucine aminOpeptidasique semble s'effectuer par des
changements quantitatifs d'iscenzymes.

— la salinité ne semble pas affecter spécifiquement les activités protéasiques
digestives mais l'ensemble ces protéines solubles.

Ces résultats montrent que les facteurs externes n'affectent pas tous les
protéases digestives. L'étude d'autres facteurs externes tels que l'intensité
lumineuse du milieu, la photophase at surtout l'alimentation doit apporter des ren—
seignements complémentaires concernant les mécanismes cde régulaticon intervenant dans
la digestion des protéines (Ceccaldi, 1982).
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