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Bilan gluctdique des hémocytes et de t'hémolymphe à différents 
stades du cycle de mue du Carcinus maenas CL.>. 

ARGENTIN Didier 

Résumé. 
Nous avons établi un bilan, à différents stades de mue, des 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 l'hypothèse 
de JOHNSTON ( 1971) qui propose de considérer les hémocyte=· comme des 
hépatocytes circulants, c·est-à-dire comme une population de ce 1 lules 
l ibres ,. capable d'accumuler., de transporter et de distribuer des matériaux 
glucidiques selon les besoins de=. autres tissus et, ce, aux différentes 
étapes du cycle de mue. Nous mettons de plus en évidence l'intervention de 
différents disaccharides (maltose, saccharose et tréhalose) dans le 
processus de la mue. Enfin, nous proposons de considérer l'hémocyte 
comme un lieu de stockage et éventuellement de synthèse du tréhalose. 

Abstact. 
'Ne carried out at definite moult stages a balance of the plasma and 
hemocytes glucides of Carcinus maenas CL .) by means of thin layer 
chrom atography and enzymatic methods. The results substanciate the 
hypothesis of JOHNSON ( 1971) which considers the hemocytes as 
circulating hepatocytes 1.e. as a population of free ce ll s able to 
accumulate, to transport and to distribute glucidic material in function of 
the tissues demand at various moult stages. We also put f orward the 
intervention of disaccharides such as maltose, sucrose and trehalose in 
the moulting process. F1nally, we propose to consider the hemocyte as a 
site of storage and possibly of synthesis of trehalose. 
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Orientntion du trnvnil 

Dan~. le cadre de l'étude du rnétabo1isrne éner·gétique des Cr·ustacé~. et plus 
particu lièrement du r·ecensernent de leurs réserves éner·gétiques, un trâvail 
récent sur les r,è:r,ocytes rnontre qu'ils sont capab les de glycogénosyr;tr1èse 
et de g1ycogèno1y se < Fourneau, 1986 ). 
Pâr ci ill eur·s. on connaît encore peu de cr,oses concernant la fonction des 
d•issaccr1cir·ides dans lci constitution et l'uti1isation des r·éserves 
ér,ergét iques. L'étude du rnétat,olisme du saccr1arose. du maltose ( et des 
oligosaccJ1c:, :îdes ) et du trér,alose n·a que tr·ès rarernent été envisagée. Ce 
dernier sucre notamment est prédorninant dans n1érnolyrnpr1e des insectes. 
plu~. part iculièrernent dans celle des insectes ailés où il fournit de 
l'énergie pùur lE: vol. 
Notre objectif a donc été d'affiner les connaissances existant sur 
n,erno 1yr:-,;:,t·,e c.o rnrn e tr"arispor-teur·· d'énerg1e et ce. cr,ez Car··cinus rnaenas 
r~ ous avons effectué une Hude qua li tative et quantitative des sucres 
rericontrés dans llié;1101yrnphe au moyen de deux tecl',niques 
conventionne11 es ada~1•ées aux c.ondit1ons rencontrées a,ez les cr~ustacés · 
- Chrornat oçr apl-ii e en c.ouci-,e rninc.e ( CCM ). 

L·u~;J ecuf est do;K d'état;11 r un syno~•si:. giucidique de n1érnolyrnpt·,e et des 
r-,é;r,oc.ytes cJiez Ca :" c. ir,u~. rriaenas L. et ce, en re lat iün avec di f f ér'ents 
stadës d'2 rn ue. 



AMr·c 
AH"' 
S'AMP 
CCM 
EDTA 
FéP 
GlP 
GéP 
G6P-DH 
GMPc 
He 
HGH 
Hf< 
HL 
SïMP 
MR 
NADP 

PG I 
Pi 
PO 
RER 
RES 
SNC 
Tris 
UDP 
uorG 

Uste des abrévtattons 

: acide 3', 5'-adénylique C,,'Clique 
: adénosine-s·-triphosphate. 
: adénosine-s·-mor)ophosphate . 
· cnromatograpri1e en coucne mince. 
: acide- tHraaceptique étn,·lènediamine. 
: fructose 6P. 
· glucose 1 P. 
: glucose 6P. 
: glucose 6 phophate DHase 
: acide 3', s·-guan,'l1que. 
: hémocytes. 
: hormone hypergl,1cèmiante. 
: hexokinase. 
: hèmo lymphe. 
: inosine-s·-monophosphatase. 
: mobilité relative. 
: nicotinamide adénine dinucléotide 
phosphate. 

· phosphoglucoisomerase. 
: phosphate inorganique 
· pédoncule oculaire. 
: réticulum endoplasm1que rugueux. 
· réticulum endoplasmique lisse. 
: système nerveux central. 
: tris (hydroxyméthyl) aminoéthane. 
· uridine diphosphate 
: uridine diphosphogluco2.e. 



Coupe transversale du céphalothorax montrant les chambres I.Jranchiales 
(ch. br.), les branchies (br.), les épipodites de mxpl el mxp3, le cœur et une 
paire d'ostioles dorsales, le péricarde (per.) el des vaisseaux san~uins. 

• · br. : sinus branchial a!Térent; a. f. : veine a!Térente remontant sur la face externe 
des branchies; e. /. : veine e!Térenle menant le sang dans la veine branchio-car
diaque (v. br-c . ), qui rlél.Jouche dans la cavité pèricardique. a. d,. : artère dP.s
cendanle se ramifiant en artères appendiculaires (a . app.) . 

Fig.1: d'après A.G. Bauchau ( 1966 ). 



.thAP-itre 1 :Données physiologigues et morphologi,gues 
concernant les Crustacés. 

J. 1 lt: système circul~toire chez les crustocés: 

Les Crust3cès comme tous les Arthropoaes ont un svstème circulatoire 
ouvert. c·est-à-dire que le sang quitte les artérioles pour se rép3nare Clans 
des. smus inten.'iscéraux. Ct,ez les Entomostracés, et les M3lacostraces 
inférieur:., le coeur est :.imr,lement un long tube avec une paroi musculaire 
uniouf et de:. ostiole:. latérales. allant par paire. Chez les fwlalacostracés 
plus. évolués, comme par exemple Carcinus maenas L., le coeur se présente 
:ûus la forme d'une grar10e chambre pentJgonale située dorsalernent dans 
1e tr,orax au-dessus des organes respiratoires (fig. 1 ). Il est suspendu dans 
ie- pér icarde par oes ligaments f1breu:-:. Des artères élastioues mais non 
musculaires Quittent le coeur; elles sont munies de valvules empêchant 
n-,~molymcJ,e de refluer vers la cavité cardiaque. Elles passent à travers 
13 membrane péricardioue et déversent l'hèmol>•mphe dans des sinus 
sanguins après un nombre vanable de branchements. 11 s\' produit un 
é:t-.ange de. substances avec les tissus environnants, aprè:. ouo1 
l'riémolympr,e est drainée oar un réseau de veme:. vers le smus ventral 
méd1an d'où elies pér,ètrent dans les t>rancr,ies Les veir,es afférentes 
orar,chio-caro:aaufs ramènent l't1èmolympr,e au péricarde cfoù elles 
r:,~r,f~rer:t dans le coeur par tro1s paires d'ostioles à valvules. Le contrôle 
des contract1or1:. est assuré par un ganglion situé sur la paroi oorsale du 
coeur Œaucr,au , 1966). 

1,2.L'hémolymphe: 

Or, dfr,c,mme le Nsang" ae-s Crustacés hfrr,olvrnPhf. er, raisün df leur svstèrr,é 
c irculatotre üuvf.rt. Ce llf-c i véritcule ur, rt(,mbrf. var lat,lf de cel lulës 
sanguines ar,µflées t,émucvtes ft non plus leucvcvtës Cüffirïiê' 
ar,térieurf.mH,t Püur év1ter toutf. corifusior, avec certair,es cellules 
sar,guinë-s des VertH,rés. L't,érnvlymphe véri1cule é-galerner,t ur, p19merit 
res(,1rat01re. rt,emocvar,me 



T~vl 
Bknoc-)'tN da Cruatade lMc:apodH 

Type Forw. Noy .. 
RcL Ribol 

Golsi 
Ch-

L,-. "6todl. lrnol•J mia probables - Autnn Endop. libres nulea 

Ronde Ccntnl L + - - + Pak-boklcdl(HALLlaunow , 1185) 
Owale llond ou Expl01m ~le (HA a DY , 1192) 

KYAUN W'F peu Hyaline lymphold c:ell (Gaoaoa et 
N1cNoL1 , 1948) 
Lymphokl œD (To11n. 19~8) 
Gerinnunpzcllcn(StA110 .Vou , 1971) 

f,..av Ccntnl L- Il + + ++ + + Thismotaclk amebocytc (Gao a o a et 
Owale Oralc N1CNOLS, 1948) 

lliloM M~ (To.-n. 1951) 
SEMI- O.oid oupindwar baopllil (lia•••• o et 
GRANULEUX Va ■ NIClt, 1967) 

Gerinnll!lpr&llcn (Su.110 -Vou . 1971) 
Pha!IOCY lierndc un&bocywn ($r A Il O • 

Vou , 1971) 

llondc Exœntr. L- lt + + ++++ ++ + Eotinophilic: cori,uKlc (llu DY , 1192) 
Oralc Bilo!N! Acidoplùlic puulc ceD (Gao a aa et 

Nudéolc NICNOLS, 1948) 
Explolr,e nfnc:tile paalacyte (T o 11 1 Y • 

GllAHUUUX 1958) 
O.oid or Spindular baoplûl, 
Eo■inoplül(Hua1110 ctVn111ca . 1967) 
Gnnlillftau,6bocytN (STAIIO -Von. 
1971) 

LIPO- Orale Exœntr. + + Sawna..1955. 
PROTEINJQUE Ronde Aplati 

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

Photo 1. hémocyte hyalin ou hyalocyte ( G • 9100) 



1.3. Les bémocytes: 

- origine. Les r1émc1cytes pr-oviennent de l'organe hématoc1oïét iQ1JE'. 11 est 
c0rnp0sè d'un enserr1t1le de nodules reliës par du tissu c0njonctif . Sa 
l0calisat10n varie avec· le grc11Jpe systèmatique étudié. il est situ~ à la 
t1ase d1J rc1stre crie:: les Natantia et s·Hale sur les parc,is d0rsa1es et 
latérales de l'est0ma•: ~royeur chez les Peptantia (Criarmantier.1972). 
Ctia•~1Je n0d1..!1e E-st cc1mL1C1Sè d'? cellules sc1uct1es c1u hèmc.,t·iastes o·N19inf 
fiN-c1t11ast1a•Je, caractérisées c1ar un grand noyau et un cytc1olasrne t1yalin; 
elles sut11ssent des mitc,ses rf>gulières pr-ciduisant ainsi des 
celluies-filles: celles-ci se différencient à des di:grès divers C'0ur d•:ir1ner 
naissance a•Jx trois. types ct·t1émocytes circulants: les cellules hyalines, les 
hèmc1cytes. semi-granuleu:~ et les granulocytes ( Ba1Jcha 1J.1978 ). Etant 
a0nnè a•Je ies t1émc,cytes c1rculants ne sutiissent ~11us de mitc.1ses. leur 
n0mtire reflète ètrc,iternent l'activité de l'organe r1ématopoïètiQuE'. D'autres 
facteurs peuvent a1Jssi augmenter· le tau~'.. hémocytaire, notamment là 
~

1rec,arati0r1 de la p0nte et en genèrai les Phénomènes de stress {JeCme, 
t'?rnc1erature, parasitisme, ... ). 

Les tiemc,cytes 0r1t ete décrits c1our la première f0is en 1824 par Car1Js. 
[)ec11Jis cette date se scint succédés un nombre important de travaux pour 
tenter d·etatilir une classification des hem0cytes. Cependant tous ces 
tra\,1a1J·,·: n·N1t ré1Jss1 ou·a créer une confusion dans la littérature 
scientifique. La diversité des tect1niques et des cntères utilisés 
re:-:~1liquent pour une b0nne part. De plus, les hemocytes constituent un 
matériel tres rèactic1nne1 qui subit des transformations importantes dès 
01Jïl est retiré de l't1emocoele. Cependant, la mise en oeuvre des technioues 
nc,uve1les de microscoc1ie a permis d'aboutir à une nomenc1at 1Jre ~1lus 
ratic1nrielle. Trois types fondamentaux peuvent être distingu~s. les autres 
n'étant Q1Je des synon}1mes( fig. 2 ). 
- Les ,:ell•Jles t1yalines: 
Ce sont les celluies les pl 1Js petites ( 7 micr0ns ), avec un grand noya1J 

central genéralement entour~ par une frange cytoplasmique basophile. On 
note la présence de RER, di: ribosomes 1 ibres et de aue lQ1Jes rares gran1Jles 
limités par une membrane. Le Golgi, quand 11 existe, est un1que. 



Photo 3. hémocyte granuleux ou granulocyte ( G = 5700) 

Photo 2. hémocyte semi-granuleux ( G = 7100) 



---------------------------------- - - - - ~ 

Ce~: cellule:; ont une tendance marquée a émettre des exten::ions 
pseudGpod 1 aie::. 
- Le :. granuloc:te~.-

- 7 -..,, 

Ct. ::,ûnt le::. cellules les plu:: grJndes ce à 10 microns) a·1ec un noy2;u pe tit. 
biloti f et décentré. Le cytoplasme est rempli de grands granules limités 
p3r une memtir3ne; ils sont denses aux électron::. et acidophile: .. Le Golgi 
est pré::.ent la plupart du temps. On ne trouve du RER et du RES qu·autour du 
no.,-au et en bordure de la cellule. 
- Le::. cellu les semi-granuleuses: 
C'est un type interrnedia1re entre les deux types precèdemment décrit::,. Le 
noyJu e::.t central ou décentré, sphérique ou lobé. Ces cellule::, contiennent 
des r ibosomes 1 itires, du RER ou du RE~, plus dé·.ie loppès que dans le::. deux 
autr-e::: t/pes, et deux Golgis ou plus produisant un nombre plu:, ou moins 
grar ,d de granule:, eosinophiles dispersés dans le cytoplasme œauchau et 
De E: r-ou·,.: er, 197:2). 
Ces trois t·/pes cellulaires forment apparemment une série continue de 
différer,c 1at1on a·.i ec de nombreuses formes intermédiaires Plu2.1eurs 
3rguments plaident en fa•:eur de cette h'y'POthese, notamment le rapport 
no·,·~1'.J / C/topla::.me aécro1ssant et la cr,arge cro issante en granules Ce 
con~ept 3 été proposé en 1891 par Cuénot et 3dopté par 13 maJoritè des 
cher·cr,Hw:, Cependant, certains 5·y opposent : 
-fr, effet, Ghiretti, et al.( 1977) ainsi que Ratcliffe (1979 ) affirment aue 
le::. d1ff erents t-,pes d'hémocytes ne réprésentent pas de::. stades de 
m.:1t ur3t ion d'une même ce 1 lule et que chaque t'y'Pe d'hémocy'te assure une 
ou plusieurs fonction=· particulières 
- Une autre h/POthè:,e veut que les granulocytes soient le seul type natif 
circu lant et qu·en raison de leur extrême labilité, n'importe quel stress les 
amenerait à dégranuler donnant naissance aux populations hyalines et 
semigranuleuse=, (Vranckx et Durliat, 1977). 
En plu::. de ces troi::, t/pes circulants, d'autres hémoblastes ne se 
différenci ent qu'après fixation sur le tissu conjonctif; on peut 'r' inclure: 
- Les cellules lipo-protéiniques de Sewell ( 1955): 
Une '.'acuo le augmente progressivement en taille confinant le C'/top lasme 
en periphérie et repoussant le noyau dans un coin. Un matériau 
l ipo-protéinique s·aggrège dans des corps denses réfract iles. Ces cellules 
pourra 1 en t être re:.ponsab les de la sécrétion de l'épi eut i eu le non 
cnitmeuse, Juste avant la mue. 
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- Les cyanocytes· 
11::. s;,-r,thét isent et stockent l'hémocyanine sous la forme de corps 
C'.r'topl3smique:. cristalins <Fahrenbach, 1970). Ceux-ci fusionnent 
repousszmt le cytoplasme en périphérie Le pigment passe dans le sang via 
une secrétion de type holocrine 
- Le:, phagocytes, attachés en divers points du réseau vasculaire (Johnson , 
1981) . 
- Le:. cellule::, de réserve: ce sont des hémocytes volumineux répartis dans 
le t1s::.u conJonctif (Griirett1-t1ag3ldi, 1977). 
1 r faut cependant signaler l'existence d'autres clas2.if1cation:,· 
- Ra•: indranath C 1974) a adapté à Ligia océanica, celle étab l ie par Jones 
< 1962) pour le::. m:,ectes. 11 subd iv ise le stade hyalin en cinq sous-classes 
ma 1s aucune recherche n·est venue conf irmer cette class i fication. 
- V.'11 1 i am et Lutz ( 1975) ne distinguent que deux types ce 1 lulaires se Ion 
l'absence ou la présence de glycogene mais cette classification semble 
trop '.:,impli ste. 

-En rèale oénéra le,on note la pré:,ence simultanée de protéines bas iques et .., -
d'hydrates de carbone non gl/cogèniques dans les granulesŒauchau et 
al., 1975) Ce sont des mucopolysaccharides neutre:..I1 se pourrait que ce 
soit de la criitine ou des précurseurs de chitine<Johnston et al. , 1973).0n a 
constaté la présence d'hémocyanine dans les granules des 
granuloc,· tes(Durl iat et Vranckx, 1976b). 
-Le gl/cogene se trou·:e sous forme de plages plus ou moins riches dans les 
tro i2, t'y'pes hémocytaires fondamentaux; on y trou·.1e egalement des lipides. 
-Au point de vue enzymatique, la caractér1st ique la plus intéressante est 
oue la propheno !oxydase ne se retrou·:e que dans les ce 1 lules 
:,em1-granuleuses et granuleuses. 

1.3.4 Fonction;. des hémoc1'tes· 

1.341 La coaQulat1on: 

Dès 1970,Grégoire reconnaît cette fonction aux hémocytes.0n peut 
regrouper les diff èrents type::. de coagulation en trois catégories 
principales· 
-Le tyc,e A:simple agglutination hémocytaire,sans aucune gélification 
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ulte:-1eure du plasrno. 

- C: -_, 

-Le t·,·pe 8:agglutination cellulaire et gélification totale du plasma 
-Le type (-formation d'un gel limité au pourtour des hémoc·/tes suivi peu 
aprè::. d'une gèl1ficat1on plus complète.L'agglutination ne joue ici qu·un rôle 
secondaire ( Tait, 191 1 ). 
Carçinus m3ena:;. pré:,ente le type de coagulation B, schématise à la figure 

Le coagu1ogene est présent. sous forme de monomère 2. dans l'hémocyte et 
serait à la base de la formation du coagulogène polymér1que plasmatique 
soluble C'est une protéine qui joue un rôle analogue au fibrinogène des 
Vertébrés Sou::. l'action d'une sérine protéase hémocytawe, le coagulogéne 
se tran2.f ormerai t en coagul ine formant un ge 1 instable. Une t.ran2.am 1dase, 
acti•.-ée p3r la sérine protéase, acheverait la transformation de ce gel en 
gel stab i lisé et insoluble Il faut signaler que d'autres facteurs 
inter·; 1er,nent, notamment le calcium. Les hémocr·te:, ne participent pas 
tous en même temps a ce phénomène Les cellule:, hyalines et 
2,ern1-granuleuses forment d'abord un réseau cellulaire lâche par l'émission 
de longs pseuctor,odes Pendant ce temps, el les déchargent leur contenu 
·:acuolaire provoquant une gélification du plasma plus ou moins 
p:-ononcée En2.ui te les ce 1 lules granuleuses déchargent le contenu 
::.olubil isé de leurs granules dans le plasma. 
Les Artr,ropodes étant un groupe d'animaux à circulation ouverte, la 
coagulation se doit d'ètre un phénomene efficace , toute atteinte a 
l'integrité des téguments représentant en effet une é•✓entualité redoutable. 

La pr,agocytose est un processus actif par lequel une cellule englobe des 
pa:--tlcules solides en suspension dans le milieu. Les trois types 
fondamentaw: d'hémocytes pr,agocytent mais les hyalins et les 
semi-granuleux se montrent plus actifs. 11 existe une certaine 
spécialisation cellulaire notamment chez Callinectes saoidus ou les 
amibes ne sont phagocytée:, que par les hyalin:, tandis que les bactéries le 
sont p3r les granulocytes L'adhérence des éléments à pr,agocyter aux 
récepteurs membranaires est un préalable es:.entiel 
-Ce phénomène est dépendant du pH. 
-11 se fait grâce à la présence de lectines sur la membrane des hèmocytes 
et par une reconnaissance spécifique de:, carbohydrates (RenvJrant:, 1983; 
Cassels, 1966). 



-QuANTITATIVI! IŒSULTS OF CUJIOHTDRAfl AIIAn a, Cortimu RAIMOLTMPH 
AND JŒPATOPANCIILU TISSUD 

Carbohydrate 

Glucote 
TrehaJose 
Total oligosaccharidea 
Glycogen 
Total polysaccharides 
Total carbohydrates 

Mean tissue concentration Mean total tiuue values 

Haemo)ymph Hepatopancreu Haemolymph Hepatopancreu 
(mg% ± S.E.) (rng/g ± S.E.) (ma± S.E.) (ma± S.E.) 

8·02±0·86 1-69±0-20 1·34±0·14 5·65 ±0·66 
4·36 ±0·29 1:15±0·09 0·73±0·04 7·17±0·48 

17·35 ± M3 3·65 ±0·25 1·90±0·22 12-18± 1·33 
23·16±2·88 0·22 ±0-05 3·87 ±0·48 0·60±0·13 
74·77±6·43 t-03 ±0·18 12·04±1-05 3·42±0·59 
94·05 ±6·97 4·36 ±0·31 15·12± 1·42 15·69± 1·07 

Fig.4:d'aprês Johnston (1973) 
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134 3 Enc3ps:u1otion et rnél3nisat1on 

Lorsque le corps étranger dépasse le volume des hérnocytes, ap;:iaraît le 
phénomène de l'enu.ip2.ulat1on. Plusieurs couches d'hén-iocytes entourent le 
corp:: etr~mger qu1 se voit séquestré dans un épais mzmchon cellulaire. Ce 
phénomène est parfois suivi d'une rnélanisation intense due ;j l'acti';at1on 
de 1J p~ienoloxyaase hèmocytaire. 

1.3 44Mue et v1tellogenèse· 

Chez Erioct1e1r smensis, une augmentation signif ic3tive des hémoc'y'tes 3 

lieu !or:, de conditions pt,'y'siolog iques définies telles que la mue ou 
l'acti•.•ité des gonades (8aucr1au-Plaquet, 1973) 11 :,erait tentant d''f -.•oir 
un rôle _joué par le2. hémocytes mais cette hypothèse n·est pas confirmée à 
l'hei.Jie actuel le. De mème, pendant la vite l logenèse chez Carcinus maenas, 
l'hémoc:, zmine et une autre protéine sérique ( g1·1colipoprotéine) sont 
inc.o;-porées dans les oeufs ; ces protéines pourraient être d'origine 
hèrno yta1r·e Œusse len, 1970). 

LJ teneur er; acides Jminé::. libres des hémoc1tes est élevée par rapport 3 
c-e 11~ C1_; ~1ë~S'":i3 Elle pourrait jouer un rôle dans la régulation osmotique de 
ce::. C.f l !Jle::., quand le craDe p3r·11ent dans un mi lieu de salinité di fférente 
' E· ·an·= 197 --:> ) \ t/ ._}} I-. . 

1.3.4 f,. Fonction d' "hépatocyte circulant" · 

En 1971, Johnston et Da•.:ie:, effectuent une analyse comparée des sucres 
presents dans l 'hémolymphe et dans l'hépatopancréas de Carçinus maenas( 
fig 4) l ls constJtent que, non seulement les proportions de 
pol.,.,sac.cr,arides sont plus élevée'.?, dans l'hémol/mPhe mais leur quantité 
tota le en comparaison a·1ec l'r1épatopancréas est également supérieure 
Or, Ju:,q1fj ce jour, l'hémolympr1e de:, Crustacés était généralement 
cons idérée comme un moyen de transport des métabolites de faible poids 
mo lécu1 3ire. L'hépatopancréa:, sou·.-ent comparé au foie des Vertébrés , 
appar-Jissait au contraire comme un site de transformations et de stock3ge 
de::. h'(drates de carbone de haut poids moléculaire. 
Ces recherches ont donc conduit à réviser le::. rôle::, respectifs des 



... - ( -

hémocytes et de l'hépatopancréas et à proposer un rôle d'riépatocyte 
circulant pour· l'hémoc.,te. o·autre~. données sont venues appuyer cette 
hypothèse: 8auchau et t1engeot ( 1978 ) utilisant des métriodes 
histocr1im1ques arnsi que la microscopie électronique ont mis en é'✓ idence 
dans les hémoc,'tes des quantités de glycogène dépassant celles 
nécessaires à leur propre métabolisme. Une partie de cette réserve 
pourrait ser·✓ ir à la syntt,èse de cr11t me au cours de la mue (Johnston et 
al. , 1973 ); le surplus serait un réservoir de glucose facilement mobilisatile 
( V/ill iam et Lutz, 1975 b ). En effet, Johnston et D3vies (1971) 
remarquent que l'h'y'drolyse des polysaccharides de l'hémolympr,e augmente 
la concentration du glucose sanguin. 
Cependant, les travaux de Keller ( 1977) ont fourni des résultats ne 
concordant pas ~:r.-ec cette hypoU1èse: une injection de l'hormone 
t1yperglycémiJnte des gl::mdes sinusaires produit une augmentation des 
concentrat ions en AMPc et GMPc dans les muscles, les téguments et les 
gonades, mai~. p3s dans l'hérnol/m prie ce qui laisse subsister un doute sur 
la fonction hèpathique des hemocytes. 



Fig.5:d'après A.G. Bauchau (1966) 

P.
GHa,OH iPH.c=nocH1 CHa,OH -jt)H H.cocH1 

H O OH H H H H . 0 0 OH 

H OH H,OH 
H H H •H 

1 1 
H IIH.COCH, CHzOH # #H.COCH1 CHzOH , .. ,. ... 

- F'nrmul• 11• ,lrul'hll'P ., .... chlliM. 

Fig.6:d'après Scheer (1961) 
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1.4. La mue: 

1.4 1 lntr0d1Jçti0n: 

Bien Q1J'e 1 le ne s·exprime Q1Je pèriodiQ1Jement au travers de la mue, la 
croissance est 1Jn Ph-:nomène to 1Jt à fait continu chez les Crustaces. 
Deu~·: cas peuvent se presenter. 
- s0it les mues se succèdent to 1Jt a1J long de la vie d1J Crustacé, ce qu i 
cc,nd1Jit a un'? ta ille de l)l 1Js en olus grande. C'est le cas d1J tourtea 1J (Çançer 
R;lQ 1f 1JS ) et du homard (H0mar1JS VUlQaris). 
- si:,it il existe une di:-rniére mue et, dans ce cas, l'animai atteirit une ta il le 
mav:im 1Jm. On rencc•ntre cette ~.ituation chez l'ara ignée de mer (tlfil 
SQ1.iin;igc,) 1?.t le crabe enrage (Carçin1Js maenas ). 
La rnui:- ass1Jre trois rôles: 
- La repara t11:n rÉ'9 1Jlière de toute détèrioration de !'exosquelette. 
- La crc•issance. 
- L'expressicm, lors de la ciut°'erté, des caractères sex1Jels primaires et 
sec0nda 1res (appendices sexuels, èlargissement de l'abdomen chez la 
femelle). 
La terminolog ie act1Jelle différencie l'exuviati0n 01J ecdysis (rejet df 
l'anc ien ex0sQ 1Je lette) de la mue ( phenomènes qui précèdent 1:t suivent 
l'e:-:1J\1 iation). Ces d':? 1Jx orocessu~. s·accomoagn':?nt de modificati0ns 
prof ondes d1J système tégum':?ntaire : c'est pourqu0i il nous a paru 
néc':?ssaire d':? le décrire ci-après. 

On y distingue plusieurs couches (figure S ): 
- L'èpicuticule qui est la couche la plus externe correspond à q1Jelques 
microns_; elle est composée d'un complexe de lip0-pr0tèines ainsi que de 
crista 1Jx d'? carbonate de calci 1Jm; la chitine y est absente. Son rôle est de 
dim muer la permèabi lité des téguments. 
- L'enlj0c1Jt icule que l'on peut S1Jbdiviser en dèux couch':S suivant leur 
moment de secrétion: 
. La couch': prè1:xuvial1:, secrètée avant la m1Je: elle est riche en protéines, 
ca lcifiée, contient di\1ers pigments et est comp0sè1: d': 40 à 45 % de 
chitine. 



- STADES DU CYCLE D'IJfTDUIUE I leur durfe chez c. -en••• 1•• caractfriatiquea ac,rphol09iquea 
et phyaiol09iquei qü'Il'ii dffiniaaent. 

IW • IJ M 

------------
Az 20 - 40 b 

2 - :, jours 

quelques jours 

Caractfriatiquea phyaiol09iquea 

(I-fdiat•-nt apr•• l'exuviation) 
• Absorption d'eau. 
•• ~~c~ivitf apparente de l'aniaal 

(ni dlplac•-nt, ni ali-ntation). 

Caractfriatiquea aorphol09iquea 

D4pli•••-nt du nouvel exosquelette 
qui offre une conaiatance aolle. 

------------------------------------------
• Fin de l'abaorption d'eau. 

D4but de calcification de la partie 
antfrieure du bouclier dorsal. 

• . D4plac•-nt de l'ani-1, jeGne. 

• Calcification croiaaante de 
l'exoaquelette. 

• D4plac•-nta, jeGne. 

• Dt!but de foraation de la couche 
principale, calcification croissante. 

• D4plac•-nta, ali-ntation intense. 

Bouclier dorsal• conaiatance 
parche■infe. 

Bouclier doraal durci aauf dans 
rfgion cardiaque, 
propodit•• dea pattes dfpri-bl•• 
aana caaaer. 

--------------------
Propoditea ri9idea • 

aigiditl compl•t• du bouclier dorsal 
sauf dans rfgion cardiaque, 
flexibilitf de rfgion poatfrieure 
de• branchioatfgitea, 
flexibilitf dea 1114ropoditea des 
pattes dans l• aena de leur aplatia
■e-nt. ---~--------~-----------------------------------------

quelque• jour• 

• Suite de la fonution de la couche 
principale et de la calcification. 

• D4place•nta, ali-ntation intenae. 

aigiditf totale du bouclier dorsal, 
flexibilitl tr•• rfduite de la 
rfgion poatfrieun dea 
branchioatfgitea. ---~--------------------------------------------------

quelques jours • Achtve-nt de la couche principale. 
• Dt!plac•-nta, ali-ntation. ai9iditl totale de l'exo■quelette • 

---~--------~-----------------------------------------
pl uaieura 

ae111&in•• ou 

ql:elq:.iea joura 

• For.ation de la couche •■braneuH. 

• Dt!place•nta, a11Nntation. 

• D4colle-nt de l'fpider■e par rapport 
à l'exoaquelette (apolyael, ■itoaea 
ectoden11iquea, 9entae dea future• 
aoiea • 

• Dt!placementa, aliaentation. 

Test de prfaence de la coucha 
-mbraneuae rune caaaure d'un 
frag,,,ent du bouclier dorsal 
n'entratne paa une afparation dea 
deux aorceaux. 

Exa-n ■icroacopique de l 'fpipoditt 
branchial externe 1 
faisceau fibrillaire dea aoie• pas 
encore inva9inf aoua l'fpidenie. 

----------------------------------- ------------------
quelque• jours Suite de o

0
• Ex._n ■icroacopique de l'fpipodite 

branchial externe r faisceau fibr il· 
laire dea aoiea invaginf aoua 
l'fpidenae. 

---►--------------------------------------------------

quelque• joura 
• S4crftion de 1'4picuticule, ~4but 

de a4crftion de la couche pi,.,.entaire 
du futur exoaquelette. 

• Dt!placementa, fin d'ali-ntation. 

caaaure d'un dactylopodite 1 
l'extrfmitf de la patte ae d4gage 
de ■on ancien exosquelette • 

---------~-----------------------------------------
quelques joura 

• afaorption de l'ancienne cuticule, 
auite de l'fdification de la couche 
pig-ntaire. 

• D4placementa, jeGne. 

Fragilitf de la suture lpim4rienne 
qui càde aoua la pression d'un 
ongle • 

---------~-----------------------------------------

quelque• hturea 

quelques 
■inutea 

• Achàvw•nt de la rfaorptioa 
de l'ancien exosquelette. 

• Inactivitf, jeGne. 

• Absorption importante d'eau. 

Suture lpi■lri•- OOYWrte r 
fente bien apparente • 

Soultve111ent du bouclier dorsal, 
d49a9e111ent des appendices, 
rejet de l'ancien exoaquelette 
Cexuviationl. 

Fig.~ :d'après M.T. Cantiniaux-Fontaine (1983) 
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.Les couches postexu·.,1 ales, déposées apr·ès la mue : la coucr,e princi~ial e 
s·enr1 cr,1t en dépôt~. calcaires tandis que la coucrie membraneuse, déposée 
en tout derrner lieu reste libre de calcaire. 
Toutes ces coucr,es forment l'exosquelette qui s·3ppu1e sur l'ectoderme. Ce 
der-nier ne com~)te ou·une seule assise de cellules très riautes; des ce llules 
sensorielles terminée~. par un poil s·y intercalent Le derme, situe sous 
l'e:tode:--me. contient des glandes tégumentaires au rôle contro-.·ersé- et de 
nomb:--eux cnromatophores. 
La crii tine apparaît donc comme un composant essentiel de l'exosouelette : 
c·e:,t un polfmère de l'acètylglucosamine <fig 6 ), qui :,e lie à de:, 
protéi nes pouvant être tannées et retient éventuellement des cristaux de 
calc i te La superposition de:, strates traduit le caractère rhythmique de 
l'acti vité seèréto ire de ïectoderme. 

1.43 Déroulement de 1a mue (cfr f iQ 7 ): 

L'exuviation est précédée d'une étape préexuviale (proecdysi:, ou etape D de 
Dracr,) di·:isée en cinq stades: 
- L'apo ly:-e ou étape Do : l'épiderme et l'exosoue lette se séparent; 
l'éri1de;-rne se plisse ::.u: te a df r,om breuse::. divisi on::. de ses ce11ules. 
- L'étape Dl · secrét ion d'une nouvelle épicuticule qui :.'acr,è·v·era en D2. 
- L'étJpe D2 : secrè ti on de l'exocuticule ( la couche preexu·:1ale ). 
- L'étape D3: résorpti on de l'ancienne cuticule avec mise en reserve d'une 
parti e de se:, co,nst i tuants dans l'hépatopancréas, l'épiderme et 
l'hemo l'y'mpne. 
- L'étape D4 : l'ancien revêtement cède sous une attaque enzymatique plus 
loca 1 isée : la carapace s·ouvre. 
Lor :, de l'exuviation, le Crustace sort de son ancien exosquelette. 
Au cour=, des étapes postexuviales, 11 va absorber de l'eau notamment par 
la paroi de l'estomac bro·y'eur (A 1 ), ce qui, par l'extension de se:, tissu=· va 
lui permettre d'acquerir une taille plus grande (A2 Jusque C3). Ces étapes 
s·accompagnent de la calcification progressive de !'exosquelette par le 
depôt de sels minéraux et de l'achèvement de la couche principale 
(endocut icule ) par 1a synthèse de protéines et de chitine. 
L'intermue ou anecd','Sis <C4) est l'étape la plus longue et se caractérise 
par la formation de 1a couche membraneuse. 
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. - Sc:ht'ma d'une coupe ta~tlale d 'un pMonc:ule oculai~, montrant let 
d1fTt'l'f'nta lobes nerveux et lea glandea endocrines. 

/ •• G. : Lamina ganglionaris ; .\f. E . : )ledulla extema; .\1. / . : )ledulla lnlf'ma; 
.\1. T._ : )ledull_• t~lnalls; N . O. : ;'l.erf optique; Org. X. : Organe · X; 
G. S . • Glande 1mu1a1~, entourant un linua 111niuin. 

Fig.B:d'après A.G. Bauchau (1966) 

OC•ECDYSONE: (MouaoNE DE ■uE DEI INHCTEI: ••EIENTE CHEZ LII causucEs> 
CH3 
1 

HO 

HO 

0 

CH-CHOH-CH2-CH2-C-OH 
CH 1 

(CH3)2 

f3• ECDYSONE:<HOR■ONE DE ■uE DEI causTACEI: ••ESENTE CHEZ LEI INSECTES> 

ECDYSTERONE 

HO 

HO 

0 

CRUSTECDYSONE 
10-HYO•oxY-ECDYIONE 

CH3 
1 

CHCOH -CHOH-CH2 -CH2-y
1
-oH 

(CH3) 2 

Fig.9:d'aprèa A.G. Bauchau (1985) 
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1.4 4 Contrôle endc,cr rnien . 

Dès 1905, Zélény constate que l'ablation des pédoncules oculaires 
accél è~e la mue. Par contre, une implantation des pédoncules oculaires la 
retarde. 11 er, conclut à l'exi stence d'une hormone rn~iibitrice de la mue, la 
Ml H. 11 faut attendre 1931 et Har,strbm pour connaître l'histologie des 
pédor1cule :: oculaires qui se ré·.ièleront être le lieu de secrétion de la MIH. 
Cew:-c1 ( fig 8) révèlent dans le sens proximo-dorsa1 différents tissus : 
-une séri e de oanali ons ner·✓ eux : la médu11a term inalis (M.T.), la médulla . .., .• 
rntern3 U1 IJ, la médulla externa (t-1.E.) et la l3mina ganglionoris 
-l'extremltè corres~,ond à un ganglion optique constitué d'omrnat i d1es. 
-l' or gane :r., situé sous la médulla terrnrnalis, est un ensemble de cellules. 
ner·.-euses dont les terminaisons axoniques forment la glande sinusaire. 
L·org,3ne :< et la glande srnusa1re constituent ensemble l'organe neurohérnal . 
-des cellules en forme d'oignon sont disposées près de l'organe X et 
for-ment l'organe de Be llonc i Des expériences d'ablation sélect ive et 
d'mJect ion ont . montre que l'orgone de Be llonci agissait pos1t ivement sur 
l'organe Y et favorisera i t l'ecdysis par lïntermed1a1re d'une twrmone. 
En 1953, Passano montre gr·3ce a des expériences d'ablations, de greffes, 
et d'injections, que c'est le complexe neurohémal qui est responsable de la 
~.ecrét1 on de la MIH Cette hormone n·a été caractér1see que récemment 
( 1980 par Webster : c'est une substance peptid1que Uiermostable, 
sensible à la trypsine et d'un poids rno léculaire situé entre 6000 et 14 000 
Daltons 
11 e>:1ste également une hormone de mue: c'est en 1953 que Gabe identifie 
en a·:ant de::. chambres branchiales une paire de glandes ectodermiques 
·.-entra le'.:, semblables à la glande prothoracique des insectes supérieurs : il 
la nomme organe Y. Si on en fa i t l'at,l ation avant l'étape D2, la mue est 
suppr1me-e S1 on l'implante, la muE: reprend Cette glande produit donc une 
hormone de mue, nommée MH ( Moulting hormone). Horn et Faux ( 1968) 
l'identifi ent à partir d'extraits totau,:: c'est la ~-ecd·1·sone ( fig 9) ou 
crustecd/sone (ou ecdystérone) pro·:enant de la transformation de 
J'o(-ecdysone par les tissus. La source d'«-ecdysone est le cholestérol 
exogène comme l'a montré Blanchet ( 1974). Un problème demeure à savoir 
que, s1 on cautérise l'organe Y d'un individu et qu·on lui injecte la 
crustecdysone, 11 ne subit pa~. l'exuviation comme on s·y attendrait et les 
préparatifs de la mue ::arrêtent en D2 : cette constatation suggère 
l'existence d'un facteur d'exuviation distinct de l'hormone de mue; celui-ci 
e::.t toujours hypothétique 
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Les -.·:::iriat1ons de concentration de ces trois hormones au cours du cycle 
de mue sont reprodu:tes a la f 1gure 1 O. 

Un 3ccro1:·s:erne:---,t de la tai11e 'v'a généralement de pa ir a· .. ec la mue. La 
cro1ss3nce qui se fait de façon linéaire résulte d·une multiplication 
cenula1re et d'une at,sorpt1on d'eau par· l'estomac broyeur. Celle-ci e::.t 
sous le co:-,t r·ôle de n ,onnone diurétique libérée par les pédoncul e:: 
ocu lair es. Eri effet, Mantel ( 1968), tra·,aillant sur le cr-abe ct1inois 
(Er 1c~r1éir $inens1s) constate qu·une ablation des pédoncules oculaires 
cohdui t à u:îe cr·oiss3nce de 20 à 28 ~ au lieu des 6 à 1 O % h;Jbituels Après 
inJect1on d\Jr, extrait de pédoncules oculaires, la cro1ssar,ce est ramenée à 
des proportions normales. De plus, alors qu·un extrait de pédoncules 
ocu101res a un effet d1urét ique à tout mornent du c-1c le de mue, i1 ne 
reta:--de la mue aui; s'il est prèpar·é à partir d'un crat1e au stade CA, ce qu1 
plaid':' en fa·.-eur de l'existence d'une r1ormone diurétique dist incte dé la 
M:H 
L'3ct1nn des 4 hormone~. est reprise à 13 figure 11 
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Fig. 12 d'après Gwinn-Stevenson (1973). 
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1.5, Les h'y'drates de cQrbone: 

Chez les C1écaDi::-des, les hydrates de cart>one contenus dans l'hemo lympne 
constituent un~ rési:rv'? €'nerg'?t ique importante contrairement a1J~'. 
vertebrès 01j ci:tte rési:rve est l0calis.ée dan:, 1e foie . Bien q,y~ les v0ies 
bioch imiC1 1Jes s0ient fort semblables entre Vertébr':'s et Crustacés, il 
e.-: is te d<?s différences: ainsi la rolymlérisation de la N-a1:~tylgiucosamin1: 
i:n chitine à partir d1J gl 1Jcose (fig.12) Comme de nomt1re 1Jx a1Jteurs ont 
signa lé lïmp,xtance di:s glucides pour le déroulement de la mue, n1)US 

d~crivons ici le1Jr m~tabolism€'. 

N0us tra1teror1s ensemble le cas de ces de1J:Y sucres étant donné qu'ils sont 
intimi:ment li':'S r,ar l':?:, processus d':? gl ycogénosynthèse et de 
g lycog€'n 1: 1 lyse. 

- Le glucose: c'est un sucre r'?ducteur; il forme l'unité de base du 
glyco91?ne. 

~

CH20H Il 

~H H 

IIO OR 

11 nH 

-Le glycog':'ne : (f ig.13 ). 
11 est constitué de chaînes linéaires d'unités glucosyles rel iéi:s entre el les 
par des 1 iaisons a 1-4 glucosidiques. Des liaisons ex. 1-6 intervenant 
toutes le:, 4 ou S unités lui confèrent un aspect arborescent typique. 
Dans la cellule, le glycogène se présente le plus souvent sous l'aspect de 
gros grar,ules df diamètrf variablê, les particules ex. , formées par 
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- Structure du tlrcor!ne (sch~rna ~tlon Cori. 195~). 
les unitEs ,1ucosyles rattachfes par des liaisc~s 
o-1,4-tlucosidjques sont reprfsentEes par les cercje~ 
clairs; le~ unitEs rluccsyles rattachEes par une ]j~~scn 
o-l,6-tlucos:dique sont reprEser.tEts par les ct~cles 
noirs. R reprEsente l'extrEmitE rEductrice du 
~lycogène. La structure des !r2~ments a et b est 
donnh plus en dEt.il. - -



----~------- ---------- ----- - - ~-- -

- 13-

l'as.sc,c iatiori des par ticul€s ~ (granules plus petits de diarnètré 
constariHCepëridant. il arrive Qué seuls les grc1riules ~ soiE>nt préser1ts 
comr,w oans le cas du muscle 

1 52 2 kôl E- au gluçosf 

Le giucose est le sucre "clé" du métabolisme glucidique Il peut 
ev1dernment être transformé en glycogène par la synthase a constituant 
sous cette forme ur,e impor tante réserve énergétique notammant dar-,s les 
neriiocy t. es 
11 est à la base de la formation de mucopolvsacchar1des présents en plus 
ou moins grandes quantités dans les granules des hémocytes 
Sûus rorme de g1ucosamrne-6P, il Joue un rôle pr1m ord1a ·1 dans la 
f ormat1on de la chitine Enfin, c'est une source d'énergie directement 
utiii saole par l'interméd12nre de la g·:yco·1yse 

1 s 2 3 Po le du glvcogène 

Le glycogène est le polysaccharide de réserve maJeur de la cellule 
anima·1e Sa structure brancriée convient parfaitement pour ce rôie · 
- e lle expl ique °la ~iaute so lubilité du glycogène 
- e1le permet une faible pression osmotique par rapport a une quantité 
équivalente ae glucose 
1 5-:; 4 Svntnèse et dégradation du glycogène· 

Ces deux processus font intervenir ae nombreux enzymes (f 1g.14J mais 
aeux sont plus particulièrement impliques dans ce mécanisme : la 
gl ycogène syntr,ase et la glycogène phosphorylase 
La g·1 ycogène synthase qui est l'enzyme limitant de la glycogéno~.ynthèse 
cat.a ·1yse le transfert du glucosyle de l'UDPG sur les extrémités non 
réductrices du glycogène suivant l'équation : 

UDPG + l glucose)n --- UDP + (glucose)n+ 1 

La glycogène phosphorylase qui est l'enzyme lim1tant de la glycogénolyse, 
cata·1yse ia phosphorolyse des glucosyles situés aux extrémités non 
réductrices du glycogène suivant l'équation : 

l giucose )n + ~·1 --- ( glucose )n+ 1 + G 1 P 
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Chez le:, Ver tébrés, la synthase se trouve essentiellement sous 13 forme 
d'un d1 mere de poids molécula ire proche de 170.000 ; elle existe 
également sous forme de tétramère 
Ches le2. crabes, elle est sous le contrôle d'un facteur diabétogénique des 
pédoncules ocula ires qui exercerait son action via l'inhibition de l'enzyme 
(\1/ang DH etSheer, 1963;Ramamurthi etal,196e). 
Dans le foie des Ver tébrés, la synthase se pré:,ente sous deux formes 
intercorwertibles par un processus de phosphorylat ion et de 
dépt,o::.pt·1or·ylation. La synthase a (forme non phosphorylée) est la forme 
ac tl':e" in vivo " tandis que la syn thase b ( forme phosphorylée) est mo ins 
3Ct1 ·:e ou inr,ibeE: " in '.' ivo ··. · 

Chez le:, Cru:.taces cornme chez les Vertebres , cet enzyme se presente 
sous la forme ct·un d1mere d'un poids mo lecul211re oroci-,e de 1 eo 000. ma i::. 
peut être aus::.1 tétr:YnE:r 1cuE- ( Santiago , 1974 ). Cependa:'it la 
pt',. ::.ph0i''r'la:,e de3 Crustacés a une constitution er, AA et des propriétés 
ptYr'S ico-ch im1ques différentes de celle de::. ver tébrés ( Cov:g i ll, 1959) 
Comme dans le cas de la synthase, l'enzyme se présente sous deux formes 
1ritercon·:ertibles : la pnospl1orylase a (active) et la pr,osphory lase b ( 
mo1n::, acti·.:e) Ce tte fois , la forme phosphor•,-lée est donc 1·enzyme actif . 

El le a été mise en é·..: 1dence dans le foie des Vertébrés en 1970 par De Wulf 
et Hers. Elle cJ tJ11·:,e l'acti'./Jtion de la synthase b. Son acti vité est inhibée 
en pré::.ence de la phosphorylase a (Sta.lmans, 1971 ). 

Elle catalyse l'enlèvement de phosphates à la phosphorylase a la 
transformant ainsi en phosphorylase b. Son activité est influencée par 
plusieurs substances qui modifient la conformation de la phosphor·,·lase 
a A ms i ,cr,e: les Vertébrés, le NaF, le s· AMP et le S'IMP inrtibent son act i·✓ ité 
tandis quE- la caféine et le glucose l'activent 



- 15-

C'est l'enz:y•me re2.ponsable de l'acti\1ation de 13 phosphory13S'? b S0n ri0id'? 
moléculaire est proche de 1.300.000 Œust)y, 1976). Elle existe sous deux 
formes inter-con·:ertibles ; une protéine kinase dépendante du calcium peu t 
la pr102.pr;or·,ler la rendant ain2.1 active tandis que son mactivatior, re::.u lte 
d·une déphosphorylation par des pr,osphatases 

CE:t enzyme peut au2.si bien pt102.pr1oryler la phosphorylase kinase que la 
S\T,tha:,f a Elle est con::.tituée de deux sous-unités : 13 sou::.-unité C qu1 
e::,t la cornposante catal.,..tique et la sous-unité R qui e::.t la composante 
régul atrice. Lor2.que celle::.-ci ::.ont réunies, la protéine f~mase est inactive. 
L'Ar-1Pc entraîne la :,épar3tion des deux sous-unité::. en se liant à l'unité R 
liberant ainsi l'unité C acti 'v' e : 

R-C. AMPc --- R-AMPc + C 

L3 regulation 1ju 91.,..cogéne est un phénomène complexe qui repose 
essentiellement ::,ur l'éauil1bre entre acti'.lités kinasiques et 
priospr,at2::.1ques Deu:x· p3rticul arités du système permettent à la 
gl,:cogènosyntr,èse et a la gl,:cogénolyse de ne pas se dérouler 
~-1nultanément · 
- l'existence d'une protéine kinase unique catalysant l'activation de la 
prio:;.phorylase kinase ainsi que l'inactivation de la synthase 
- le fait que la prwsphory lase a (active) inhibe la syntr,ase phosphatase 
empêcr,e l'activation de la syntha:,e b. 

1.5 3 Le tréhalose· 

Da,::. le règne animal, 1€' trér1alose a surtout été recensé chez les 
in·:ertét,ré::. Arthropodes et plus particulièrement dans les espèces 
d'in::.ectes étudiées dont le criquet (Nowosielski , Patton, 1964), le ver de 
farine (Chang, Liu, Feng, 1964), etc .... 11 s·est également avéré présent dans 



- 16-

le groupe des Nématodes (Cavier et Sa·.;el, 1960) et des Annélides ( 
Fairbairn, 195E:) Certaines espèces de Crustacés Décapodes dont Ca:çinus 
maenas en possèdent (Te 1f ord, 1968) mais i 1 semble absent dans d'autres 
espèces tMann, 1963 ; Parvathy, 1970). 
C'est un sucre non reducteur composé de deux unités glucos·1 les re 1 iees par 
une liaison ex. 1-1'. 
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phu•-phatue, and phmphorylase to the cr,cr-trehalose phoiphorylase.) 

' 
Fig. 15 d'après Elbein, (1974). 
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Cal ib et Le loir ( 196e) ont demontr·é les premiers la bios/nthèse du 
trèr,al.:.se par la v0ie Je l'uridir,ê s·- (cx.-D-glucopyrar,0syl pyroprwspr,atE ) 
cJ11;Z la levure de bifre (fig.15). Il s·agit du transftrt du D-glucosE- à partir 
de l'UDP-D glucose vers le D-glucose 6 -phospr,ate (Jour f ùrmer dë. 1'1' 
cx.cx.-trH1aiose 6-pr1osI:J1ate et de l'ur idine s·-pyropr1ospr1ate. Cette étal1e së 
rait grâce à la tréhalo:,e 6-phosphate synthétase Ensuite, une pttospr1at ase 
cata lyse l'enlèvemer,t du groupe pr1cspria te ce qui dorme le trénalose Ce 
mécanisme semb ·1 e être 1dent ique chez les insectes notamment chez ·1a 
sauterelle . Sniztocerca grégor1 a (Candy et ki lly, 1961) En ce qui concerne 
les crust acés, Scnwocr1 ( 197L'.) travaillant sur l'écrevisse Orconectes 
lrnwsus raiinesque détecte la synthèse de tréhalose dans les muscles 
abdom maux, les gla;'ldes antenna1es, l'intestin postérieur, le tissu 
rntegJ~nenl,nre et er, n-1ornor-e pro port ions, dans le tissu stomaca 1 11 
constate aussi la présence ae la tréhalose 6-ptiospllate synthétase qui est 
rnri i t)ee par 1e tréria·1ose De p·1 us, il ooserve que le taux de synthese du 
trer1a·1 os,:1 oepeno aes saisons, l'activité optimale dans ·1es muscie~. 
at>domrnau:.: se situar-it en iévrier et en mars Enfin, il constate qu·après 
mJection oe treha lose radioactif, celu1-c1 se distribue à partir de 
l'nemo lympr1e ver:: les autres organes 

a~ C0mme ç0mc10szrnt struçtural : 

Cette idèe a v1J le j0ur apr·ès les travaux de Elt1eïn et t1itcr,ell ( 1973) 
travaillant sur Mycct1act~rium seQmat is Quand le contenu en azote du 
mi 1 ie1J diminue. la quantité de glyc0géne augmente nettement tandis que 
celle du trér,alose reste stat1le; le glycc1gène ccir,stituerait donc une 
réserve d·ènergie tandis que le tréhalose servirait à d'autres fins. Des 
e:-:périences de marquages radioactifs cr,ez les Crustacés (Schwocr,, 1972) 
ont montré qu'il est utilisé dans la biosynthèse de la chitine après sa 
c0r,vers i0n en glucose. 

Dès 1955, Sacr.tor démontre la c·apacitè du tréhalose à servir de 
c0mbustible pour l'activité oY.ydativt: d'un hom0génat de muscle de mouche 



2 D-Glucose + 2 ATP ____.2 D-glucose 6-phosphate + 2 ADP 

D-glucose 6-phosphate --+D-glucosyl phosphate 

UDP + GLc + D-glucosyl phosphate--+UDP - GLc + PPi 

UDP + GLc + D-glucose 6-phosphate____,.tréhalose 6-phosphate + UDP 

Tréhalose 6-phosphate 

Tréhalose 

---+tréhalose + Pi 

---+ 2 D-glucose 

2 D-glucose + 2 ATP + UDP ---;~~ 2 D-glucose + 2ADP + 2UDP + PPi + Pi 

Figure16 Mécanisme détaillé de la résorption du glucose 
par le biais du tréhalose. 

) 
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domestique aussi facilement que le D-glucose. 
Clegg et E\-'an ::; ( 1961) ont mis en évidence par après le rôle ma_1eur du 
trehalo::e lor·s du vol criez les adultes de Phormia régina. Ains i, lors d'un 
vol prolongé le niveau du trér1alose dans n ,emo·1;mphe décrolt 
cons1dé,ao lernent tand1:. que ce lui du D-g lucose reste constant. Des 
obser ·~·at1ons semblables ont été faites chez Locusta migratoria C8ucher et 
l<lingentier·g , 1958) et chez la blatte Périplanata américana (Tréherne, 
1960) 
1 l sembl e donc que les concentrations élevées du trér,alose (6;74 mg/ ml 
d'HL chez l'abei1le-Arslan et al., 1986) observées dan:, l'hémo1·1·mphe 
:;oient une adaptation au vol. Chez les crustacés, le fait que les muscles 
aooominaux soient un site de synthèse important ( 11.7 mg/g de poids 
frai~. - Scriwoch, 1972) inc1 ine à penser que le tréhalose interviendrait 
comme source d'énergie lors des mouvements brusques de l'animal, 
effec tués grâce aux contractions de leurs mu'.:,cles abdominaux. De plus, il 
existe un contrôle hormonal de la libération du tréhalose: le niveau du 
tréhalo::,e dans l'hémolymphe augmente après l'injection d'un extrait de 
pedoncule occulaire. Enfin, le transport du tréhalose de l'hémolymphe vers 
le:, organe:, ains i aue sa tr3nsf ormation en glucose sont rapides (30 
minute·::. - Scri·,.·ocr,, 1972) 

c) C.ornrnf 1"termed1aire pour la résorption ou le transfert du D-gluco?,e 

L2 résorc>tion du glucose par le biais du tréhalose est possible grâce à un 
méc3n1 sme déta1 llé à la figure 16. Ce mécanisme nécessite la presence de 
trér,alase.Elle a été recensée chez l'écrevisse Orconectes limosus 
(SCl","v·:ocr1, 1972 ).El le a de même été recensée dans une grande variété 
d'organisme::, même chez ceux qui ne synthétisent ou ne stockent pas le 
trér,alose. Arnold ( 1968) propose une hypothèse selon laquelle, chez les 
·.1égétaux et le:, insectes, le tréhalose pourrait fonctionner dans le 
mouvement des hydrates de carbone, en tant que "mini transporteur" . 

1.5.3 3. Réoul3tion hormonale de la tréhalosémie : • 

Chez les m:,ectes et notamment chez le criquet Leurophae maderae (Wiens 
et Gilbert, 1967), un extrait de corpora cardiaca stimule tant la libération 
que la s·1·nthèse du tréhalose à partir du tissu adipeux. Les auteurs en 
conc luent à l'existence d'une hormone hyperglycémiante dans les corpora 
card iaca des insectes. 
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Chez les Crustacés, Scnwoch < 1972) constate une augmentation du taux de 
tréhal ose dans niemolymphe et sa diminution dans le muscle abdominal de 
l'écre·:isse Orconectes l imosus suite à l'injection d'un extrait de pédoncule 
s ocula ire:, De plus, comme l'injection de tréhalose radioactif da~,s 
l'r1ernolyrnphe d<m1maux traités avec niormone, entraine la presence d'une 
forte radioactivité dans la fraction "glucosée", il apparaît clairement que 
le t ré~1:ilose contribue à la formation du glucose de l'hemolymphe. 

1 5 4 Autres saccharides : 

1.5 4.1.Le fructose: 

C'est un sucre réducteur· qu i peut e>: 1ster sous les formes pyranose ou 
f urano:;e. 

H 

0 011 ROCH2 o OIi 

R -
H HO - H RO 

RO CH20!! ~CH20!! 

OIi H HO H 

o·après Telford< 1968a ) ce sucre est présent occasionnellement chez 
Homarus américanus, mais d'autres auteurs (Mc Whinnie et Sal 1er, 1960; 
Dean et Vernberg, 1965a) n'en ont pas trouvé. Chez Carcinus maenas, 
Telford ( 1968c) en détecte la présence par chromatographie en couche 
m·nce et estime sa concentration à 15 microgrammes par millilitre 
d'hémo lymphe totale. 
Il inter·:i ent dans le métabolisme de la chitine (fig.1) sous la forme d'un de 
ses dérive::., le fructose-6P. En regle générale, le fructose-6P est 
syn thétisé à partir du glucose via la formation de glucose-6P mais le 
fructose pourrait pénétrer dans les cellules tégumentaires à partir de 
l'hëmo lymphe1 y subir une phosphorylation et participer ainsi au 
mé tabolisme de la chitine. 
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C'est un sucre non réducteur f orrne d'une un1té de glucose et d'une unité de 
fru,:tvsf rflif.es entre elles par une liaison 0t-l-4. 

CH2OH 

OH H o¼v~ 
~

OH HOCR2 O Il 

HO - ,-..;'éR20H 

H OH OH B 

Ce sucre r,·a que rarerner1t été étudif cr,ez les crustacés. Telford ( 1968c ), 
trava1 l 1ar,t sur C.arc inus rnaerias. notf la présence dë trots disaccr,arides . 
le rna ltose, le trér,alüse, et ur, troisième dont 11 estime la concentration à 
50 rn icroqrarnrries par rntllilitre dl,émolyrncir,e totale rnats dont 11 ne 
parv ient pas à déterrn iner la nature , il ciourrait s·agir du sacct·,arose. Ce 
sucrf for11::tionnerait au rnêrne t1tre que le tréhalose cor,,rne 
r,-i1ri1t rar,soorteur· dar·,s lE: mouvernent dts r,ydratE:s de carbone (Ar-r·,old, 
1968) 

1.s 43. Le rnaltost: et lts ol iQosac.Cl",arides . 

rD-
:H20H0 H JO:ltlOH OIi 

OH H OH H 
HO H 

H OH H OH 

Le rnaltosE- est un sucre réducteur composé de deux unités de glucose 
re l iées en el les par une li a ison ex. 1 -4. L'addi t 1on d'unités suop lérnenta1res 
de glucose via une liaison ae même type amène à la f ormat.1on de 
mal totriose (t.r1saccharide ), de ma ltotétrose, etc. ... 
Le maltose et ses dérivés ont été fréquemment observés dans 
l'hémo lymphe des Crustacés. Te if ord ( 1968a ) en a trouvé chez Homarus 
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américanus mais aussi chez Carei nus maenas. ( 1968c). 
HU ( 1958) et ensuite Meenakshi et Scheer ( 1961) notent la présence de 
maltose, de maltotriose et de rnaltotétrose dans l'hémol/mphe des crabes 
Hén igrapsus nudus et Cancer· magister 
Le m::iltose pourra i t être utilisé rjans la biosyntrièse de la chitine apres sa 
conversion en glucose Scr1v-1ocr, ( 1972) a en effet enr·egistr·é 30 minutes 
3près inJect1on de ma1tose radioactif, de la radioactr.11té dans la ch i t ine 
d'écre1.·1s:,e Orconectes limosus fraîchement muée; toutef 01s le taux 
d'rncorpo:--at1on y était rnoindr·e aue celui du glucose et du tréhalose. 

1.5.5 Regulat1on de la glycémie. 

1 .5 5. 1 1 ntrc,duct. ion · 

Chez les vertébrés, ia glycémie est élevée ( 100 mg/ 100 ml de sang) mais 
elle e:,t :,table par le fa i t d'une régulation stricte. Les hormones 
respon2.ables de cette régulation sont l'insul ine, le glucagon (dans le foie), 
la nor-adrénaline, les glucocorticoïdes et enfin la somatostatine. Cette 
régulation est nécessaire car nombre de ti2,sus et surtout le système 
nerveu/ central ne peu·:ent suporter des variations de la gl ycem 1e trop 
importzmtes 
Ct"iez le:. Crustacé2. par contre, la glycémie est faible (2 à 10 mg/ 1 OOm l) et 
var-1 atil e et les tissu<:. y compris le SNC tolèrent parfaitement ces 
·.-ariations. 

1 S 5 2 La H G.H. (hormone h'r'Perglycé~ i 3r: te )· 

En 1944, Abramo•;: 1tz, tra·.-a i l lant sur Uca puai lat or constate qu·une . 
ab13tion des P.O. ne mod i fie pas la glycémie, mais que par contre, une 
inJecti on d'un extrait de P.O. l'augmente bruta lement dans les heures qui 
su1 ·.1ent. 11 y a donc une hormone hyperglycém iante contenue dans les P.O. 
dont l'action s·exerce via la transformation de la phosphorylase ben 
phosphor,- lase a ~.u1te à une augmentation du taux d' AMPc ( Spindler, 1976 ) 
. Cette hormone est un o l igopept ide (57 AA) dotée d'une certaine 
spécificité car r HGH de Carcinus n·est pas active chez Orconectes et 
in·.,ersement. 
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1 : .5 3. Facteur·~. internes agissant sur la glvcémie : 

- la reproduction : 

Dean ( 1965) a montré que 13 glycémie des crabes est doublée en période 
de reproduction. Pendant le même temps, l'act i·.iité de 13 glycogène 
s;:nthase est i'.l son minimum (Gomorosa·:a, 1976). 

- la mue · 

Pendant l 'in termue (C4), l'animal emmagasine des réserves importantes 
dan::. les hémocytes. Lors de la période préexuvia le, il utilisera ses 
reser·:es avec comme conséquence une hyperglycérn ie 

L'infl uence de ces deu >: facteurs a pu être démontré chez Uca par Dean 
( 19::,5) ou le rythme de la gl/cémie est dû à un effet conJugué de la 
pr,c t opér1 ode et du rythme des marées 
Le méme phénomène aopliqué aux sucres réducteurs a été démontré par 
w111 1ams ( 1985) chez Carcinus maenas. 

L'exposition a l'a ir de L ib inia émarginata entraîne une augmentation de 200 
'f7v du taux de glucose dans l'hémolymphe (Kleinbolz et Little, 1949). Une 
ob::,ervat1 on analogue a été fa i te chez le crabe Chasmagnathus granulata 
(Do::. Santo::., 1986). 

- La température : 

Dean ( 1965) a montré une augmentation de la glycémie proportionnelle à 
la température. 



- Le stress : 

Il ;:iro·:oque dans tou:, les cas une hyperglycémie : il peut étre dû à la 
manipulat1on (Telf ord , 1963) ou au surpeuplement. Ainsi, chez Caï çi nus 
maenJs, si la popu lation s'élèv_e à plus de 25 crabes par· demi metre carré, 
i 1 ~:er:su 1 t une h/perglycem 1 e (Johns ton, 197:2) 

- l'alimentation· 

Celle-ci modi fie con:.i dérablement la glycémie. Chez Carcinus maenas 1 au 
cours d'une période de 25 jours de jeûne , les réserves de glycogène sont 
ut i lisées d'at)ord rap idement puis lentement jusqu· à ce qu'e ll es soient 
totalement épuisées. Lors de la renutrition, ces réserves sont entièrement 
reconsti tuées endéans le:, deux jours (Heath, 1970 ; Saravanan, 1981 ). 

1,6.Autres t xpes de réserves: 

C1ans ,:e tr·av2i 11. rv;us nous sommes volontairement limités à l'Hu 1je des 
s1J1: res et de le 1Jr rô le dans li? métabolisme énergét ique. 
Ce~•endant,no1Js sommi;s conscients de l'importance d'autres métabolites 
te i~ 1J•Je 11:-s lipi1ji:-s et les protides. 

1 ls sont stockés en grande partie dans l'hépatopancréas.Deux particularités 
m12tab0li q1Jes distinguent les Crustacés des Vi;rtébrés: 
-,j"i.me p3rt,les Crustacés sont incapal:'les d'allonger les acides gras non 
sa 1Jres et dïn tr0duire uni; deuxième ou une trois ième ,jouble liaison à 
l'intérieur d'? ceu\ - ci ce qui a pour conséq1Jence que la variation des aci des 
gras p0lyinsaturés ne reflète que la diversité diJ régime alimentaire. 
-d'autre part,ce s0nt les phospholipides qu i sont les principaux. lipides 
circulari ts ,n0tamment chez!:_. maenas( Ceccaldi et Martin, 1969) 
contrairement a1Jx Vertébrés où ce rôle est joué par les acides gras. 

1.6.2.Li;s pr0tides: 

Les composés azotés constituent une fraction importante de la masse 
t i ss1Jl aire des Crustacés( 40 à 80 % du poids tota 1 suivant les espèces ).Le 
rn ~tabc1l isme azoté des Crustacés,et principalement celui des protéines, 



dépend de leur· nutrition.de leur croissance,de leur dé·1eloppernent ainsi que 
de leur ajustement physiologique aux variations internes et externes 
(Pequeux , 1979 ) 
Les acide::. aminés peuvent se trouver sous forme libre ou faire partie 
intégr3nte de protéines et de peptides.Sous forme libre,leur concentration 
est nettement plus élevée que dans les tissus correspondants des 
Vertébrés.Dans le ca::. de l'hémolymphe,Frédéricq( 1901) avait déjà postulé 
l'e>:istence d'un pool intracellulaire d'anions organiques constitué d'acide:, 
arn1nés libre::. pou, pall ier la déficience en anions inorganiques.Ce pool 
m3int iendra1 t la bJ lance osmot iaue(S iebers, 1972). 
Cr,ez ( maer,a::., la concentrat1on en protéines est de l'ordre de 2e 
mg/ ml.L 'hémocyan ine peut constituer Jusqu'à 90 % de cette valeur;sa 
concent ratwn ·:ar1e en fonction du cycle de mue.Busselen( 1970) et Cuzon 
( 19-:'2) on t ot)ser·:é que le taux de protéines vari e de mJnière importante 
J'ie t. 13 sa lini té du mi lieu et la nutrition.Le taux d'hémocyanine diminue 
quant à lui a·.ec le temps de Jeûne.ce qui montre que l'hémocyanme joue 
3US51 un rôle de protéine de réserve. 



ttuu~itre 2: Matériel et méthodes: 

2.1.Choix du matériel : 

2 1. 1 lnterêt de l'étude expérimentale des Crustacés · 

De prime aoora, l'étuoe des Crustacés peut paraître secondaire. Cependant, 
de nombreux pays y accordent de plus en plus de crédit étant aonne leur 
import ance economique grandissante ainsi que leur intérêt dans les 
domaines écologique et médical . 

- 1 mportance économ 1que des Crustacés : 

La cna1r aes Crustacés s·avérant être ri crie en protéines et donc très 
nourri ssante, une pêche eftreinée s·en est suivie menaçant les populations 
ae crevettes, de ricirnaras, d'écrevisses, . 
L'econom 1e de certains pays dont le Groenland et la Nouvelle-Zélande 
aépeno en grande partie de la pécrie de ces ani rnaux L'élevage peut apporter 
une solution au proti lèrne du déclin des popul ations mais il nécessite de 
nombreuses études étant donné l'existence de plusieurs stades dans le 
cyc·1e larvaire des Cru·3tacés et leur sensibilité aux rntections ( Baucriau, 
1966 ) 

-Importance écologique : 

Les Crustacés occupent une place prépondérante dans la cha îne al imentaire 
; certains d'entre eux sont carnivores tandis que d'autres constituent une 
source de nourritur·e appréciable pour· de nombreux poissons Enfin, une 
parti e est détr·itivore participant ainsi au recyclage des déchets 
organiques C Bauchau, 1966 ) 

-Importance médicale : 

De nombreux crarJes véniculent des riôtes dangereux pour l'homme. C'est le 
cas de certains crabes de rivière africains qui portent sur leurs 
péréi opoaes les oeuts d·un Simuliaé les protégeant ainsi de la 
désr,yaratat1on. Or ce Simulidé est le vecteur de la fil aire Onchocerca 
vo lvt/1us qu i provoque des cas de cécité oans des villages entiers. C'est 
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aussi le cas de certains crarJes d'eau douce qui servent d'riôtes 
interrnèdia1res à la dou·.:e pulmonaire du genre Paragonimus. En cas 
d'ingestion, une pathologie comparable à la tuberculose peut se manifester. 

La cr11tine ( polymère de N-acétylglucosamine) de leur carapace peut être 
tr-arisf orrnée en cr1itosan après déacétylation Ce composé se présente sous 
la forme de fibres pouvant étre implantées dans la peau sans risque 
d'3l lerg e et a·:ec résorption lente. De plus, les bactéries ricnes en lactase 
se developpent facilement dan:; le chitosan. Dès lors, son administration à 
des mdi•.iidu:: permet une assimilation plus aisée des protéines du lait 
(Hack:mzm R H., 1971 ). 

;:.1.: lntér·ét de l'étude de l'hèrnolvmphe de Carcinus maenas : 
' 

L'hémo lyml)t,e est un tissu particulièrement impliqué dans le phénomène de 
13 mue. Celle-ci nécessite en effet un apport de matériau que seule 
ll1érnoiyrT1pne peut garantir. Deux conception2, exi stent quant à l'origine de 
Cf matéri au : 
- soit la quarit1té de chitine résorbée avant la mue est suffisante pour 
fourn ir non seulement le matériel requis pour la synthèse de la nou·.:elle 
cuticule mais auss i pour contribuer au métabolisme énergét ique pendant la 
pér iode 01j l'animal ne s·a11mente pas. Cette conception est appuyèe par les 
tr-~3'.'3~lX de Urich et SL)€Ck ( 197:2) et de Gv.' inn et Ste·.-e:-'i:Gr'; ( 1973 ) (?Ji 

ont montré par des expériences de marquage2, rad ioactifs qu'avant la mue, 
l'écrevi:se o ·cor,ectes limosus utilisait principalement la glucosamine 
lit1érée suite à la dégradation de l'ancienne cuticule. De plu:,, le contenu en 
cr,itine de l'écrevis:.e est élevé ( 51 mg/g du poids frai2, ) et. 
l'accroissement en taille par mue e:,t faible : 5 à é % ( Speck et al ., 1969 ); 
ce2. cond 1t1or.s cadrent bien avec la conception propo:,ée même :.'il existe 
un léger exces de la demande sur· l 'offre 

- soit l'élaboration de la nouvelle cuticule nècessite l'utilisation du 
gl·1cogène C Renaud, 1949 ). En effet. chez .C. maenas le contenu en chitine 
est faible ( 20 mg/g du poids frais) et l'accroissement en taille par mue 
est important : 25 à 30 % ( Speck et a\., 1969 ). Le matérie 1 résorbé est 
donc insuffisant et il faut envisager un apport supplémentaire de matériau 
·,'ia l'hémolymphe qui en serait elle-même la source ou la véhiculerait à 

' part ir d'autres t i ssu2, 



2.2. Généralités : 

2.2.1. Préseritat'ior1 de respèce étud•iée : 

C. rnaenas. appelé popu12iir·ernent" cr-abe enr-agé" est ur1 Artriropode 
Cru~.tac.é cornrnun dan~. les rner-s d' Europe. Les cinq paires de pattes et 
l'aN.iornen d1scr et lë ranqërit dans les Décapodes Bracriyour es. 11 appart ient 
à la fa rnille des Portunidaé de par la présHice de tro•is pointes mousses sur 
le bord du front et de cinq rjents dirigées vers l'avant sur lés bords 
antéro1atér·au>-, de la carap2ice . Celle-ci est généralement ver·d~trt 
dorsaiernent et r·ougéâtre ventr-alernent. A l'appr-oct-ie de nliver. ce cr·abë 
rnigr-e vHs les eaux plus pr-ofündes. i 1 ne r-éintègr·e la zone dé balancement 
de rn a:- ées qu·en avr·i 1- rnai: C'est l'époque à laqué llé "il se reproduit . Ce 
crabe rnue régul ièrement lor-squïl est jeune rnais ce priénornène se raréf"ie 
ou disparaît avec l"âge. Cette espèce est carnivore et se nour-r-it de 
poissons. de crevettes. de fr-ai de rno llusqués et de criair morte. 

,.. ,,.. 'Î R' · 1t · L.t... . ecu e : 

Les crabes étudiés ont été récoltés début jui ilet à la côte belge. Ce 
rï1ornent a été ci•ioisi pour le fa i q1.i ~ c.'e~.t la seulè époque de l'année à 
laque ie iis muent. t~ous nous sornrnes limités à l'étude des Cr'abes de sexe 
rnâle. aisément reconna issables à la forme tr-iar·igulaire de leur· abdorr1en . 
celu i-ci étant ar-rondi criez les femelles. En ef fet. nos expér•iences 
requi èrent des individus ct·iez qui la rnue constitue un évènernent dorni nant. 
Or· .la sper-m atogenèse est un priénornène rnoins pei-tur·bant pour la r11ue que 
l'ovogenèse qui demande une Quantité irnpor·tante de matériau. Pa:-rni les 
ir1dividus rnâies. nous n·avons r'etenu que ceux dont la largeur· rnaxirnale du 
cépt·ia 1 ott·1or ax éta i t corn prise entre quatr'e et six centimètres . 

Ces C'Jt)es ont été ensu ite rnaintenus plusieurs Jours dans des conditions 
aussi procries que possible des conditions naturelles : 

- sa l inité de l'eau : les cr-abes sont maintenus dans une eau de mer 
ar•tificielle ( Vitakraft : 3ï,5 g/1) continuellement filtrée et oxygénée. 
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- temperature : elle corr·espond à celle de la pièce, c.à-d. plus ou moins :20· 
pour la période estr:ale. 

- éclairement · il est réalisé par la lurnièr·e naturelle. 

- alimentation : les crabes sont nourris deux fois par semaine avec des 
moules M'/t ilus edu1 is 

- espace : la densité de la popu lation est maintenue inférieure à douze 
crabes/m2 afin d'éviter le stress dû à une surpopulation ( John'.:, ton, 1972) 



- 29-

2.3, Démarche expérimentale généroJe . 

1. Prélèvement de l'hémolymphe 

2. Comptage des hémocytes 3. Traitement de l'hémolymphe 

4. Désionisr.1tion de 6. Dosr.1ges 
l'hémol yrphe 

S. Chromr.1tographie 
en couche mince 

7. Recherche du stade de mue 



A 

E-:, 110mm 
, 

t 
8 1/Smm 

t 

.-

. 

FIG.1?. Reprêeentation d'un des 9 grande carrêe 

compris dans un quadrillage de 1a cham

bre de BÜRKER 



- 30-

1. Pré lèvement de l'hémo lymphe : 

Le prélèvement de l'hémo lymphe est effectué deux jours après le 
nourr issage des crabes, délai qui s·avère être nécessaire pour la 
stab ilisat ion de la glycémie ( Busselen, 1970 ). De plus, le prélèvement est 
effectué au même moment de la journée< début d'après-midi ) pour-
é 1 iminer les variations journalières du taux de glucose. 
L'échantil lon d'HL est pré levé à la base des pattes, au tr·avers d'une 
membrane souple , la membrane articulair·e. On dispose pour cela d'une 
seri ngue d'un ml ( Plastipak ) montée d'une aigui lle stér ile ( Micro lance 23 
Gl 0,6-25 n°l6). La seringue a été préalablement rincée a·;ec une solution 
ant 1coag0lante const 1tuée de Nacl 0,45 M; EDT A 1 O mM C gardée à fro id ). Le 
Nacl permet d'obtenir un milieu isotonique à l'hémolymp~ie tandis que 
l'EDTA prévient l'agrégation des hémocytes ( Soderhall, 1983 ). Afin de 
préser-.·er l'intégri té structurale des némocytes, on ôte l'aiguille avant de 
vider 1a seringue Le prélèvement est répété sur le même animal en vue de 
di sposer d'une quantité de matériel suffisante. 11 est important d'utiliser 
une nou·:elle ser·ingue pour chaque prélè ·✓ ernent car des seringues de 
rée rnp loi entrainent des coagulations intempestives. l'hémolymphe 
pré levée est di luée dans un volume fixe de la solution d'anticoagulant 
maintenue entre O et 5 •. 

2 Comptage des hémocytes : 

11 s·ertectue au mo·1·en de la chambre de 8ürker. Celle-ci consiste en une 
grosse lame de verre portant deux quadrillages gravés dans 1~ masse et 
séparés par une dépression. On dépose le couvre-objet ( 24 X 50 mm ) sur 
les rebords humectés de la cnambre de Bürker. Une goutte d'hémolymphe 
diluée dan5 l'anticoagulant est déposée sur le bord de la plaque et pénètre 
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 grand~. 
carres ayant chacun une surface de l mm2 ( fig. 17 ). Ces grands carrés 
sont eux-mêmes composés de 16 petits carrés dont la surface est de 1 /25 
mm2, ce qui leur donne un volume de 1 /250 mm3. La chambre de Bürker est 
placée sur la platine d'un microscope Zeiss standard et la préparation est 
observée en microscopie à fond clair. Les petits carrés dans lesquels se 
fait le comptage sont choisis au hasard mais de façon identique pour 
chaque comptage réalisé ( une diagonale de 5 des 9 grands carrés). Les 
résultats 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 la dilution, le nombre moyen d'hémocytes par mm3 
d'hémolyphe. 

3. Traitement de l'hémolymohe : 

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

- En ce qu i concerne les hémocytes, le culot obtenu est lavé dans un volume 
fixe d'ant icoagulant 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 son1qué 3 X 5" avec des 
intervalles de 15" ( Virsonic cell disrupter model n· 1 so > jusqu'à 
l'obtention d'une solution blanchâtre homogène. La sonicat1on se fait à" 
Power 50 ". Cette solution est ensuite déprotéinisée de la même man1ère 
que le plasma. Dans les deux cas, 1 ml est prélevé pour la chromatographie 
en couche mince ( CCM ) tandis que le reste est affecté aux difféfrents 
dosages. · 

4. Désionisation : 

Cette étape a été rendue nécessaire par le fait que lorsque l'échant1llon a 
déposer sur la plaque de CCM contient des sels, ceux-ci perturbent la 
m1grat1on des sucres : après révélation de ces derniers, 11s apparaissent 
non plus sous forme de taches mais sous forme de trainées, ce qui rend 
toute Interprétation 1mpossible. Or, l'hémolymphe de c.. maenas présente 
les concentrations su1vantes en ions< mM/1 ) : Na : 468; K: 12, 1; Ca: 17,5; 
Mg : 23,6; Cl : 524. 
Le Na et le Cl sont donc major1ta1res. 
Devant ce problème, nous avons essayé plus1eurs techniques de 
désionisation mais sans succès: 
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- La séparation des sucres et du Nacl sur tamis moléculaire ( Séphadex 
G-1 O ) a permis d'obtenir deux pics distincts mais trop superposés. En 
conséquence, cette technique a été abandonnée. 

- de même, le petit poids moléculaire des monosaccharides ne permet pas 
d'employer la technique de dialyse. 

- nous avons ensuite employé une résine chargée à .. 11ts mélangés .. ( AG 
501-XS ); 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-S03 ). Cependant il est apparu que 50 % du glucose restait 
adsorbé sur la matrice de styrène-divinylbenzène (fig. 18 ).Lors de cette 
expérience, 1 ml d'une solution de glucose 0.1 % dans du Nacl 0.45 Ma été 
déposé au sommet d'une colonne contenant 3 ml de la résine.Après avoir 
laissé pénétrer l'échantillon ,nous avons reccueilli des fractions de 0.25 
ml.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 spécifique minimale. Le gel DE 52 échange un ion hydroxyle lié à son 
groupement fonctionnel < diéthylaminoéthyl ) avec un anion dont l'.affinité 
avec le groupement fonctionnel est nettement plus élevée. Le gel 
SP-trisacryl procède de même avec un proton et un cation. · 
La préparation de ces deux gels nécessite de les faire gonfler pendant 1 /4 
d'heure : 10 ml de SP-tr1sacryl sont mis à gonfler avec 10 ml de Nacl 1M 
tandis que 5 g de DE 52 sont mis à gonfler avec 30 m 1 d'eau.11 est 
nécessaire de mélanger constamment pour permettre une bonne 
hydratation. On dépose ensuite chaque gel hydraté dans une pipette ( 5 ml ) 
dont le fond a été préalablement obturé au moyen de laine de verre 
surmontée de quelques billes. On rajoute du gel jusqu'à un volume de 5 ml ( 
volume nécessaire pour que sa capacité d'échange soit de 1 méQ. ). Le gel 
échangeur de cations est lavé avec deux fo1s son volume d'HCl N, pu1s avec 
deux fois son volume d'eau. Le gel échangeur d'anions est lavé uniquement 
avec deux fois son volume d'eau. Lorsque cette étape de préparation est 
terminée, la désionisation de la fraction plasmatique ou hémocytaire peut 
être abordée selon le procédé suivant ( à fro1d): on dépose 
précautionneusement 1 ml de la fraction choisie sur le sommet du gel 
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échangeur de cations. Une fois pénétrée, elle est éluée avec de l'eau. On 
recueille uniquement la fraction dont le pH est acide : plus ou moins 6 ml . 
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 
résultats présentés à la fig. 19 montrent que la fraction acide contient la 
presque totalité du glucose (récupération= 95,2 % ). 
Cette fraction est ensuite déposée sur le sommet du ge 1 échangeur 
d'anions; après l'avoir laissé pénétré, on recueille 20 ml d'éluat. Ce volume 
correspond à la récupération complète des sucres .Ces 20 ml sont ensuite 
versés dans un petit récipient à fond plat et lyophilisés. Lorsque la 
lyophilisation est terminée, on resuspend le lyophilisat dans un volume 
d'eau minimal. 

5. Chromatographie en couche mince< CCM ) : 

5.1. Principe de la technique : 

La séparation par CCM se base sur le principe d'adsorption. Les 
constituants de l 'échantillon sont entraînés par une phase mobile organique 
( le solvant d'élution) à des vitesses différentes selon leur affinité pour la 
phase so 1 ide stationnaire. Ce 1 le-ci est constituée d'eau généralement 
adsorbée sur un support hydroph i I e te 1 que une couche mince de Si 1 i ca-ge l. 
La séparation de la phase aqueuse et de la phase organique s'opère 
d'e 1 le-même sur le support. La silice étant capable de fixer 50 % de son 
poids d'eau, elle retient la phase aqueuse tandis que la phase organique 
poursuit sa progression. Les substances à séparer migrent à des vitesses 
différentes selon le rapport de leur solubilité dans les deux phases 
1 iquides, c.à-d. selon le coefficient de partage. Dans le cas particulier des 
sucres, les groupements hydroxyles sont très po !aires; plus leur nombre 
est élevé, plus la substance est retenue par l'eau et plus son Rf est faible; 
pour un même nombre de groupements hydroxyles, la vitesse de migration 
peut varier en fonction de la configuration spatiale de la molécule. 
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5.2. Réactifs et matériel utillisés pour la CCM : 

- plaques chromatographiques: Silica Gel DC-FK 60, feuille de 20 X 20 cm ( 
Merck, Art. 5748 ). 

- cuve chromatographique de verre, recouverte sur toute la hauteur des 
parois intérieures par une feuille de papier filtre imbibée du solvant 
d'élut ion, ce qui assure une saturation rapide et homogène de l'enceinte. 

- solvant d'é1ution: 
Composants : 2-Propano l; eau; pyri dine. 
Proportions respectives (V/V): 60; 15; 25. 

- étalons glucides : 
l ls sont préparés à partir d'une solution aqueuse de chaque sucre ( 20 mM ); 
pour le glycogène la solution de départ était 0,01 mM. Le volume déposé sur 
la plaque est de 5 JJ.l . Après ajustement par dilutions, ce volume 
correspond à une quanti té de : 
. 1 O nmôles ( plus ou moins 2 µgr) pour les monosaccharides ( glucose, 
fructose ) . 
. 5 nmôles pour les autres glucides, ce qui correspond à : plus ou moins 1 
µgr pour les disaccharides; 1,5 µgr pour le maltotr1ose; 2 µgr pour le 
rnaltotétrose; 3 µgr pour le maltohexose . 
. 2,5 µg pour le glycogène. 

-révélateur des glucides . 
Solution de naphtalène-diol 1-3 à raison de 20 mg dans 10 ml d'une 
soluti on alcoolique contenant 5 % d'acide sulfurique concentré. 

5.3 Mode opératoire : 

L'emplo i de la plaque de chromatographie ne nécessite aucune préparation 
par'tiCul ière. A l'aide d'une m icropipette < 20 µ 1 ), on dépose un volume 
défin i de l'échantillon à analyser sur une ligne tracée à 1,5 cm du bord 
inférieur. On dépose de la même façon 5 p.l des différents étalons à 1,5 cm 
l'un de l'autre et de part et d'autre de l'échantillon. Chaque dépôt est 
réalisé en plusieurs fois avec chaque fois un séchage pour év1ter 
l'étalement. Ensuite, on dépose la plaque dans la cuve. Une fois la migration 
achevée< front du solvant ayant parcouru 11 cm ), on sèche la plaque et on 
la remet dans ia cuve jusqu'à ce que le front atteigne 16 cm. Cette 
migration en deux étapes se justifie par le fait que, pour un solvant donné, 
les meilleures séparations sont obtenues après deux développements 
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successifs <:;éparés par un bref séchage ( Bounias, 1976 ). Après ce dernier 
séchage, la révélation est effectuée par· pulvérisation sur· la plaque du 
re·✓ é lateur suivie de 1 o minutes de chauffage à 1 oo· . Les glucides 
apparaissent en bleu sur· un fond orangé uni . 
Nou:, a-.•i ons envisagé d'employer une métriode spectrop~iotométrique pour 
déterminer la quantité de glucides présente dan:, le:; taches mais il s·e:;t 
a·:éré qu·une estimation" de visu" suffisait pour les buts que nous nou:. 
étions fi xés< cfr chap discussion ). 

f Dosages · 

6 1 Gl ucose : 

Le cr,o r:: du dos3ge décrit ci-dessous a été gu idé par le f3 i t qu'il est dix 
foi ~.·olu-:, :,elîs1ble que le dosage à la glucose-oxydase. De plus, il permet de 
doser le fructose et le gluc:ose E, P. 

Glucose + A TP ~ Glucose 6P + ADP 

Gl ucose 6P + NADP+---+ 6-Phospr1og luconolactone + NADPH + 1--i+ 

Er, présence d'ATP et à pH 8,5, lliexok inase ( HK ) catalyse la 
t rans formation du glucose en glucose 6P et la libération d'ADP 
En présence de NADP et à pH 7,4, la glucose 6P-déshydrogénase ( G6P-DH ) 
cata l'f::,e la transformat ion du glucose 6P en 6-phospr1oglucorîolac tone ainsi 
QUE- la réduction du NADP-+en NAD PH + H ' 
L'e:.: tinction à 340 nm est direc tement proporti onnelle à la quantité de 
NADPH formé si les cona1tions de concentration des substrats, des 
cofacteurs et des enzymes sont adéquates . 

• 



Sensibilité du test : 
Dans le~. conditions expérimentales choisies, une densité optique (DO) de 
1000 correspond à 321 nmô les de NADP réduit ( équivalent au glucose ). 
Le calcul suivant est donc nécessaire pour connaître la concentration du 
glucose ( Pt1 = 198. 18 ) : 

DO X 32I / I 000 X 198, 18 X dilut1on = µg/ml 

- Fructose et fructose 6P : 

Ce dosagé est effectué en ajoutant dans le milieu une 
pr,ospr1oglucoisomérase ( PGI ); cette enzyme catalyse la transformation du 
fructose 6P er, glucose 6P. 
Cette méthode ne nous permet pas de faire la distinct ion entre le fructose 
et le fructose 6P tout en dosant simultanément le glucose et le glucose 6P. 
En conc lusion, le dosaqe du çilucose, du glucose 6P et du fructose peut être 

' ' ' 

résumf comme suit. 

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

Glucose 6P + NADr+-+ 6-Pgluconolactone + NADPH + H-t 

1 PG i 

Fructose 6P 

Nous avons employé une invertase< p-fructosidase) qui catalyse la 
transformation du saccharose en fructose et en glucose à PH 4,5. Le 
glucose est ensuite dosé selon la méthode précédemment décrite. 

-Maltose et. o l 1gosaccharides < Boehringer, 1970 ) : 

Nous avons employé une maltase ( C(_-glucos1dase ) qui catalyse la 
transformation du maltose et des oligosaccharides en glucose à pH 6,0. 
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-Sucres comprenant des liaisons cx.1-4 ou cx.1-6 : 

L'amyloglucosidase hydrolyse à pH 5,0 tous les sucres qui comprennent des 
liaisons cx.1-4 ou cx.1-6; c'est le cas du glycogène, des glucides 
précédemment cités mais ce n'est pas le cas du tréhalose dont la liaison 
est de type ex. 1-r 
Cette particularité nous permet de connaHre la concentration du tréhalose 
par différence entre ce dosage et celui des sucres réducteurs ( v. p. 40) 

- R~partition d'un échantillon de plasma pour les dosages : 
100 µl : glucose, fructose. 
100 µl : maltose. 
1 Oû µ l : saccharose. 
100 µ l · g luc1 des comportant des l ia1sons ex., 1 -4 ou ex., 1 -6 

- Répar tition d'un échantillon d'hémocytes : 
200 µl : glucose, glucose 6P, fructose. 
200 _µ l . saccr,arose. 
200 µ1 : ma ltose. 
50 µ I · gluc1oes comportant des l ia1sons ex., 1-4 ou ex., 1-6 

-Transformation du maltose et des oligosaccharldes en glucose : 
On ajoute 250 µl de tampon acétate pH 6,0 à l'échantillon puis on ajoute 1 O 
ul < 0,4 u. ) de maltase. On incube à 37° C. pendant une heure. 

- Transformation du saccharose en glucose et en fructose : 
On ajoute 250 µ1 de tampon acétate pH 4,5 à l'échantillon, puis on ajoute 
1 o µl ( 0,4 U.) d'irwertase. On incube une heure à 37° c. 

- Transf ormat1on des glucides comportant des 11a1sons cx.1-4 ou cx.1-6 en 
glucose : 
On ajoute 100 µl d' amyloglucosidase ( solution à 1 mg/5ml de tampon 
acétate M pH 5,0 ). On porte à 1 ml avec de l'eau et on incube une heure à 
37• C. 
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- t1ise à pH des solutions : 
Lorsque les échantillons ont incubé, ils sont amenés à pH 7,8 avec les 
tampons suivants : 
. Tampon Tris-Hel M pH 7,8 dans le cas du maltose et du saccharose . 
. Tampon Tris-Hel M pH 8, 1 pour les glucides comportant des I iaisons or., 1-4 

ou or., 1-6. 
Le vo lume des cuvettes est porté à 1,5 m 1 avec le tampon approprié ou avec 
de l'eau dans le cas du glucose. 

- Préparation du m1l1eu de réaction : 

ATP 50 mr·1: 0,2 ml; concentration finale= 5 mr1. 
r19 (Ac )2 100 mt"'l : û, 1 ml; cc finale= 5 mM. 
B-mercaptoéthano l 0, l f"'l : 0, l ml ; cc finale = 5 mf"L 
NADP 10 ml1 : 0, l ml; cc finale= 0,5 mr1. 

Ce mi l ieu est a Jouté aux solutions tamponnées. Le volume final est donc de 
2 ml. 

- Dosage proprement dit : 

Les solutions sont placées dans des cuvettes ·en verre ( "path" 1 cm) de 3 
ml Le dosage s'effectue à 25° C. au moyen d'un spectrophotomètre ( 
LKB-UL TR0SPECK 4050 ) . 

. Dans le cas du plasma, la marche à suivre est la suivante : 
A Jouter 1 O p.1 ( 0,3 u ) d'HK à la solution 
Régler l'absorbance à O. 
Ajouter 10 µ 1 ( 0,3 U. ) de G6P-DH. 
Pour doser le fructose, il suffit d'ajouter 1 O µ1 ( 0,3 U.) de PGI lorsque 
l'absorbance dûe au glucose n·augmente plus . 

. Dans le cas des hémocytes, les modifications suivantes sont apportées. 
Mise à o de l'absorbance. 
Ajouter 10 µ 1 de G6P-DH ( dosage du G6P ). 
Ajouter 1 O µ1 d'HK lorsque l'aDsorbance demeure stable ( dosage du 
glucose). 
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Ajouter 1 O µ 1 de PGI lorsque l'absorbance demeure stable ( dosage du 
fructose 6P ). 

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

6.2 Glycogène . 

Ce dosage s'effectue en fixant le glycogène sur du papier Wr,attman ( E 31 ) 
qu1 a la prnpriété de le garder sélect ivernent lorsqu·i 1 est lavé en mi I ieu 
alcool 60 %. 
Ce papier est découpé en carrés de 2 cm de côté. On y dépose 50 J1 l de 
l'échant i ! Ion à ana lvser. 

I 

On réalise un lavage de ce papier à froid dans une solution 2/3 alcool-1/3 
eau pendant 2û mmutes. On répète ce lavage deux fois mais à température 
ambiante. 
Lorsque ces lavages sont terminés, on sèche le papier à l'acétone. On le 
roule et on le plonge dans 1 ml de la solution d'amyloglucosidase ( v. p. 30 
) On incube une heure à 37 • C. 
Apres l'rncuoation, on retire le papier et on oose le glucose sur 500 µ1 
selon la méthode décrite précédemment. 

6.3. $1Jcres réducteurs ou composes d'unités réductrices : 

6.3.1. Principe du dosage : 

Le dosage des sucres réducteurs se fait au moyen d'anthrone. En présence 
d'acide sulfurique concentré, ceux-c1 forment des cycles furfural qui se 
condensent avec l'anthrone pour donner un complexe vert foncé. 

6.3.2. Préparation du réactif à l'anthrooe : 

On aj oute à 30 m 1 d'eau bldisti llée 120 mg d'anthrone. On ajoute ensu1te 60 
m 1 d'H2S04 concentré ( 36 N ) à cette suspension ce qui a pour effet de 
solubi liser l'anthrone. Ce réactif ramené à température amb1ante n'est 
stable qu'une semaine environ. 
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6 3.3. Mode opératoire: 

Ce dosage se fait sur 1 ml d'échant111on. On lu1 ajoute 2 ml d'H25O4 
concentré C 36 N) à froid, puis 3 ml de réactif à l'anthrone et on laisse 
incuber le tout 1 O minutes à 1 oo·. On mesure l'extinction au 
spectrophotomètre à 620 mm. Dans de telles conditions, 11 apparaît qu'elle 
est proportionnelle à la quantité de sucres réducteurs pour autant que 
cel le-ci ne dépasse pas 200 Jl9· Chaque mesure a été réalisée en double. Les 
étalons correspondent à 5, 1 O, 25 et 50 Jl9 mesurés dans les mêmes 
cono1t10ns 

7 Recnerche pratique des stades de mue : 

- Le seul critère obJectif pour différenc1er la postmue des stades suivants 
est l'absence ou la présence de la couche membraneuse.Ce test nécessite la 
mise a mort du crabe et la découpe de la carapace dorsale. Lorsqu'on la 
casse en deux, deux possibilités se présentent : 

. soit les deux morceaux se séparent et le crabe est donc en postmue. Pour 
plus de préc1s1on, on suit la clef suivante : 

Exosquelette mou : stade A 
Méropodites pouvant être courbés: propodites des pinces souples: B 1 

propodites des pinces rigides : B2 
Méropodites aplatissables : C 1 
Méropodites durs: C2 
Exosquelette r1g1de : C3 

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

- Pour différene1er l'intermue de la prémue, il est nécessaire de faire 
l'examen de l'épipod1te branchial externe. Deux cas peuvent se présenter : 

a) L'ép1derme est collé à l'exosquelette. Dans ce cas, le crabe est encore en 
intermue. 



I 
Photo 4. épipodite branchial externe ( G = 800) 
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b) L'ép iderme est décollé de l'exosquelette. Dans ce cas, le crabe est en 
prémue.Ceci s'observe aisément lors de l'examen microscopique de 
l'épipodite branchial externe ( photo 4 ); celui-ci porte à son extrémité de 
très nombreuses soies.L'examen de l'un d'entre eux révèle très bien la 
rétraction de l'épiderme ( photo 5 ). 
Diverses observations permettent de préciser le stade : 

1) Test du dactylopodite : si on le casse, les deux morceaux se séparent 
aisément et l'épiderme sous-jacent apparaît décollé de l'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. 

- Enf in, l'exuviat1on se manifeste par le soulèvement de l'ancienne 
carapace et le déplissement du nouvel exosquelette. 

Photo 5. soie de l'épipodite branchial externe ( G • 3200) 
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ChaP-itre 3 : résultnts et discussion : 

31 . Chromatog~Qhie en couche mince ( CCM l 

3.1. 1. But de la méthode : 

Le dosaae des différents glucides par la méthode de la G6P-DH présentait 
~ -

dè:. le départ quelques peints criticat,les. Ainsi, cette- métr,ode ne nous 
permet pas de doser directement le tréhalose dont la concentration n'est 
connue que par la différence entre les résultats obtenus par le dosage à 
l'anthrone et ceux obtenus par le dosage à l'amyloglucosidase. 
De plus, l'utilisation de la maltase ne nous donne pas seulement la 
cor,centration en maltose mais aussi celle des oligosaccharides ( 
maltotriose, .. . ). 
Pour combler les lacunes de ce type d'identification, nous avons décidé 
d'ernp loyer la technique de CCM. El le apporte une solution aux problèmes 
évoqués précédemment er, permettant d'identifier directement le trér,alose 
et les o l igosaccr,arides lorsque ceux-ci sont présents. 
En out rE-, elle permet de vérifier les résultats des dosages biochimiques à 
la fois sur le plan qualitatif et quantitatif: 

- Au point de vue qualit.atif, elle perm~t de v$rifier l'existence des sucres 
dosés. Elle peut de plus éventuellement révéler la présence d'autres sucres 
, ce qu i n·a toutefois pas été le cas ici. · 

- Au point de vue quantitatif, elle permet une vérification grossière des 
concentrations obtenues par les dosages enzymatiques; cette technique est 
er, effê:t semi-quantitative. 

3.1.2 Rf3Ultats : 
Pour cr,aquE- plaque chrornatographique, il a été procédé à deux migrations 
successives du solvant d'élution; comme dans ce cas, la notion de Rf perd · 
une partie de son intérêt, il dev1ent préférable de désigner la mobil1té 
relative ( MR) des composants vta le rapport entre la hauteur qu'ils 
atte ignent en fin de migration et celle du cort)posant migrant le plus 
rapidement, lequel dans notre cas, est le saccharose. 
Pour faciliter la comparaison des deux méthodes, les résultats des dosages 
biochimiques sont repris en parallèle ( 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. 

lt, 

J 

l 

. . 

rhoto 6. : chromatographie 

d'un échantillon de plasma d'un , 

crabe au stade C3 



pg/ml d'hémolymphe Plasma Bémo~yc.es. 

totale 

Glucose 32,9 6,8 

Glucose 6P n.d. 0,1 

Fructose- 4,6 1,0 

fructose 6P 

Glycogène f'\.d. 44,6 

Maltose n .d. 12,0 

Saccharo■ e 25,3 n .d. 

Amyloglucosidaae 64,3 63,0 

CIi 1-4 
tl 1-6 

Sucres totaux 87,2 62,3 

(anthrone) 

Trlhalosê 22,9 n.d. 

Nombre d'himocytes I 15,0 

9 10 /ml d'hhlolymphe 
totale 

Fig.21 dosages enzymatiques des sucres au stade C3. 



Fig.22 

Etalons MR 

1. Maltotétrose 0,85 

2. Maltotriose 0,92 

3. Tréhalose 0,93 

4. Maltose 0,96 

S. Glucose 0,98 

6. Fructose 0,97 

7. Saccharose 1 

8 . Maltohexose 0,66 

9 . Glycogène 0 

Echantillon 

Tache n°1 0,98 

Tache n°2 0,95 

Tache n°3 0,90 

Tache n°4 0,83 

Tache n°5 0 

mobilités relatives des sucres - échantillon d'hé~ocytes - stade C3. 

l 

Photo 7. 

i. 

chromatographie d'un échantillon d'hémocyte d'un 

crabe au stade C3 
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31 .21 . Crabe au stade C3 : 

- Plasma : 

. Aspect qualitatif ( fig. 20-photo 6) : 
Par comparaison des MR, nous pouvons affirmer que les taches observées 
sont du t réha1ose, du g1ucose et du saccharose. Aucune trace d'autres 
sucres n·est décelée . 

. Aspect quantitatif : 
Pour cet aspect, i1 est nécessaire de rappe1er 1e schéma expérimentai : 1 
m 1 de plasma ( di 1. = 7 /3 ) est désionisé et resuspendu dans 200 µ 1 après 
1yopi-iil isa t ion. Un échanti11on de 40 µ1 est alors déposé sur la plaque de 
CCl·l 
Pour rappel , les quantités d'étalon déposées sont de 2 µg pour les 
monosaccharides, 1 p.g pour les disaccharides, 1,5 p.g pour le maltotriose, 2 
p.g pour 1e maltotétrose, 3 µg pour 1e maltohexose et 2,Sµg pour 1e 
glycogèr,e. A partir de ces dormées, on peut estimer 1a concentration des 
sucres de 1a manière suivante : 
... Saccr,arose : estimation de la quantité contenue dans 1a tache : t 3 µg 
3 x 5 x 7 /3 = 35 pg1m l ( dosage : 25,3 µg1m 1 ). 
+ Glucose : tache= ± 2 µg 
2 X 5 X 7 /3 = 23 µg/m 1 ( d. = 32, 9 µg/m 1 ) . 
... Trér1alose : tache =t2 µg 
2 X 5 X 713 = 23 µgtml ( d = 22,9 mg/ml ) 

Ces résul tats confortent donc ceux obtenus par dosage enzymatique. 

- Hèmocytes 

. . A.spect qualitatif ( fig. 22-photo 7) : 
Par comparaison des MR, nous pouvons affirmer que les taches obtenues 
sont du glucose, du maltose, du maltotriose, ,du maltotétrose et du 
glycogène. 
Le dosage faisant 1ntervenir la maltase correspond donc non seulement à du 
maltose mais égalment à du ma1totriose et du maltotétrose. 



Etalons HR 

1. Haltotriose c·> 0,85 

2. Tréhalose c·> 0,88 

3. Maltose (. ) 0,93 

4. Glucose 0,98 

5. Fructose 0,96 

6. Saccharose 1 

Echantillon 

Tache n°2 0,87 

Tache n°4 0,98 

Fig.23 mobilités relatives des sucres - échantillon de plasma - stade C4. 

•. 

" J 

• 1 

Photo 8. chromatographie d'un échantillon de plasma d'un 

crabe au stade C4 
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. Aspect quantitatif : 
Schéma expérimental : 1 ml <concentration= 1,5) est désionisé et 
resusperidu dans 200 µµl après lyopriilisatiori. Un échantillon de 40 µ1 a été 
dé(,üsé sur la plaque de ccn 
Est imation de la concentration des sucres de l'éc~1antillon : 
... G iucose : tache =:!:2 µg 
-2 X S · 1,5 = 6,7 µg/ml ( d = 6,8 µg/ml ) 

+ Maltose : tache =!l ,5 µg 
1,5 X 5 . 1,5 = 5 µg/m 1 
r·iai totriose : tache =:tü,25 µg 
0,25 X 5 : 1,5 = 1 µg/ml 

Ma1 t otétrose : tache =t(\25 µg 
0,25 X 5. 1 ,5 = 1 µg /ml 
La somme du mal tose et des deux oligosaccharides équivaut donc à ï µg/ml 
(d=12µgiml) 

+ Glycogène : tache =!:1 O µg 
10 X 5 : 1,5 = 34 µg /ml ( d. = 44,6 µg/m 1 ). 

Les résu1tats de la CG1 confortent ceux des dosages enzymatiques et 
dfrnor, trent en plus la présence d'oligosaccharides dans l'riémocyte au stade 
(3 , 

3. 1.2.2 Crabe au stadE: C4 . 

- Plasma . 

. Aspect qualitatif < fi g.23-photo 8 ) . 
Par cornc,araison des î1R, nous pouvons aff irrner que les taches observées 
corresc,ondë'nt à du tréhalosE- et du glucose, ce qui est en accord avec les 
dosages enzyrnat i ques . 

. Aspect quantitatif . 
Scr1érna é'xpérirnerital : 1 ml de plasma< dil. = 2) est désiontsé et après 
lyopholisation resuspendu dans 150 µ1. Un échantillon de 25 µla été déposé 
sur la plaque. 

Estimation de la concentration des sucres de l'écnantillon: 
+Glucose· tacrie =.tS µg 





µg/ml d'hémolymphe Plasma Hémocytes 
totale 

Glucose 59,7 3,9 

Glucose 6P n.d. 1,3 

Fructose- n.d. n .d . 
fructose 6P 

Glycogène n.d. 118, 1 

Maltose n.d. 2,0 

Saccharose n.d. n.d. 

Amyloglucosidase 59,0 124,0 
0t 1-4 
Cl! 1-6 

Sucres totaux 69,7 170,2 
(anthrone) 

Tréhalose 10,7 46,2 

Nombre d'hémocytes I 25,9 

109/ml d'hémolymphe 
totale 

Fig.24 dosages enzymatiques des sucres au stade C4. 

----- ---------------~-----~--



Fig.25 

Etalons MR 

). 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. Glycogène 0 

Echantillon 

Tache n•1 0,97 

Tache n•2 0,88 

Tache n•3 0,73 

Tache n•4 0,64 

Tache n°5 0 

mobilités relatives des sucres - échantillon d'hémocytes - stade C4. 

Photo 9 

' g 

chromatographie d'un échantillon d'hémocyte d'un 

crabe au stade C4 



6 x 5 x 2 = 60 µg/ ml ( d. = 59.7 µg/ ml ) 
... TrHialose : tacrie =tl µg 
1 x 5 'J 2 = 10 j.lg l ml ( d = 10,7 µgtml ) 

--- -- -
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Les estimat ions de la CC!1 s'avèrent donc très proches des valeurs obtenues 
par dosage enzymat ique. 

- Hémocytes : 

.. .t..spect qual itat if< f ig.25-prioto 9) : 
Par comparaison des r1R, nous pouvons admettre la présence de glucose, de 
trér1alose et de maltoriexose. La tache n·3 correspond à une mobilité 
relat ive comprise entre celle du maltotètrose et celle du maltohexose : il 
s·agi rait donc du maltopentose. Les sucres dosés via le traitement à la 
maltase pourraient donc être composés de maltopentose et de maltohexose . 

. . A.spect quant i tat i f : 
Schéma expérimental : 1 ml< dil. = 1,5) est dèsionisè et resuspendu dans 
100µ1 après lyophilisation. Un échantillon de 40 µla été déposé sur la 
plaque. 
Est imati on de la concentrat ion des sucres de l'échantillon : 
+ Glucose . tache =.tl _µg 
1 X 2.5 X 1.5 = 3.ïS µg/m l ( d. = 3,9 µg/ rnl ) 
... Trenalose · tache =±1 O µg 
10 X 2,5 ~: 1,5 = 37,5 µg/ ml ( d. = 46,2 µg/ml ) 
+ Mal t 0r,exose : tacr,e =iû,25 µg 
0.25 X 2.5 X 1.5 = l µg/rnl 
+ Maltopentose · tacne =;1() ,25 µg 
0,25 X 2,5 X 1,5 = 1µg/m1 
La somme de ces deux oligosaccharides équivaut donc à 2 µg/ ml ( d. = 2,0 
µg/ ml ). 11 faut donc en conclure que les sucres dosés via le traitement à 
la malt ase était en fait. composés pour mo1t1é de maltopentose et pour 
mo1 t1 é de maltohexose. 
+ Glycogène : tache ~ 15 µg 
15 X 2,5 X 1,5 = 56 µg/m 1 ( d. = 118,6 µg/m 1 ) 

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



Fig.26 

Etalons KR 

1. Mal totriose 0,84 

2. Tréhalose 0,87 

3. Maltose 0,93 

4. Cluco5e 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 

mobilités relatives des sucres - échantillon de plasma - stade D3 • 

i, 

Photo 10. 

.. ., 

' 

chromatographie d'un échantillon de plasma d'un 

crabe au stade D3 



Fig.28 

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 

Glycogène ( ") 0 

Echantillon 

Tache n°1 0,97 

Tache n°2 0,92 

Tache n°3 0,85 

Tache n°4 0,75 

Tache n°5 0 

mobilités relatives des sucres - échantillon d'hémocytes - stade D3. 

z. 

Photo 11. 

6 g 

chromatographie d'un échantillon d'hémocyt~ d'un 

crabe au stade D3 
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concerne le glycogène mais l'estimation de l'importance de la tache est 
difficile vu sa quantité élevée. 
Deux oligosaccharides du maltose sont mis en évidence : le maltohexose et 

le maltopentose. 

3 , .2.3 Crabe au stade 03 : 

- Plasma : 

. Aspect qualitatif < fi g.26-photo 1 O ) : 
rar compa;--aison des MR, nous pouvons affirmer que les taches observées 
sont du glucose, du maltose et du tréhalose . 

. Aspect quantitatif : 
Schéma expérimental : 1 ml de plasma ( dil. = 33/8) est désionisé et, après 
avo ir été lyopriilisé, est resuspendu dans 150 µ1. Ur, écr,antillon de 25 µl 

est dêposf sur la plaque. 
Est irriatior, de la concentratior, des sucres de l'ècr,antillon . 

"' Glucose : tacrie = ! 4 µg 
4 X 6 X 33/8 = 99 µgtml l d = 109,6 µg/ml .l 

+Maltose : tache =:: 1 µg 
1 X 6 X 33/8 = 24,75 µg/ml ( d. = 33,3 µg/ml) 

"'Tréi,a1ose : tache = !. 3 µg 
3 X 6 X 33/8 = 74,25 µg/ml ( d = 75,0 µg/ml) 
•Saccharose : celui-cl n·apparaît pas car sa concentration est trop fa1ble ( 

d. = 6,0 µg/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 la présence de glucose, de 
maltose, de maltotriose, de maltotétrose et de glycogène. 
Les sucres dosés via le traitement à la maltase sont donc composés de 
maltose, de maltotriose et de maltotétrose. 



µg/ml d'hémolymphe ·Plasma Hémocytes 
totale 

Glucose 109,6 13,5 

Glucose 6P n.d. 3,7 

Fructose- n.d. n.d. 
fructose 6P 

Glycogène n.d. 167,2 

Maltose 33,3 8,6 

Saccharose 6,0 n.d. 

Amyloglucosidase 153,6 191 ,8 
oc 1-4 
G(l-6 

Sucres totaux 228,6 193,8 
(anthrone) 

Tréhalose 75,0 2,0 

Nombre d'hémocytes / 129,4 

109/ml 
-

d'hémolymphe 
totale 

Fig.27 dosages enzymatiques des sucres au stade D3. 



- 48-

Aspect quantitatif : 
Schéma expérimental: 1 ml ( dil . = 30/8) a été désionisé et ensuite 
rE-suspff,du daris 100 m 1 après sa lyophilisation. 50µ l de cet écr,ant il lon ont 
été déposé sur la plaque. 
Estimati or1 de la cûncer1tratiûn des sucres de l'échantillon: 
-r Glucose : tacl"ie = z 2 µg 

-2 X 2 X 30/8 = 15 µg/ml ( d. = 13,5 µg/ml) 
+Maltose : tache=.: 1 µg 
1 X 2 X 30/8 = 7,5 µg/ml 
-r Maltotr"iose : tache=~ 0,25 µg 
0,25 X 2 X 30/ 8 = 2 µg/m 1 

+ Maltotétrose : tache=±. 0,25 JJ.9 
0,25 X 2 X 30/8 = 2 µg/ml 
La sornme du maltose et des oligosaccharldes équivaut donc à 11,5 µg/ml ( 
d = 8,6 p,g!ml ) 
+G lycogène : tache=± 1 o µg ( par comparaison avec l'étalon d'une autre 
p12que ). 
10 X 2 X 30/8 = 75 µg/ml (d. = 129,4 µg/ml ). 

Les résu l tats otitH,us lors de la CG1 confortent dor,c ceux obtenus lors des 
dosages enzymatiques. 

3.1 .3. Conclusion . 

Le bu t 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 à la nature des différents sucres après 
trai temer1t à la maltase est levée grâce à la technique de CCM qui permet 
l'identification des oligosaccharides. Ceux-ci sont essentiellement du 
rnaltotriose et du maltotétrose en C3 et en D3 alors qu'ils sont constitués 
de maltopentose et de maltohexose en C4. Peut-être faut-il y voir un rôle 
de réserve mineur pour ces métabolites à moins qu'ils ne représentent des 
produ i ts de dégradation du glycogène. 
La technique de CCM nous a également permis d'identifier le tréhalose. 
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-o·un point de vue quantitatif, les résultats concordent également. Cet 
aspect est à prendre moins au pied de la lettre, la technique de CCM étant 
sem i-quantitative et toute estimation étant forcément approximative. 
Nous n·avons pas réalisé le dosage direct du tréhalose qui aurait nécessité 
1a puri fi cation de tréhalase. Nous avons simplement supposé que la 
concentrati on en tréhalose devait correspond à la différence entre le 
dosage ae la totalité des sucres réducteurs ( anthrone ) et celui effectué 
.gr-·âce à l'amyloglucosidase. Cette supposition s·est avérée correcte comme 
le montrent les résultats concernant le tréhalose obtenus à partir des 
plaques de ccr1. 
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Pour toutes les figures, chaque valeur représente une moyenne 

affectée de l'écart-type à la moyenne (sauf fig. 49 et 50). 

Le nombre de dosages peut différer d'un stade à l'autre. 

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

corrélation 

0 jour= D3 

5 jours= A2 

6,5 jours : BI 

9 jours= Cl 

19 jours= C3 

24 Jours= C4 

100 jours= D3 

L'exuviation est marquée par une croix. 



3.2. Evolution du nombre d'hémocytes au cours du cycle de mue: 

La figure 29 montre trois variations distinctes du nombr·e d'riémocytes au 
cours de l'interrnue : 
- Une augmentation en postrnue. 
- Une seconde auomentation lors de la prérnue et enfin, une dirninut ion 
bcutale aux alentours de l'exuvation. 
Ces observations cadr-ent exactement avec celles relevées dans la 
1 ittérature. Ainsi, Giarmant ier c l 972-1973 ) travai 11 ant sur· Pachyor·apsus 
rnâr-rnoratus présente les conclusions suivantes sur le cycle de la 
leucopoïèse ( fig. 30 ) : 

- Du stade A au stade C2-C3 < stades de postmue ), l'épaisseur de l'organe 
hématopoïétique et l'indice mitotique augmentent. Les nodules qui 
contiennent après l'exuviation C stade A) essentiellement des cellules 
soua,es peu seri-ées. se remplissent de leucocytes hyalins de plus en plus 
nombreux au cours des stades suivants. A la fin de leur· différenciation, ces 
cellu les hyalines sont libérées. C'est en C2-C3 que l'indice mitotique 
atteint son taux le plus élevé, soit 2 %. 

_ Au stade C4. les nodules sont devenus petits, clairs . disséminés et 
l'indice mitotique est à la valeur la plus faible de tout le cycle< 0,6 % ). On 
trouve dans l'hémolymphe des hémocytes de type intermédiaire. 

- De DO à D3 ( stades de prémue ). l'activité reprend et va en s'intensifiant; 
les trois paramètres observés augmentent. L'épaisseur de l'organe est 
maxima le en D3 ( 60 p.m ). L'accroissement de la densité cellulaire 
correspond à la présence de nombreux leucocytes de type hya 1 in. L'indice 
mitoti que atteint 1,6 % en DO p_uis reste stable. Lépaisseur de l'organe en 
D3 ne s·expl1que pas seulement par une augmentation de l'indice mitotique 
mais par une accumulation aes leucocytes formés. Les hèmocytes hyalins 
f ormès peridant les stades de premue sont lâchés brusquement en D3 avant 
J'exuv1ation comme le montre la réduction brusque de l'épaisseur de cet 
organe à ce stade. 
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Courbes drs ,·ariations d'activittl de l'organ, Jeuc:-opoièUque de 
Pach11grapsus marmoratu~ au c:-ours du <'ycle d'inl<'rmue . Témoins : crabes 
témoins ; opérés : rrabes épédonrulés ; St : stades du r~·clr dïntermuc (nom
m és selons la méthode de DRACH ) ; E, : première exuYiation après l'ablation ; 
E. : deuxième exuviation. 

Fig.30 d'après Charmantier, 73. 
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Ces résultats peuvent être synthétisés comme suit : 
L'organe leucopoïét ique présente deux périodes d'activité séparées par une 
période de repos, le stade C4 : 

- La première péri ode correspond à la postmue; le:, leucocytes produits 
sont libérés au fur et à mesure de leur· formation; ils poursuivent leur 
évolut ion dans l'hémolymphe et on les trouve au moment de l'exuviation 
sous la f orme d'hémocytes granuleux qui sont supposés jouer un rôle dans 
la coagul ation. 
- La seconde période se situe en prémue. Cette fois, les leucocytes formés 
sont stockés dans l'organe jusqu'au stade D3, mc11ent où ils sont libérés. 

- L'eau de mer absorbée au moment de l'exuviation pourrait être en partie 
responsâbl e de la chute brutale du nombre d'hémocytes par millilitre suite 
à leur di lut ion.En effet, lors de la mue, la taille du crabe augmente de 25 à 
30% tandis que son volume double.Cette augmentation de volume est dûe 
pour une bonne part à l'eau de mer absorbée. 
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3.3. Dosages des métobolites: 

3,3. 1. Le Qlucose: 

Dans le plasma, le taux de glucose, stable au cours des premiers stades de 
la post r-n ue décroît ensuite juqu·en intermue. En prémue. il augmente 
Jorternent pour atteindr'e un maximum en D3 ( fig. 31 ). 
Par contre, la charge hémocytaire en glucose augmente, elle, en postmue 
et dirninue dés la pr'émue ( fig. 32 ). En moyenne, la quantité de giucose 
contenue dans les hémocytes est de l'ordre du dixième de celle du plasma ( 
fig 31 ). 
Telford< 19ô8a) tr·availiant sur l'hémolymphe totale de Homarus 
ameri canus note aussi une augmentation nette du glucose en prémue. 
Par contre ,Spindler < 1976 ) trava11 lant sur C.. maenas ne détecte pas de 
varia ti ons s igni f icat ives du taux de glucose dans l'HL totale ,quoique la 
valeur maximale soit atteinte en fin de prémue ce qui concorde avec nos 
résultats. 
Notre étude apporte cependant un élément supp lémentalre non négl 1geab le, 
soit la répartition du métabolite entre la fraction cellulaire et le plasma. 
L'augmentation du taux de glucose dans l'hémolymphe en prémue est 
essentiellement limitée au plasma. Elle peut être mise en rapport avec 
l'observation d'une activité maximale en prémue et en début de postmue, de 
nombreux enzymes intervenant pour la synthèse de la chitine, notamment 
la glutam ine transaminase ( c ) et la UDPAGm pyropr1ospl1orylase ( f ); C fig. 
33 ; Gw inn-Stevensori. 1973 et Parll ic-Stevenson, 1978 ). 
La quar,tité de glucose contenue dans les hémocytes est certes nettement 
Infér ieure à celle contenue dans le plasma mais en tenant compte des 
volumes respectifs occupés par le plasma et les l1émocytes, on peut 
calculer que la concentration hémocytaire en glucose est certainement 5 à 
1 O fois plus élevée que celle du plasma; cette différence est la plus 
marquée en lntermue, stade pendant lequel l'hémocyte accumule les 
réser'ves de glycogène. Ce gradient suggère l'existence d'un système de 
transport actif du glucose. Parmi le peu d'auteurs qui ont abordé ce sujet 
chez les Invertébrés, lngermann < 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 semble dünc différent de 
ce lui que nous postulons mais rien ne prouve que les hémocytes de ces deux 
espèces aient des rôles Identiques. 
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Kilby, 1962, and Benson & Friedman, 1970). The enzymes involved are: a, 
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Fig.33 : d'après Gwinn-Stevenson, 73. 
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Un grande var-iabilité s'observe d'un animal à l'autre notamment au stade 
d'intermue : cette étape est la plus longue et un individu peut seulement y 
commencer à former la couche membraneuse de son épiderme ou bien se 
préparer à la prémue. De plus, c'est pendant l'intermue que se déroule la 
spermatogenèse. La physiologie de l'animal est donc soumise à 
d'importantes modifications métabo 1 iques qui affectent son mil i~u 
jntérieur ( Ceccaldi, 1969 ).11 faut également prendre en compte le nombre 
limité de nos dosages. 

3.3.2. Le glvcogène · 

Un accroissement très net du taux moyen de glycogène se trouvant dans 
l'hémolymphe s'observe pendant toute la postmue. En prémue, il diminue 
fortement ( fig. 34 ). Son évolution suit celle du glucose, ce qui appuie le 
rôle de précurseur joué par ce dernier. Les observations de Spindler ( 1976) 
sur Carc inus s·accordent avec les nôtres. Cependant, le taux de glycogène 
qu' i l signale en prémue ( 0,5 à 0,6 mg/ml d' HL) est 5 fois plus élevé que 
celu i que nous observons. Cela pourrait s'expliquer par le fait que les 
animaux utilisés par Spindler sont très jeunes; ils muent plus 
rèaul ièrement et leur métabolisme est plus élevé. 
Le glycogène étant un métabolite intracellulaire, l'expression des résultats 
en fonction du nombre d'hémocytes devrait donner une image plus correcte 
du phénomène. La figure n°35 nous montre que la charge en glycogène des 
hémocytes s·erf ectue essent ie 1 lement en intermue. El le diminue ensuite de 
façon intensive pendant la prémue. Ceci est à mettre en rapport avec le 
nommbre élevé d'hémocytes observés en D3 ( fig. 29 ). 
Tous ces résultats nous amènent à formuler l'hypothèse suivante : ~ l faut 
considérer l'ensemble des hémocytes en D3 comme deux populations 
distinctes d'âge différent : 

- Une population jeune, nouvellement synthétisée par l'organe 
hématopoïétique et comportant peu de réserves en glycogène. 

- Une population plus vieille, synthétisée lors de la postmue, ayant 
accumulé du glycogène en 1ntermue; la glycogène phosphorylase présentant 
un optimum en D2 ( prémue ), ce glycogène 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 glycogène. 
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Cette hypothèse est appuyée par la figure 36 où nous observons une 
relation claire entre l'évolution du taux de glucose et celle du taux de 
glycogène. En postmue et jusqu'en intermue, la char·ge r1émocytaire 
cro issante en glycogène correspond à une baisse du taux de glucose dans le 
plasma. · 
Tout se pa:,se donc comme si les besoins étant moins importants, une 

--réserve de glycogène se constituait à partir du glucose plasmatique. 
Ensu ite, avec la prémue une demande élevée de métabolites se manifeste. 
Le taux de glucose augmente brusquement dans le plasma alors que le taux 
de glycogène diminue. De plus, ces variations concomittantes portent sur 
des quantités comparables, ce qui renforce la vraisemblance de l'hypothèse 
proposée. A ce moment, tout se passe comme si le crabe utilisait les 
réserves de glycogène qu'il a accumulées en intermue. 
Ces observations confortent l'hypothèse d'hépatocyte circulant attribué à 
l'hémocyte par Johnston ( 1972 ). 

3.3.3 Le glucose 6P : 

Les f igures 37 et 38 présentent des allures similaires, ce qui prouve que 
toute variation du taux de G6P est dû à une variation de la charge 
hémocytaire de ce métabolite et non pas à une variation du nombre 
d'hémocytes. 
Le taux de G6P augmente brusquement de C3 à C4 et également en prémue 
mais plus lentement; ceci pourrait s·expliquer par l'arrivée d'hémocytes 
jeunes qui masquent l'augmentation du G6P dans les cellules vieil les. 
En prémue, la glycogène phosphorylase dégrade activement le glycogène en 
G6P, ceci pourrait expliquer son augmentation. 
Le G6P constitue une sorte de plaque tournante vis-à-vis de plusieurs 
chaînes métabo 1 iques dont la glycogénosynthèse, la glycogéno lyse, le cycle 
des pentoses-Pet la glycolyse. Via le fructose 6P, il permet la synthèse de 
la chitine bien que l'existence de ce métabolisme ne soit pas démontrée 
dans l'hémocyte. 
Etant donné son rôle d'intermédiaire dans toutes ces réactions 
métaboliques, il est difficile de relier ses variations de concentration à 
l'un ou l'autre de ces mécanismes. 
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3.3.4 Le fructose et le fructose 6P : 

11 est important de signaler que la manière dont nous avons effectué 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 élevée dans les hémocytes que dans le plasma. Dans celui-ci, ce 
métaboli te ne semble pas jouer un rôle prépondérant en intermue et en 
prémue vu sa concentration pratiquement nulle. 
Par cont re, en postmue, elle est nettement plus élevée. Le fructose 
plasmatique constituerait un apport supplémentaire à celui du glucose pour 
la syntr,èse de la chitine du tégument; cette voie métabolique est en effet 
part iculièrement active en fin de pré mue et en début de postmue. 
Le fructose p_lasmatique y sert de substrat de deux façons: 

- Après avoir pénétré dans la cellule tégumentaire, il peut être transformé 
en glucosamine via l'énolisation d'une base de Schiff intermédiaire C fig.40: 
Warren, 1965 ). La glucosamine est alors phosphorylée en glucosamine 6P 
ou acétyl ée en acétylglucosamine pour participer dans les deux cas à la 
synthèse de chitine ( f ig.33-Gwinn-Stevenson, 1973 ). 

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

11 est frappant de constater que le taux élevé de fructose dans le plasma 
coïncide avec le moment où la glucosamine phophate isomérase a son 
optimum d'activi té ( fig.41-Pahlic, 1978 ). Or cette enzyme utilise 
précisément 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 
représenter l'essentiel des deux) reste faible pendant tout le cycle de mue 
sauf au moment de l'exuviation où il subit une brusque augmentation ( 
fig.42 ). A ce moment, la demande en fructose 6P serait très élevée pour 
sat isfaire une consommation élevée en énergie ( activité glycolytique 
imporfante ). 

.., 
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3.3.5 Le maltose et les oliQosaccharides: 

Nous savons par chromatographie en couche mince que le plasma comprend 
seulement du maltose. Sa concentration croît probablement lentement en 
prémue, brusquement aux alentours de l'exuviation puis chute en postmue. 
Comme l'avait montré Schwoch ( 1972 ), il pourrait participer au 
métabolisme de la chitine après sa transformation en glucose dans les 
cellu les tégumentaires. Son rôle en tant que minitransporteur dans le 
mouvement des hydrates de carbone n'est certes pas négligeable mais 
-relativement modeste ( fig.41 ). 
La quantité de maltose et des oligosaccharides intrahémocytaires est la 
plupart du temps inférieure à celle du maltose plasmatique ( fig.43 ). La 
charge t,émocytaire de ces sucres augmente en postmue jusqu'au stade C3 
puis diminue jusqu'à l'exuviation ( fig.44 ). Ces sucres contribuent donc aux 
réserves hémocytaires mais dans une proportion nettement inférieure à 
celle du glycogène. 
l ls pourraient représenter des produits de dégradation du glycogène 
hémocyt aire. Si cette hypothèse est exacte, il faudrait que leur 
concentration augmente en prémue, moment où le glycogène est dégradé 
activement; ce n·est pas tout à fait le cas mais il se pourrait que ce 
phénomène soit masqué par l'arrivée de nouveaux hémocytes pauvres en 
o l igosaccharides en D3. 

3.3.6. Le saccharose : 

D'après nos dosages, ce sucre est uniquement présent dans lep lasma. Son 
taux moyen y est comparable à celui du maltose. La figure 45 nous indique 
qu'il reste élevé jusqu·en fin de postmue; il pourrait donc fonctionner 
comme transporteur de fructose et de glucose et ainsi approvisionner les 
cellules tégumentaires tant que la synthèse de chitine s'effectue, c.à-d. 
jusqu'en fin de postmue. 
11 existe par ai lieurs une correspondance étroite entre les var lat ions du 
taux de fructose plasmatique et ce 1 les du taux de saccharose, ce qui est 
probablement l'indication d'une utilisation commune à la même période du 
cycle. Si l'on additionne leur taux moyen en postmue, on arrive à une 
concentration de +50 µg/ml d'hémolymphe qui n'est certes pas négligeable 
puisqu'elle représente la mo1t1é de celle du glucose à la même période. 
Enf1ri, comme sa brusque disparition avant 1'1ntermue colnclde avec le 
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moment où l'animal synthétise sa couche membraneuse( 
mucopolysaccharides neutres), on ne peut donc pas exclure qu'il y joue un 
rôle. 

3.3 .7. Le tréhalose: 

La figure 46 montre que les taux de tréhalose hémocytaire et plasmatique 
sÛb-issent des variations tout à fait opposées au cours du cycle de mue. 
Alors qu'il augmente en postmue dans les hémocytes, 11 diminue dans le 
plasma et l'inverse se produit en prémue. La Ndécharge" hémocytaire 
observée en prémue( de 50 à 20 J1Qlm 1 d'HL ) apparaît encore plus 
clairement à la flg.47 . 
Elle pourrait se réaliser de deux façons: 

- Soit le tréhalose peut traverser la membrane hémocytaire par exocytose 
ce qui est peut-être le cas des cellules des muscles abdominaux qui 
synthétisent et l lbèrent le tréhalose dans ·le plasma. 

Dans le cadre de cette hypothèse, l'hémocyte pourrait être soit un simple 
lieu de stockage du tréhalose sans exclure qu'il so1t également son lieu de 
synth"èse, ce qu11mplique la présence de tréhalose synU1étase. Le fa1t que 
le tréhalose se retrouve d'abord dans le plasma ( postrnue ) pu1s dans les 
hémocytes ( 1ntermue ) serait en faveur d'un stockage hérnocytaire suivi 
.d'une utillsatlon ultérieure. 

- So1t le tréhalose ne peut pas traverser la membrane hémocyta1re. Dans ce 
cas, c·est forcément l'hémocyte lu1-même qui syntr,étlse le tréhalose. 
Lorsque les besoins augmentent, le tréhalose est transformé en glucose par 
ta tréhalase et celui-cl passe dans te plasma où 11 provoque 
l'hyperglycémie observée en prémue. 51 cette alternative se vér1f1a1t, le 
tréhalose plasmatique ne proviendrait pas des hémocytes mals bien des 
muscles abdominaux. 
Ouoiqu·11 en soit, le tréhalose plasmatique semble constituer un mode de 
transfert 1mportant puisque son taux est souvent analogue â celui du 
glucose. 11 pourrait intervenir dans le métabolisme de la chitine après sa 
transformation en glucose ( Schwoch, 1972 ). , 
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3.38. Les sucres totaux : 

La figure 48 indique que, de nouveau, les taux de glucides dans les 
fractions hémocytaire et plasmatique présentent des variations opposées. 
C'es t donc un argument de plus en faveur de l'hypothèse d'une participation 
de l'hémocyte comme 1 ieu de stockage des hydrates de carbone. 

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

- Si le glycogène des hémocytes joue un rôle de réserve majeur, celui du 
tréhalose hémocytaire n·est cependant pas négligeable ( fig.50 ). 
Le ma ltose et les oligosaccharides ne jouent qu·un rôle de réserve mineur 
ou représenteraient des produits de dégradation du glycogène. 
Quant au fructose 6P et au glucose 6P, leur position en tant 
qu'intermédiaires des différentes voies de synthèse et de dégradation fait 
que leurs taux représentent un état d'équilibre dynamique et non des 
réserves en tant que tel les. · 
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Conclusions : 

Le bu t de notre travail était de fournir des données expérimentales 
appuyant l'hypott•1èse de Jo~inston et al . ( 1971 ). Elle propose de considérer 
les cellu ies sanguines des Crustacés comme des hépatocytes circulants 
ç_.à-d. cornrne une population de cellules libres, capab les d'accumuler, de 
transporter et de distr ibuer des matériaux gluc1diques aux autres tissus 
se lon leurs besoins var iables aux différentes étapes du cycle de mue. 
Paral lèl ement. nous avons voulu établir un bilan le plus complet possible 
des gluci des en distinguant le compartiment hémocytaire du compartiment 
plasmatique de mani èr-e à voir leurs interrelations. 

La réal isat ion de ce projet s·est heurtée à plusieurs di fficultés techniques 
essentiell ement en relation avec la fa ible quantité de matériel 
disponibl e.Un éct,ant i llon dl1érno lympt,e de Carei nus maenas ne f ourn1t en 
moyenne que l'équivalent de 2 mg d'hérnocytes sur lesquels une série de 
dosages sont à effectuer. 
De plus. 11 nous fa ll ait disposer d'un nombre suffisant de crabes 
r·epr-ésen ta t ifs de ct,acun des stades du cycle de mue. Pour ce fai re. nous 
avons pr'éféré prncéder à plusieurs récoltes en milieu naturel plutôt que de 
rornpre arti fic iellernent la période d'arrêt de lïntermue, pr-océdé assez 
aléatoi r'e et perturbant pour le crabe ( Fourneau., 1986 ). 

La présence de glucose et de glycogène dans l'hémolymphe totale (plasma+ 
t,érnocytes) était connue ( Johnston, 1973,; Spindler, 1976 ). 
Nos résultats non seulement confirment ces données qualitatives mals 11s 
les tradu isent quantitativement. 
De plus, nous sommes en mesure de présenter une répartition complète des 
glucides entre les fractions hémocytaire et plasmatique au cours du cycle 
de mue. 
Cel le-ci nous apprend que le glycogène s·accumule dans les hémocytes lors 
de l'intermue et est dégradé et 1 ibéré dans l'hémo lymphe au cours de la 
prémue. 11 en est de même pour le tréhalose, le maltose et les 
o 11 gosacct,ar ides. 
Tout ceci suggère que les cellules jouent un rôle métabol1que non 
négligeable dans le déroulement du cycle de mue. 
D'autre part, la concentration du glucose hémocyta1re supér'ieure à celle 
du plasma nous paraît postuler l'existence d'un transport actif de cette 
mo lécule à travers la membrane plasmique de ces cellules et donc d'un rôle 
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actif des némocytes pour le stockage. 
Quant aux disaccharides du plasma ( tréhalose, maltose, saccharose), ils 
présentent tous un taux particulièrement élevé en prémue et aux alentours 
de l'exuviat ion. Leur rôle en tant que mode de transfert dans le mouvement 
des monosacchari des semble donc bien réel à un moment où le métabolisme 
de la chit ine est parti culièrement actif. 

Nos résultats appuient l'hypothèse de Johnston en ce sens qu'ils montrent 
que, de fait, les hémocytes sont capables de stocker, transporter et de 
red istribuer des hydrates de carbone au moment voulu. 
L'hypothèse de la synthèse du tréhalose par les hémocytes si elle s·avérait 
exacte argumenterait également en faveur de l'hypothèse de Johnston. 
Nous n·avons pas abordé ici le problème de la destination finale des 
hydrates de carbone plasmatiques, qu'ils soient d'origine hémocytaire ou 
non. Sont-ils utilisés comme source d'énergie lors de la prémue, ou comme 
matériaux de synthèse de la chitine ou les deux à la fois ? 
o·autres recherches sont nécessaires pour en décider. 
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