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INTRODUCTION




Le théme de ce travail concerne la tolérance 2 la salinité et 1’osmorégulation d’une
espéce' de: crevette Pénéide, Penaeus japonicus . Ce sujet a été choisi pour divers motifs

-fondamentaux et appliqués.

1 - L’étude fondamentale de la metamorphose phys1olog1que des Crustaces presente
_un intérét certain . En effet, si les phénomenes metamorph1ques sont bien connus chez les
. Insectes et:les Ampbhibiens, ils le sont beaucoup moins chez les Crustacés. Dans ce groupe,
‘1a plupart des travaux concernant la metamorphose ont abordé Jusqu 3 maintenant les
changements morphologiques et ecologlques qui l’accompagnent. Les modifications
physmloglques qui accompagnent la métamorphose des Crustacés sont encore mal connus

et mériteut d’étre étudiées. P. japonicus représente un bon modele d’étde du fait de ses
caractéristiques de développément, Les stades larvaires et la transition métamorphique vers
les stades post-larvaires ont été décrits en détail par HUDINAGA (1942). Ces bases™. "
morphologiques -ont permis d’orienter nos travaux vers 1’étude des - modifications' "+
. physiologiques. accompagnant -la métamorphose, en particulier les modiﬁcations: “dua

- métabolisme hydrominéral.. Apres la métamorphose, P. japonicus change de milieu de vie.

- Dans le milieu naturel, les stades larvaires vivent en pleine mer et ne rencontrent -

. pratiquement pas de problémes d’osmorégulation puisque la salinité est relativement stable, =
. par jcontre,bles stades post:larvaires deviennent cdtiers et sont par conséquent soumis aux -+
; ﬂuctuations de ce facteur. Comment réagissent-ils alors & ces variations ? Quels sont les -

mo)%ens physiologiques mis en oeuvre par les post-larves pour supporter de telles

~ variations? De plus, cette espece est intéressante car elle est disponible dans lesécloseries.. =

En éffet la station aquacole de ’IFREMER de Palavas-les Flots (Deva-Sud-Hérault), assez”

proche de notre laboratoue et dotée d’une écloserie,. mpus a permis un approvisionnement !

i

annuel en matériel blologlque.

2 - Les Pénéides konftf;un grand intérét économique dans le monde et en France. 1 - *

s A oy i A z . = T -
existe trente quatre especes de Pénéides connues e‘t péchées. Plusieurs de ces especes.ont

une haute valeur commerCLale et dans certaines reglons du monde font I’objet d’une peché S

importante (golfe du‘ M“'xlque , de Gumee , Asie du Sud-Est) et d’une aquaculture :
traditionnelle en bassms associée ou non A des pcussons (Japon ‘Indonésie, Phlhppmes
Malaisie, Equateur, etc...)|; Ces crevettes présentent des potentialités mteressantes pour -

I’élevage et ont des atouts importants en aquaculture, notamment :




iy,

‘aciuaculture soph1st1quee (elevage en culture intensive avec apport d’aliments composes :
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* une croissance rapide, permettant d’obtenir des animaux de taille

commercialisable apres six mois d’élevage apres la ponte,

* un cycle biologique court, ce qui diminue les risques en élevage et permet un

retour rapide sur I'investissement,

* Une trés faible mortalité-. lorsque les cond1t1ons favorables sont réunies et .

maintenues pendant toute la durée de I’élevage,

* une possibilité de contrdle de-la période de reproduction et , par conséquent,

d’adapter le cycle de 1’espéce aux conditions climatiques naturelles,
* l’abéence quasi-totaie de cannibalisme,,
~* une saveur gustative fort appréciée des consommateurs.
.La-demande sur le marché mondial est en forte | augmentation et on: prévoit un-
developpement du marché européen de 5 & 10 % au cours des procha;mes années: La mome ~

de la consommation des crevettes tropicales (en grande partie des Peneldes) a‘lieu au J apon '

aux . Etats- Ums’et en-'Europe Introduite en France: par le-: CNEXO en 1968,“1’espéce

: Penaeus japonicus -a falt 1 objet d’un grand nombre de travaux de: recherohe v01re de

l
. projets d’élevage commerciaux depuis ‘maintenant: une qumzame d’annees, rnals les

premiers résultats vraiment intéressants n’ont été obtenus qu’a partu' de 1981, en pamcuh{er

- dans le Languedoc-Roussillon, La production frangaise de crevettes Pénéides d’ ’levagé"a-
atteint 24 tonnes- en 1989 *  alors qu’elle était de 12 tonnes en 1986 (QUTNCSlf 198’()

Cependant la somme de cette productlon et de la production par péche est nettement‘- ‘
|

1nfeneure ala demande du marche La France importe annuellement 20 tonnes de crevettes ST

pour une valeur d’env1ron 125 millions de dollars (QUINCY, 1987) . De plus, comme dans

bcaucoup d’autres pays,:la consommation des crevettes -en France augmente de fagoh-.

réguliere depuls plusxeurs années. Cependant , en dehors du Japon qui procede a uns': :

Al

: f

* Reumon des producteurs de Pénéides. Bilan nat10na1 crevettes Peneeldes Nantes l5‘*'" g

-16 Fevrler 1990. ' : i :



Avant-Propos
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reconnaissante ;

- Monsieur C. BRESSAC pour.les nombreux conseils qu'il m'a prodigués

- Enfin, je n'oublirai pas de remercier Madame G NEGRE et Messieurs R.
CASTILLO, B. ROMESTAND pour l'extréme sympathie qu'ils m'ont toujours témoignée
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nombre de pays, malgré les surfaces importantes utilisées ont des rendements a I’hectare
faibles, peut-étre attribuables a 1’utilisation d’une filidre de grossissement basée sur la
. production naturelle-du milieu. Aussi , de nombreux pays font-ils un effort de recherche
important dans: le domaine de I’élevage des Pénéides (Japon, France, Etats-Unis,
Philippines, Italie). De ce fait , les élevages sont de plus en plus contrdlés et répondront de
plus en plus a ’augmentation de la der,nande', palliant ainsi dans une certaine mesure 2 la

stagnation des prises:de péche .

3 - L’aquaculture nouvelle envisage des élevage  grande échelle en utilisant des sites
. naturels tels que lagunes, étangs ... ; cela suppose donc avant tout peuplement de ces sites

des essais d’ensemencement et donc des études écophysiologiques préalables.

Parmi les problemes d’élevage existe celui de la salinité, et de “ses’ possibles.
variations. En écloserie, les jeunes stades peuveht &tre soumis 2 ‘des changements de:
salinité, trés généralement a des diminutions plus ou moins importantes de celle-ci. Dans
les milieux lagunaires ou dans les bassins d’élevage, les stades plus avancéssént»fséurnis
aux variations des conditions météorologiques affectant esséntiélle’ment la température et la
salinité du milieu. Dans les deux cas, deux types de questions :peuVent étre pbéés: Quelle est
la:salinité tolérable par les animaux ? Cette salinité est-elle la mé'mc(pour'tous les stades de
. développement et varie-t-elle avec la température ? Aussi cette; éiude- awt-elle‘:pth- but
appliqué de préciser les salinités tolérables par les différents stades|de dévcloppémerft deP.

| N
japom'czrs: depuis la ponte ‘jusqu’aux stades P20 - P21 (20 & 21 jours apres la

’ métamqrphose). : L : e
i . - i

NLtre étude est donc essentiellement fondamentale, avec une connotation appliquée

évidente. Le plan du texte présenté ci-apres est le suivant :

- ‘Chapitre I :  biologie de I’espece , en insistant sur la succession des stades de
développerrjmnt , et le déroulement de la métamorphose. ' ’ ‘ }
- Chapitre I : . apergu sur ’élevage des Pénéides en jmentionnant les avantag‘es et

les inconvénients que présente chacune des techniques.
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- Chapitre Il:  techniques expérimentales utilisées pour cette étude.

- Chapitre IV: ontogéntse des structures osmorégulatrices. Les - études

structurales et ultrastructurales nous ont permis de les localiser et de suivre leur évolution.’

- Chapitre. -V : - émde de la tolérance a la salinité et des capacités -

osmorégulatrices. ..

- Chapitre VI: - étude des activités enzymatiques de ’ATPase Nat- K et de

I’anhydrase carbonique chez les différents stades.

A la fin de chaque chapitre, les principaux résultats sont regroupés dans un bref
tésumé. Dans le dernier chapitre (discussion et conclusion générales), ’ensemble des

- résultats sera résumé et discuté afin , en particulier, d’en établir une synthése:: - -




CHAPITRE 1

PENAEUS JAPONICUS



15
1-1 POSITION SYSTEMATIQUE

La position systématique de la crevette impériale Penaeus japonicus (Bate,1888), g

parfois improprement dénommée “Gambas” est la suivante :

Embranchément :  Arthropodes

Classe . . :  Crustacés

Sous classe © - : Malacostracés .
Superordre - . Euc arides

Ordre : Décapodes

Sous ordre : Natantia

Famille : Penaeidae

Sous famille . Penaeidae

Genre . : Penaeus. (Fabricius,' 1789)

Espéce  : japonicus (Bate, 1888)

1-2 MORPHOLOGIE EXTERNE (Fig 1 et 2)
n peut tout d’abord noter les caracteres Penaeidiens de cette crevette.

* . le corps est comprimé latéralement et posse¢de un rostre bien développé,.

* les faces latérales des segments abdominaux sont lisses , V

% les trois premiéres’ palres de pattes thoraciques (péréiopodes) sont terminées par
des pinces , ' '

~* la troisitme paire de pattes n’est ni plus longue, ni plus forte que les deux

précédentes, _

*les deux demléres paires de péréiopodes sont terminées par des gnffes,

* la chambre 1ncubatr1ce est absente, ‘ ‘

Les critéres taxonomiques spécifiques pefrnettant‘ de définir I’espece. Penaeus

Japonicus ont fait I’objet d’assez nombreuses €tudes. Ils portent essentiellement sur la

ﬁapace (KUBO, 1949; LIAO et CHEN, 1972) le telson (YU, 1936), les organes-
copulateurs (TIRMIZI, 1958, 1965; LIAO et CHEN 1969 1972) etl’ appendlx masculma
(YOKOYA, 1941).
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PLANCHE 1

Figl : Penaeus japonicus adulte. Vue dorsale

Echelle '+ Le segment correspond 2 20 mm
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dans certains étangs languedociens ou, ce qui est moins probable, du fait de rnigraﬁons
depuis la Méditerranée orientale, mais encore faudrait-il &tre certain qu’il ne s’agit pas de
spécimens de Penaeus kerathurus. '

L’aire de répartition s’étend également- vers le golfé d’Aden, Dest et le sud de
I’ Afrique, Madagascar (HILGENDORF, 1878; ORTMAN, 1890; STEBBING, 1910;
:CROSNIER, 1965), le golfe d’Arabie, le nord-est australien et les lles Fldjl (ALCOCK :
1906; DALL, 1957). .

1-3-2  Répartition bathymétrique
L’étude écologique de P. japonicus réalisée par YATSUYANAGI et MAEKAWA ,
(1955), et reprise par YASUDA (1958) permet de résumer en un tableau (1) 1’ensemble des

migrations et des déplacements de cette espece.

Les . profondeurs maxima atteintes par les adultes peuvent &re supérieures a celles
indiquées sur le tableau

Tableau 1 : Répartition bathymétrique de Penaeus Japonicus

) Taille : .
t C v Dépl ts et migrati SR i
Stade Longueur de la v ep acements e mx.gra ions Lieu

carapace en mm

Nauplius - - [ .. - : Apres ponfte au large , dispérsion - | Vie példgique.d’hbord présidu fo
Zog N P 10 et début de¢ la vie pélagique puis & des niveaux variés.
. Mysis ' .

Jeunes | .. » . Niveaux divers se rapprochant
post-larves <10 Migration vers la cote -

fond. Fin de la vie pélagique.

Vie sédentaire prés des rivages, ‘ Plage (zone intertidale)

dispersion en mer

Post-larves ©10-25 ) )
estuaires, étangs ...
. Début de migration vers d E - inféri
Juvéniles 25 .35 | ébut de migration vers des aux peu meondes (xrffer{e}lre
eaux un peu plus profondes 10 m, généralement a l'intérieu
baies)
Adultes 35.70 Migration vers le large et Large (IQ 430 m de profondet
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1-3-3  Déterminisme des changements de répartition

Les facteurs qui déterminent ces changements de repartmon sont encore trés peu

. connus. Pour YATSUYANAGI et MAEKAWA (1955), la migration des larves vers les.

cOtes serait attribuable & certains besoins alimentaires particuliers. Comme cela a déja été

~montré chez d’autres Pénéides, YASUDA (1958) et ISHIOKA (1973) ont de.leur cdté émis
:hypothese d’une influence probable d’autres facteurs tels-que : la salinité, la temperature
- ]a nature du substrat, les courants marins, etc ... sur.ces rmgratlons mais jusqu’a présent, &

notre connaissance, aucune étude décisive n’a été effectuee a ce sujet, sur Penaeus

japonicus.

1-4 BIOLOGIE
1-4-1 Reproduction

1-4-1-1 Sexualité

‘. Penaeus japonicus est une espéce gonochorique. Les deux sexes sont faciles a

- distunguer grace & la présence d’organes sexuels externes caractéristiques (thélycum et

pétasma).

1-4-1-2 Maturation

,Dé;ns les .eaux japonaises et coréennes, de trés nombreux auteurs ont indiqué que la -

- maturation sexuelle des males et des femelles commence au mois de mai ; les-animaux ont

alors un age minimum de 8 mois. Cette: reproduction estivale intéresse la région indo-
pa01f1que, dans les reglons intertropicales, la reproduction a lieu toute 1’année,

Quelle\ que soit la région, des donnees précises manquent toutefois quant 2 la taille
des animaux matures (& partir d’'un minimum de 30 g environ, si l’on considere les essais
de reproductlc)n controlée). .

Le degré de maturité sexuelle des femelles peut étre évalué par 1’observation directe
de I’aspect de'1’ovaire (LIAO et HUANG, 1972). Ce dernier est en effet visible au travers
de la région dorsale cephalothoramque et abdominale, qui est generalement assez

translucide et permet de distinguer les organes sous-jacents. o

Au cours de la vitéllogénese, I’ovaire augmente considérablement de volume; trés
turgescent, il s’étenc de plus en plus dans la région antérieure du céphalothorax. En méme
temps, il se charge ¢’une caroténoprotéine, et sa coloration passe d’un blanc presque_
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translucide 2 un jaune péle ou a un orange péle, puis 2 un vert foncé ou 2 un brun foncé
lorsque les animaux deviennent matures.

1-4-1-3 Accouplement

Chez Penaeus japonicus, la copulation a été décrite par HUDINAGA (1942) : le
male dépose son spermatophore i ’intérieur d’une dépendance de D'appareil génital de la: .
femelle, le thélycum.. ' _ ,

- Cet:accouplement a lieu la nuit entre un méle en prémue, donc aux téguments tres
durs, et une femelle molle qui vient juste de muer. A partir d’une. certaine taille, cet
accouplement a lieu a chaque mue de la femelle, méme si celle-ci est immature, et le
spermatophore fixé dans le thélycum est rejeté a chaque mue avec la carapace.

1-4-1-4 Fécondation -

La fécondation est externe; elle intervient quand la femelle rejette librement en mer

-~ s€3 oeufs et les spermatozoides contenus dans sbn'réceptaclc séminal (HUDINAGA, 1942)."

Les oeufs sont expulsés par les pores génitaux situés a la base des:péréiopodes de la

:troisi'?*\me paire, tandis que les spermatozoides sortent par deux ouvertures.‘minuscules .

situées 2 la baser des péréiopodes IV de la femelle.

A une sahmte de 29%o et & 27°C, la formation de la membrane de fécondation
s’opere en 14 mn (LIAO et HUANG, 1972).

1- 4 1-5 Ponte

Les conditions et les caractéristiques de la ponte dans les conditions naturelles sont

.- trés mal connues. Jusqu’a présent, seule la péche des femelles gravides sauvages a permis
- d’étudier en détail son déroulement (HUDINAGA, 1942). La ponte a lieu la nuit; les
~.femelles nagent alors activement et les mouvements vigoureux des pIcopodes ‘permettent

- aux oeufs de ne pas s’agglutiner, ce qu1 favorise leur éclosion. L’émission des oeufs est

« bréve (de 2 & 4 mn); ils s’entourent immédiatement d’une sorte de masse gélatineuse et,

- .plus denses, tombent sur le fond. Les femelles semblent pouvoir-pondre pluswurs fms au
- cours de leur vie, mais des données précises manquent a ce sujet. :

Enfin, toujours d’aprés HUDINAGA ( 1942) la ternperature idéale pour la ponte se
situe entre 25 et 30° C.

Le cycle de développement a été décrit pour la premiére fois par HUDINAGA_
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- (1942); il fut ensuite précis€ par SHIGUENO (1975). Ceci permet a LAUBIER-

BONICHON (1975, 1978) d’étudier I’action de certains facteurs physiques (température et
photbpériode) a des moments précis du cycle, notamment sur la ponte et la maturation
sexuelle. Par I'intermédiaire de ces facteurs, il est devenu possible de programmer la
période de ponte (voir chapitre IT) . | B

1-4-2  Les stades larvaires (Fig 4, 6 et tableau 2du chépi_tre )

Les observations de HUDINAGA (1942) ont permis de mettre en €vidence
Iexistence de :

- 6 stages Nauplius (N1a N 6)

- 3stadesZoé  (Z1aZ3)

- 3 stades Mysis (M 1aM3)

1-4-2-1 Stade Nauplius

- Les Pénéides sont les seuls Décapodes 2 naitre sous la forme d’une larve nauplius. -

... Dans 1= milieu naturel, celle-ci éclot environ 13 h apres la ponte, par une dizaine de mgtres

de fond. |
. Il existe 6 stades nauplius successifs et donc 6 mues pour parvenir au stade zoé. La
distinction ‘entre les différents stades nauplius-est basée essentiellement sur le nombre et
I’aspect des appendices. - - ‘ ' , '
Les 6 mues se réalisent en 36 - 37 h & 27 - 29° C. Au repos les nauplii adoptent une

- posture verticale. Ils se déplacent en zigzagant et en utilisant les anténnules (A1), les
-antennes (A2) et les mandibules (Md). Les nauplius sont pélagiques et 1’énergie nécessaire
. a toutes leurs activités est puisée dans les réserves vitellines puisqu’ils ne semblent pas se

nourrir.
1-4-2-2- Stade Zoé

La durée des 3 stades peut varier de 5 & 8 jours & 27 - 29° C. Au repos leur position
est verticale, la téte dirigée vers le haut. Leur alimentation est 2 base de phytoplancton et
les mandibules servent & la mastication.

A
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PLANCHE II

Stades larvaires et post-larvaires de P. japonicus
“(photos G. CHARMANTIER)

Fig4 : Stades larvaires : N : Nauplius; Z1aZ3:Z0é1la Zoé3; M1aM3:
Mysis 1 3 Mysis 3. -

Fig5 : Stades post-larvaires: PL1'aPL10

Echelle : Chaqué segment correspond 8 20 mm
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1-4-2-3 Stade Mysis

La durée des 3 stades mysis est d’environ 5 jours a 27 - 29° C. Le déplacement est
assuré par les péréiopodes, assistés par les 3 paires de maxillipeédes (Mx). Au repos, la

mysis a aussi une position verticale, la téte par contre dirigée vers le bas. Les mouvements
de déplacement sont brusques. Dans la nature, 2 la fin des stades mysis, les larves gagnent:

les cotes.

Le régime alimentaire devient carnivore. -

|

I

1-4-3 | Les stades post-larvaires (Fig 5, 6, et tableau 2 du chapitre III)

Le passage de Mysis 3 au stade PL1 (prefniére post-larve) fait intervenir une mue de

- métamorphose qui est complétée progressivement au cours de mues successives, La post-
-larve acquiert la morphologie de 1’adulte au bout d’une vingtaine de mues.

Dans la nature les jeunes post-larves, ayant regagné les cotes, ont une vie pélagique; = -

42a5jours a Jrés-f_la métamorphose, le comportement se modifie graduellement et au bout'de
J L? p p gr

6 a 8 jours, elles deviennent fouisseuses sur des fonds sableux propres. Elles s’y enfoncent
grice a des} mouvements des pléopodes, des péréiopodes et également avec 'aide des’
_exopodites des antennes. La nage en pleine eau reste cependant utilisée, en particulier pour

la recherche de la nourriture.

mobilité le jour et une activité nocturne-intense. Ces crevettes se. nourrissent €t muent

durant la nuit.

Les post-larves agées sont aussi.appelées juvéniles. Ces dernie¢res sont également

benthiques. Pendant les premiers mois de leur existence, ils vivent en mer 2 proximité des

_plages et des étangs cotiers. Ensuite, lorsqu’ils atteigent une longueur totale de 8 a 12 cm, -

ils s’éloignent de la cote en nageant. -
Ces animaux ont un régime alimentaire carnivore.
1-4- Le stade adulte (Fig 6)

Les |individus sont adultes lorsque la différenciation des caractéres sexuels

secondaires (pétasma et thélycum) est réalisée. Ces derniers se mettent en place au bout de '

Des crtte étape est acquis le mode de vie des-adultes, caractérisé par une faible
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Cycle de développement et migrations de Penaeus japonicus.
N : nauplius ; Z : zoé ; M : mysis ; PL : post-larve ; Juv : juvénile ; Ad:
adulte. Les échelles de taille des différents stades ne sont pas

respectées.
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4 a 5 mois aprés la naissance. Cependant le mile est légeérement plus précoce que la

femelle. Les| miles atteignent une quinzaine de centimétres de longueur totale et les
femelles une vingtaine.

Une fois les caractéres sexuels apparus, la femelle a une croissance pondérale plus
rapide que le male. La maturité sexuelle est atteinte au moins 8 mois apres la naissance.

Les animaux vivent alors 2 4 3 ans, en muant tous les 1 2 2 mois selon I’4ge. . -~ = .7

Le mode de vie est similaire a celui des juvéniles. De méme que la prise de

nourriture, les mues, les déplacements, I’accouplement et la ponte ont lieu la nuit.




CHAPITRE II

' ELEVAGE DE PENAEUS JAPONICUS~
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2-1 HISTORIQUE

L’élevage des crevettes Pénéides s’est développé de maniére empirique en Indonésie
et aux Philippines, il y a plusieurs siécles, dans des bassins cOtiers aménagés et conquis sur
les zones d’estuaires et de mangroves (les tambaks indonésiens).

Apres-que la reproduction ait eu lieu en mer, les post-larves:devenues benthiques
gagnent la cOte ou elles se concentrent au débouché des lagunes et des estuaires. On peut
alors soit laisser pénétrer avec le flot les post-larves dans les ‘bassins, soit les capturer avec

des filets & maille fine pour accroitre le recrutement naturel des tambaks. Aprés plusieurs

mois d’élevage dans ces bassins, il suffit de remplacer les barrieres a claire voie qui

empéchent les animaux de regagner la mer par des filets fixes, pour capturer les crevettves'

parvenues a une taille convenable. On retrouve facilement 1’origine de ces pratiques dans la

- péche traditionnelle en lagunes telle qu’elle est réalisée de nos jours & I'ouverture des

grandes lagunes de la Cote.d’Ivoire dans: le.:golfe de Guinée. Les indonésiensont
progressivement appris & gérer les plans-d’eaux, 2 les enrichir en y apportant des déchets

végétaux capables d’augmenter la production-biologique. Ils ont également appris.a

répandre dans le fond des bassins du- calcaire susceptible de diminuer I’acidité souvent
élevée produite par la décomposition: des débris végétaux et les apports.d’ean douce
continentale. Ces élevages primitifs se sont développés régulierement a J ava et surtout 2
Sulawesi en Indonésie, ainsi qu’aux Philippines, mais n’ont pratiquement- pas &volué
jusqu’a la seconde guerre mondiale.

Au Japon, en ce qui concerne Penaeus japonicus, la crevette la plus recherchée par
les .consommateurs nippons, des pratiques différentes se sont développées: au début du

 vingtiéme siécle : des crevettes  péchées en mer, encore de trop petite taille pour &tre = = -

commercialisées étaient placées dans des viviers & fond de sable ; elles étaient nonrries de
poissons . et de sous produits-de la péche jusqu’a ce qu’elles aient atteint ume taille
satisfaisante, aprés deux ou trois mues en captivité. Ces tentatives de grossissement étaient

limitées a la saison chaude et n ’ont :jamais pris un developpement comparable aux
élevages 1ndones1ens et ph111pp1ns ‘

Dans. les deux cas, la principale limitation du développei.nent de cette forme
d’aquéculture réside dans la disponibilité de jeuhes animaux prélevés dans le milieu
naturel. En second lieu, viennent bien- entendu les questions trophiques et de surface
disponible pour la construction de bassins d’élevage.
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C’est & partir de 1933, sous ’impulsion d’un chercheur japonais HUDINAGA, que
- débute I’histoire moderne des élevages de crevettes Pénéides. Il faudra prés d’une
~ trentaines d’années de recherches avant que ne soit produite en 1960 la premicre tonne de
crevettes d’¢levage (‘P japonicus ) au Japon. Depuis cettc date, des essais ont été pratiqués
sur une quarantaine d’espéces au moins, et diverses techniques ont été mises au point, qu’il
s’agisse de la production des jeunes crevettes en écloserie A partir de femelles prétes &
- pondre,ou de grossissement jusqu’a la taille marchande. Elles ont permis un développement
rapide de I’aquaculture mondiale des crevettes.Pénéides qui_dép_assc nettement a 1’heure
“actuelle les 100:000 tonnes; avec en particulier une progression récente particuli¢rement
rapide dans les pays d’Amérique Centrale et Latine . " |

En France métropolitaine, les perspectives de 1’aquaculture extensive restent encore
incertaincs, alors que des formes d’élevage intensif se développent dans les départements et
temtomes d’Qutre-Mer et en particulier & Tahiti et en Nouvelle-Calédonie. En France ,
comme dans d’autres pays comme les Etats-Unis et-le Japon, la demande reste & un niveau-
élevé. Les crevettes Pénéides sont trés appréci€es pour leurs caractéristiques gustatives, et
les traitements et les préparations sont réduits 3 une conservation par congélation apres
ététage. ' ’

2-2 ELEVAGE
2-2-1 Les méthodes modernes:d’élevage

2-2-1-1 Obtention des pontes

I1 existe actuellement trois méthodes distinctes pour obtenir les pontes des femelles,
chacune tirant sa justification des caractéristiques écologiques du- site, des aptitudes de
I’espéce et de la disponibilité plus ou moins grande des animaux sauvages dans le milieu
- naturel:.Ces méthodes sont inégalement développées au stade de la production.,

© La méthode la plus ancienne, élaborée au Japon entre 1935 et 1960 par HUDINAGA,

a été mise au point pour P. japonicus, et largement diffusée depuis une quini@ine d’années
~a 1’extérieur du Japon. Cette méthode repose fondamentalement sur la captﬁr'e par la p€the
commerciale ‘de femelles parvenues naturellement & maturité, reconnaissables & leurs
gonades développées et de couleur foncée, visibles a travers la carapace. Ces femelles,
- triées 2 bord des chalutiers, sont transportées aussi rapidement que possible jusqu’a

I’écloserie, ol elles sont placées dans des bacs de ponte , et soumises & un léger choc
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thermique. Dans de telles conditions, au cours de deux ou trois nuits suivant la capturé, les
femelles pondent dans les bas'sivns d’ot elles sont ensuite retirées. Cette technique implique
donc la proximité d’une pécherie commerciale. Aprés la ponte, les femelles survivantes
sont commercialisées . Mise au point chez P. japoniéus, cette méthode a été employée
avec des résultats comparables chez d’autres especes des régions intertropicales et
tempérées chaudes.

Des méthodes permettant le transport des femelles gravides ont ét€ mises au point,

mais un délai de quelques heures au maximum doit &tre respecté entre la capture et la:mise:
dans les bassins de ponte qui servent ensuite a 1’élevage larvaire et post-larvaire. -

Schématiquement, la méthode consiste & soumettre les femelles matures, dans les jours qui

précédent immédiatement la ponte, & un stress thermique moyen. L’efficacité de la-

méthod?e» dépend en grande partie du soin apporté au tri des femelles, et de la durée qui
s’écoule entre la capture et la mise en bassin. Ceci explique pour quelle raison il n’ a jamais

- été.possible d’obtenir des--pof_ltes de P.japonicus a partir de femelles gravides tranisportées.

par voie-aérienne -du Japon en France, lorsdes premiérs essais d’élevage de crevette: = -

~: japonaise: pratiqués -en France, il y a plus de 15 ans.'La technique japonaise cs‘thCnco;r‘e:f-b BT
- aujourd’hui la plus répandue en termes de production de post-larves. ‘ B ;

Dans les régions ot il est difficile ou impossible de s’approvisionner réguliérement .« -
en:femelles mires capturées par la péche, deux techniques différentes ont été développées,: - -
- I'une en tégion équatoriale, la seconde en pays tempéré. Seule la premitre a réellement "

débouché aujourd’hui au plan commercial, alors que-la seconde méthode: représente peut
étre la perspective d’avenir la plus intéressante. '

La premiere méthode mise au point depuis 1970 environ-dans différentes régions et <
“en particulier A Tahiti pour la France, consiste A maintenir en bassins extérieurs de’ grande -
surface des populations importantes de creveites des deux sexes, parmi lesquelles-il faut:
trier chaque soir, ‘apres capture;, les. femelles gravides par examen direct des ovaires. Ces -
animaux en voie de maturation ovarienne sont ensuite transférés dans des bacs de ponte et - -

épédonculés. L’épédonculation (ablation unilatérale; ou. raremen’t'bilatéralc-.-dés pédoncules

oculaires) -a pour but de lever Iinhibition du dévcloppement ovarien induite. par ‘une. -
- hormone inhibitrice accumulée dans la glande du sinus du pédoncule oculaire: Elle éntraine

la reprise et I’achévement accéléré de la maturation ovarienne et aboutit 2 la ponte. Cette
technique a permis le développement des premiers élevages de dimension commerciale

- réalisés a Tahiti, puis en Nouvelle-Calédonie par le CNEXO (AQUACOP, 1983). - fitig



34

Enfin, I’étude en captivité de P. japonicus au cours des années 1975 1976 a perrms
de mettre au point une méthode de contrdle écophysiologique de la maturation (LAUBIER-
BONICHON , 1975,1978). Elle est basée sur la constatation selon laquelle, lorsque les
conditions de température atteignent une valeur suffisante de I’ordre de 20°C, l'initiation de
la maturation est placée sous le controle de la photopériode chez des P.japonicus
-originaires du Japon, c’est-a-dire déja soumis dans les conditions naturelles & une variation
annuelle importante de la photopériode. Lies premiers signes de maturation des gonades
apparaissent & partir d’un éclairement de 12 h par jour, pour des animaux exposés
auparavant a des jours courts de 9 & 10 h. Les pontes deviennent réghliércs_i et fréquentes
pour des valeurs de 16 h d’éclairement journalier, avec une température de Pordre de 24°C.

Un fait remarquable confirme l’irriportance de la photopériode dans le contrdle de la
maturation sexuelle : il est possible d’obtenir toute 1’année des pontes chez des animaux
qui, normalement ne se reproduisent que pendant quelques mois d’été, voire d’inverser la
._saison de reproduction. Cette technique a ét€ mise au point progréssivement; elle a été
~employée avec une-efficacité satisfaisante en France métropolitaine & 1’échellede:la

- production piloté, dans les installations'du CNEXO 2 Palavas -les-Flots, pour P. japonicus -

- et P. kerathurus. L'un des intéréts fondamentaux du procédé€ réside dans la possibilité-de -+

programmer :le période de ponte, pour de petites populations ‘de femelles - captives;:de
I’ordre de qualques dizaines d’individus. D’un point de vue biologique, il est intéressant de
souligner que cette- technique , qui fait appel au seul contrdle 'éCOphysiol'ogiquc..;:de» la

maturation sexuelle permet d’obtenir fréquemment des taux: d’éclosion de 100 %, cen’est i

jamais le cas:avec les techniques stressantes quelle que soit:la nature du stress utilisé.'D’un
poirit de: vue: plus général, !seule une ‘méthode écophysiologique permet d’étudier de -
maniére rigoureuse 1’évolution’ des caractéristiques. génétiques au cours. de plusieurs
ge’rnéra;ions.‘ De tels travaux ont été entrepris chez P. japonicus (LAUBIER er al, 1984) et
~ont. montré une trés faible variabilité génétique au cours des générations captives
successives. '

2-2-1-2 Elevage larvaire

Deux méthodes différentes sont utilisées avec succes depuls une qumzamc d’annees
pour les élevages larvaires de crevettes Pénéides. .

La premiére et la plus ancienne de ces deux techniciues a été _n_iisé au point par
- HUDINAGA et KITTAKA (1967) élu Japon dansle casde P. japonicus . C’est la méthode
dite de I’élevage en-: eau verte. Elle est -rélativement peu coliteuse et _convient

particuliérement bien aux productions de masse pratiquées par- les japonais en vue



B

35

d’accroitre les populations sauvages par déversement de jeunes femelles en mer. On utilise
des bassins en ciment, qui peuvent &tre vidés totalement par un orifice inférieur, de fagon &
récolter les animaux en fin d’élevage. Ils sont protégés des intempéries par une
construction 1égere équipée de parois translucides qui atténuent I’éclairement naturel. De
I’eau de mer contenant des algues planctoniques et du zooplancton est introduite dans le
bassin. Elle est progressivement portée 2 la température de 28° C par un syst®me de

_canalisation dans lesquelles circule de 1’eau douce chaude , et I’ensemble est maintenu

homoggne par une forte aération en plusieurs points du fond du bassin. Les femelles prétes
A pondre sont introduites dans le bassin ‘au. moment oi1 le phytoplancton commence 2 se
développer, ce qui peut étre facilement suivi par le changement de couleur de I’eau.

Des que les femelles ont pondu, on augmente progressivement 1’intensité de la
production phytoplanctonique en ajoutant des fertilisants minéraux a la dose convenable.
Dans ces condmons de temperature, d’éclairement et de brassage de 1’eau par aération, on

_obtient une floraison intense de diatomées qui donne .a I’eau du bassin une coloration:::.
.brune. Le phytoplancton servira de nourriture aux zoés a partir du 3¢me jour suivant les" -
. premilres pontes, et permettra en outre le développement , & partir des animaux introduits

au moment du remplissage du bassin des populations zooplanctoniques dont les mysiSe-def
crevettes puis-les post-larves se nourriront tour  tour pendant les premiers jours de leur -
vie. Cependant, il est nécessaire d’assurer un complement trophlque sous la forme de
naupln et de stades Juvemles d’ Artémies.

Cette technique exige peu de main d’oeuvre, mais n’est pas parfaitement fiable, le.
développement du phytoplancton stimulé par les apports de nutriments et celui du

‘zooplancton ne se faisant pas toujours avec la vitesse désirée. Elle impose également de.
- disposer simultanément d’un nombre relativement élevé de femelles gravides. La technique

japonaise est par ;co‘ntre trés intéressante des lors qu’il s’agit de produire, au cours d’une:".

‘méme saison de reproductlon de 2 2 3 mois seulement, les centaines de millions de post-""*
larves . de P. ]apomcus requises pour subvenir aux besoins du vaste programme de.
~ deversement de jeunes crevettes en Mer Intérieure du Japon, entrepns depuis une vingtaine - :

|
d années. o

Une seconde technique est connue sous le nom de technique d’élevage en eau claire.~
Le principe en est s1mp1e les algues planctoniques et les animaux"planctoniques'qui
serviront de proies aux my51s et aux post-larves sont produits dans des installations
entierement dlstmc!:tes duj bassin' d’¢levage des-crevettes. Cette technique nécessite un

entretien joum?lier des bacs plu$ important, mais elle permet d’obtenir des densités plus
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élevées en méme temps qu’un taux de survie reproductible et généralement supérieur a
celui de la méthode en eaux vertes . Une production régulitre de dizaines de millions de
post-larves peut &tre ainsi assurée chaque mois. En contrepartie, il est pratiquement
impossible de fournir aux larves en élevage la méme variété de types d’algues
planctoniques et d’animaux proies que dans la technique japonaise. Il peut alors se pbser
des problémes d’adaptation de la nourriture aux besoins des larves. |

En France, la technique d’élevage en eau claire a ét€¢ développée a Tahiti par le .
Centre Océanologique du Pacifique du CNEXO (AQUACOP, 1983) , puis en métropole.
dans les installations de la station de Palavas-les-Flots du CNEXO, puis de 'ITFREMER.

2-2-1-3 Prégrossissement

La tcchnique japonaise d’élevage larvaire permet d’aller directement jusqu’a

1’obtention des post-larves dgées d’une vingtaine de jours (P 20, soit le stade post-larvaire '

~ 12-2 15 jours selon la température) : le fond plat des grands bassins d’élevage et ladensité. - -
‘beaucoup plus faible des post-larves qui ne dépasse guere 10 individus par litre ‘d’eau - -

-permettent en effet de. poursuivre I’élevage durant un mois et demi environ, a partirde la. -

ponte. Par.contre, la méthode en eau claire doit &tre suivie d’une phase de prégrossissement -
opérée dans un bac différent du bac d’élevage larvaire. En effet, la densité des post-larves

qui peut atteiridre 60 2 80 individus par litre d’eau est trop élevée a partir du moment ou1, © = -

quittant la vie en pleine eau, elles colonisent le fond du bac d’élevage ot elles meénent la
" plus grande partie de leur vie a partir du 4¢me a 5¢me jour apres la métamorphose. -

- Le prégrossissement présente de nombreux avantages en facilitant, lors des transports
d’un bac & un autre, puis vers les bassins d’élevage définitif la manipulation des jeunes
- crevettes qui sont devenues bcauCOup plus résistantes que les premiéres post-larves. Etant -
don’né les volumes d’eau relativement faibles, il est encore possible de chauffer légérement |

les bassins de prégrossissement, de maniére A obtenir une croissance initiale rapide. Des -

* précautions doivent-cependant étre prises pour €viter 1’ apparition et la:prolifération rapide - -
d’infections telles que les mycoses branchiales a Fusarium. '

2-2-1-4 Prégrossissement et acclimatation au milieu naturel

o
| . ) . .
prégrossissement,: il faut signaler 1’importance prise, dans le vaste programme de

Bien qu’il ne s’agisse pas a proprement parler d’une technique de

reﬁ)euplement en P. japonicus de la Mer Intérieure du Japon, par la phase d’acclimatation
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au milieu naturel. Les jeunes post-larves (P 20) issues des écloseries ne peuvent étre
directement transférées en mer ouverte, comme 1’avaient cru au départ (1964,1970 environ)
les japonais. Il est indispensab_le ‘de leur permettre de retrouver en particulier le
comportement d’enfouissement et de recherche de la nourriture 2 la surface et dans le
sédiment ; ceci doit &tre réalisé dans des conditions aussi stires que possible vis a vis des
agressions des prédateurs naturels.

Une premi¢re méthode d’acclimatation a été imaginée des 1970 : les jeunes crevettes.
- sont déversées dans des enceintes crées dans le milieu naturel ; elles.ne sont ouvertes qu’un
mois et demi apres, lorsque les animaux ont largement dépassé le poids individuel de 1 g.
Des 1974, une telle technique a d’ailleurs également été utilisée en France de manidre
expérimcntalc dans un étang du Roussillon ; elle a été reprise a plus grande échelle dans les |
étangs de la région languedocienne ol se pratique depuis quelques années une aquaculture
extensive de crevettes japonaises (LUCET, 1984). |

~Au Japon, cette technique qui s’est avérée relativement cofiteuse a mettre en place, et
" doit faire 1’objet d’une surveillance quotidienne pendant la période de prégrossissement.
(risque d’abordage par des petites embarcations, -accumulation d’algues, pénétration de -

- prédateurs, etc ...) aété remplacée par un véritable -aménagemcht de certaines plages : une
- série de bassins de faible profondeur sont disposés en gradinsj.,é»tagés. jusqu’ au niveau de la
mer. Ils sont alimentés par pompage en mer, la filtration de. 1’_éau avant son écoulement
-dans le bassin le plus élevé permettant de prévenir toute intrusion de prédateurs naturefs
' Les jeunes ‘crevettes libérées. dans la - partie: le: plus haute du systéme gagnent
progressivement la mer. |
Cette méthode permet de traiter en continu des nombres trés importants d’animaux.

Elle semble. donner de bons résultats et parait plus economlque que la technique des

enceintes.

2-2-1-5- Grossissement

Selon les especes de Pénéides considérées, il existe de nombreuses variantes dans les
techniques de gr0551ssemcnt utilisées. De maniere schématique, et en prenant par exemple
le cas le plus comphquc, c’est-a-dire celui des: especes qui exigent de pouvoxr s’enfouir
dans le sédiment pendant la journée, on peut distinguer deux techniques, I’ une relatlvement
ancienne, de type scml-mtcnmf, la seconde, plus moderne, de type intensif et réclamant des-
investissements matériels beaucoup plus importants. ' |
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* Technique semi-intensive

La technique semi -intensive a été mise au point 2 partir des viviers traditionnels au
I apon des 1960 environ. Les enceintes de grossissement, souvents créées a partir d’anciens
marais salants désaffectés, sont de grandes surfaces. Avant la penode d’élevage, les bassins
sont asséchés et le sol est labouré pour permettre‘ I’oxydation complete des déchets
organiques enfouis provenant de la précédente campagne. | o

La mise en eau a lieu en avril, et les post-larves sont transférées dans. les bassins
quelques jburs plus tard. Elles mesurent alors 1,5 cm de longueur, pesent 25 mg. Le bassin
de grossissement peut également &tre relié par un systtme de vannes i un autre situé en
amont dans lequel se fait le prégrossissement des post-larves provenant directement des
écloseries. Durant cette phase, les animaux sont nourris avec des aliments naturels. Les
eaux brunes de ces bassins de prégrossissement, entretenues par des apports de fertilisants
* minéraux fournissent en outre une nourriture complémentaire liée a la chaine alimentaire
- qui s’y développe naturellement.. Au bout d’un: mois, les jeunes crevettes sont conduites
dans le bassin de grossissement. La période:de grossissement rapide commence & la mi-juin .
et les animaux les plus gros sont commercialisables d&s le début du mois de novembre. Les -
péches se poursuivent jusqu’en décembre, date & laquelle la production est interrompue A la-

suite de la- baisse des températures qui ralentit con31dérab1ement la croissance de :
P. jap‘omcus en dessous de 18° C. '

! Comme cela se pratique dans d’autres €levages aquatiques, les j Japonals commencent
ca tlrér parti des eaux de refroidissement de:certaines installations industrielles littorales; en-
particulier des centrales thermiques ou nucléaires dev production d’électricité. Ils
maintiennent ainsi au-dela de la saison, la ‘température ‘de I’eau des bassins de
grossissement a.des valeurs autorisant la poursuite de la croissance des crevettes. Dans ces
conditions d’€levage, le poids individuel moyen peut atteindre 20g. La charge en fin
d’élevage peut atteindre 300 2 500 g / m2.

La nourriture distribuée est principalement composée d’aliments frais. D’autres sous-
‘produits de la péche peuvent &tre utilisés. Depuis une quinzaine d’années, on assiste au
remplacement - progressif de ces aliments frais, qui posent des problemes  de
conditionnement et de conservation; dont les prix varient selon la période de I’année, et qui
polluent le fond des bassins, par des aliments granulés mis au point 2 la suite notamment
 des travaux de KANAZAWA (1982). | |

Dans tous les cas, il existe un risque considérable de pollution organique du fond des
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Fig 13: . Détermination des stades post-larvaires PL1 & PL10 de Penaeus japonicus

par le nombre d’épines rostrales.
(d’aprés HUDINAGA, 1942)
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3-3}2 Microscopie électronique & balayage
Les échantillons frais sont fixés pendant 24 h a4 4° C au glutaraldéhyde 4 25% dans

du tampon cacodylate de sodium 0.1 M a pH 7.2.
“Afin d’éviter les problémes de transfert d’eau, I’ osmolarité du fixateur est réajustée

au préalable 2 celle du milieu intérieur des échantillons par addition de NaCl. L’osmolarité.

fampon cacodylate de sodium pendant 24 h & 4° C (3 bains successifs durant 24 hy et - -

déshydratés par passage dans des bains successifs d’alcool éthylique de concentration

: croissante»(30°, 50°, 70°, 90°, 100°) pendant 10 mn. La déhydratation s’achéve avec 2

bains d’alcool éthylique pur.

- est contrdlée grace a-un osmometre Roebling. Les échantillons sont ensuite rincés dans du:

On procede ensuite au “point critique”au CO, afin d’éviter les tensions superﬁc1elles ?

sous des tensions d’accelératlons de 10225 KV.

3-3-3 Microscopie électronique a transmission

‘Les échantillons sont alors collés sur des portoirs métalliques puis métallisés a I’or (couche
~de 20 a 30 nm) avant d’&tre observés au microscope electromque a balayage JEOL.SM U3

-Les échantillon, fixés et rincés comme précédemment, sont ensuite post-fixés au

ils sont imprégnés dans un mélange alcool 100° RP-résine spurr (SPURR, 1969). Cette

-~ tétroxyde d’osmium & 1 % dans le méme tampon pendant 1 h 2 4° C. Aprés déhydratation,

imprégnation est longue, progressive pour notre matériel délicat et difficile 2 pénétrer. Elle -

- unbain alcool-spurr pendant 1'h (3V/1V) |-
- un bain alcool-spurr pendant 1 h AV/1V)
- un bain alcool-spurr pendant 1 h (1V/3V)

- un bain spurr pur pendant 12 h -

L’inclusion est réalisée dans de la résine pure qui polymérise en 8 h a 70° C. Les

blocs sont taillés au pyramidotome Reichert Om V2. Quand les coupes ‘semi-fines (2um

d’épaisseur) étalées sur lames et colorées au bleu de toluidine se révélent'intéressantes, des |

coupes ultrafines sont réalisées (0.5 wm) sur couteaux de| verre et recueillies sur-des grilles

de cuivre (300 x 75 mesh) puis contrastées par 1’acétate d/uranyle a saturation dans I’alcool |
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3-4-2  Osmorégulation

La faible taille des larves nous a conduit & pratiquer des prélévements d’hémolymphe
sous huile minérale (afin d’éviter les phénomenes d’évaporation et de dessication) par
insertion dans le coeur d’une micropipette en verre. Cette technique nous a permis
d’obtenir des résultats réproductibles .4 partir du stade zoé 2, soit pour des animaux

mesurant 1.3 4 2 mm de long..

- Pour les animaux plus 4gés, les prélevements d’hémolymphe ont €té pratiqués sur des -
animaux préalablement séchés avec du papler filtre, et en fonct10n de leur taille, de la
méme manicre chez les post-larves que chez les larves, ou 2 la senngue dans l’espace

lacunaire sanguin ventral du telson chez les adultes.

Les mesures de pression osmotique de I’hémolymphe des larves et post-larves ont été
réalisées sur un micro-osmometre Kalber-Clifton requérant 30 4 50 ml. La pression '
osmotique de tous les milieux d’élevage ainsi que celle de I’hémolymphe des-adultes, ont

 été également mesurées A 1’aide d’un osmometre Roebling nécessitant 3.5 ml. =

3-5 MESURE DE L’ACTIVITE DE L’ATPase Na* - K* ET DE L’ANHYDRASE '~
CARBONIQUE S e e

3-5-1 Préparation des échantillons

Pour les dosages enzymatiques, nous avons utilisé des animaux -entiers,et:a partir du -

stade PL4 nous avons également mesuré I’activité ATPasique du céphalothorax seul. -

Le nombre d’individus utilisés pour une mesure d’ATPase Nat -K* estde 150 -
nauplii et zoés, 60 mysis 2 + 3, 50 mysis 3 + PL1, 30 PLZ et PL3 + PL4, 10 PL6, PLS, et -
PL15. EHe nécessite. 20 céphalothorax pour PL4 et 10 céphalothorax pour PL5, PL6, PL8 et
PL11. | |

Chez les adultes, nous avons prélevé également par échantillon les 3 dcrmeres paires

‘branchiales, tous les épipodites et les deux. banchlostegltes
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| Pour 1’anhydrase carbonique, nous avons employé 200 nauplii, 100 zoés 2, 80 mysis
2,30PL1,20PL3,5PL4 +PL5,et 3PL16 .

Les stades nauplius, zoé et mysis sont comptés a 1’aide d’une pipette Pasteur, puis
mis. dans des tubes. en verre pendant quelques minutes a - 4° C afin d’accélérer la

décantation et pouvoir éliminer I’eau de mer sans déperdition de larves.’

Les animaux utilisés pour les mesures sont 2 jelin depuis 16 & 24 h; en effet, les
nauplii d’Artémia qui leur servent de nourriture présentent un taux élevé d’ATPase Nat -
K (EWING etal ,1974). B

Les individus sont immergés dans du \tampon glacé (Tris, 0.1 M; pH : 7.2) puis
homogénéisés dans un homogénéiseur Potter 2 piston .en téflon a:8000 tmn! . Le volume :
est réajusté puis le broyat est centrifugé pendant 15 mn 2 500 g.et 2 2° C. Chez les adultes
(4gés de 8 mois environ), lés branchies, épipodites et branchiostégites ont été broyés i
I’Ultraturax 2 24 000 t.mn” ]

enzymatique et le dosage des protéines sont effectués sur le surnageant conservé dans la

et le broyat centrifugé 2 2000 g. Les mesures de Pactivité
glace pilée.

3-5-2° Mesure de‘l’activité de ’ATPase Né"- K* |

Lﬁ mesure de activité de l’enzy_rne est basée sur la détermination indirécte de la

production d’ADP par le systtme pyruvate-kinase-lactate déhydrogénase (FRITZ et
I‘-IAMRICK, 1965, modifié par SALL et al , 1975). La séquence des réactions est la

~ suivante:
- ATPase - : -
ATP =~ ADP+POyH; ATPase : ATPase Na™ - k™
g
PK
ADP + PEP == ATP + pyruvate PK : pyruvate kinase

LDH
Pyruvate + NADH + Ht—p-Lact + NADT LDH : lactate déshydrogénase
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3-5-3 Mesure de l’activité de l’anhydrase carbonique -

L’enzyme catalyse la réaction suivante :

. CA :, - o
€O, +H0 ——= H+ + HCO3 CA : anhydrase carbonique

\/

H,CO;
~Comme la reactlon @ est trés lente devant @ la reactlon s'écrit couramment -
CO, + H20 =— H'+HCO;

- La mesure de ’activité enzymathue du surnageant est effectuée seIOn la technique
~ décrite par MAETZ (1956), mais modifiée pour la mesure du CO,. Les milieux
réactionnels se composent-d’une part de NaHCO, dissous dans la soude et d’autre part d’un
tampon: phosphate mono et disodique de PH 6.83 contenant le surnageant (et donc
I’enzyme). Au temps zéro, ces deux milieux  sont mstantanément mis en contact et
| vigoureusement brassés et le CO, degagévpar la décomposition de I'ion bicarbonate est .

- mesuré volumétriquement par Ia technique de Gilson, c’est-a-dire 2 pression constante. Les

fioles sont thermostatées a 5° C, la différence des volumes de C02 dégagé est exprimé'e en .

mm?> de CO, dégagés par mn et par mg de_protéihes. Dans les :mémes cohditiOns 1U '

- d’anhydrase carbonique Boehringer (érythrocyte bovin) dégage par mn 346 mm?3 de CO,.

3.6 CALCULS STATISTIQUES

La méthode utilisée est celle de I’analyse de v'ari;ance._. F* différence sig‘nifiéatiVe -
(P= 0.05) ; F ** . différence hautement significative (P'.= 0.01) ; NS’ : différence non o

significative. .
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4-1 INTRODUCTION

Les études histologiques synthétiques concernant la branchie des Décapodes sont peu

nombreuses et parfois discordantes ; elles concernent surtout les branchies des Brachyoures

(DRACH, 1930; CHEN, 1933 ; SMYTH, 1942) . Dans le cas des Décapodes Macroures,

nous ne connaissons qu’une étude sur Palaemonetes varians (ALLEN, 1892), ancienne

mais qui n’en constitue pas moins un remarquable travail, et deux beaucoup: plus récentes -~ -

sur Crangon vulgaris (DEBAISIEUX, 1970) et sur Penaeus aztecus (FOSTER et
HOWSE, 1978).

Les études ultrastructurales de la branchie de Crustacés adultes» ont porté sur Ocypode
albicans (FLEMISTER, 1959), Callinectes sapidus (COPELAND, 1964 a ; COPELAND et

- FITZJARREL,,. 1968), Carcinus maenas (.CQPELAND, 1964 a ; ALI 1966;-GOODMAN

et CAVEY, 1988 ; COMPERE er a/,1989), Hemigfapsus oregonensis et ‘Pachygrapsus

. crassipes (WRIGHT, 1964), Artemia salina (COPELAND,; 1967), Gecarcinus lateralis

(COPELAND, 1968), Pacifastacus leniusculus (MORSE et al,1970), Panulirus: argus -
(STRANGWAYS - DIXON et SMITH, 1970), Astacus leptodactylus (BIELAWSKI, 1971;

. FISHER, 1972; DUNEL-ERB et al,1982), Gammarus oceanicus (MILNE et ELLIS, 1973),

Jaéra nordmanni (BUBEL et JONES, 1974; BUBEL, 1976), Procambarus clarkii

- (BURGGREN et al,1974), Cardina japonica (NAKAO, 1974), Ocypode ceratophtalma

(STORCH et WELSH, 1975), Holtuisana transversa (TAYLOR et GREENAWAY, 1979),

. Asellus aquaticus (BABULA, 1979), Astacus pallipes (DUNEL-ERB et al,1982), Eriocheir

......

sinensis (BARRA et ql,1983), Uca mordax (FINOL et CROGHAN, 1983), Crangon.

. crangon (PAPATHANASSIOU, 1985), Goniopsis cruentata (MARTELO et ZANDERS,

+ 1986). Nous ne connaissons par contre pas d’études ultrastructurales sur les branchies-de

larves et post-larves de Crustacés.

En ce qui concerne Penaeus japonicus, HUDINAGA (1942) a étudié Al’or;l‘tog‘énie des
branchies, mais A notre connaissance, aucune étude histologique, méme succinte n’a été
réalisée sur les branchies de cette espece. Comme il est tres généraiement admis Cjue ces
organes sont parmi les régions les plus perméables de la surface du corps des Crdstacés_ et
représentent le site ‘primaire‘. de la régulation ionique et osmotique (MARGARIA, 1931 V;
WEBB, 1940 ; revues in ROBERTSON, 1960 ; LOCKWOOD, 1962, 1968 ; GILLES,
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1975 ; CROGHAN, 1976 ; KIRSCHNER, 1979 ; PEQUEUX et GILLES, 1981 ; TOWLE,
1984 a), nous avons donc entrepris leur étude générale en nous attachant surtout a |
rechercher I’épithélium impliqué dans 'osmorégulation. Sur la base des travaux de
TALBOT et al(1972) et de FELDER et al(1986), nous avoné également abordé la
recherche d’autres épithéliums éventuellement osmérégulateurs : il s’agit des épithéliums
du branchiostégite, de la pleure et des épipodites. Notre objectif final était la recherche
d’une relation entre la rnisé en place des stuctures osmorégulatrices (branchies et autres) et
I’acquisition des capacités osmorégulatrices de 1’espece que nous traiterons dans- un

chapitre ultérieur.
4-2  ETUDE MORPHOLOGIQUE DES BRANCHIES

~4-2-1 Nombre de branchies et formule branchiale

. De fagon générale, on trouve 4 paires de branchies portées par le somite thoracique et

I’appendice correspondant, qui sont de 3 types selon leur point d’insertion (fig 14)

* podobranchie fixée au coxopodite de 1’appendice

* arthrobranchie fixée 2 la membrane d’articulation entre I’appendice et le flanc de™ * <+

Panimal. | |
* 'pleurobranchie fixée sur le bord pleural du somite, au dessus de la base de -

I’appendice.

La formule branchiale éompléte est la suivante.: 1 podobranchie, 2 arthrobranchies et
1 pleurobranchie par sorﬁite. Le nombre maximum de véritables branchies est donc de 32,
mais aucun Décapode connu ne posséde ce nombre. En effet, le nombre de branchies est
variable selon le z(jgenre et I'espece. Chez le homard, il en existe 20 paires. Chez les
écrevisses de I’hémisphere nord, on note 17 ou 18 paires, alors que celles dell’hémisphére
 sud en comptent 19 (LOCHHEAD, 1950). Chez les Paguridés, ce chiffre varie de 10 2 13
alors que chez les brachyoures, ce némbre est plus réduit. Ainsi, la majorité des crabes
marins et d’eau douce posseédent 9 paires de branchies (Cancer : PEARSON, 1908,
“Carcinus : BORRODAILLE, 1922; Trichodactylus : VALENTE, 1948). .
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 Schéma général d'une CT ou niveau du céphalothorax d'un Crustacé Décapode montrant - -
~la'disposition des 3 types de branchies. Art: arthrobranchie ; At : appendice thoracique ;
- Av : artére ventrale ; Brt : branchiostégite ; C : coeur ; Chn : chaine nerveuse ; Cxp :

coxopodite ; Dph : diaphragme ; Ep : €pipodite ; Hp : hépatopancréas ; Its : intestin ; Mat: -~
membrane d'articulation ; Mdx : muscles-dorsaux ; Mvx : muscles ventraux ; Pl : pleure ;

‘Pdb : podobranchie ; PIb : peulorobranchie ; Sqi : squelette interne ; Tes : testicule.
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développent plus tardivement. Pour éviter une telle situation, les rudiments podobranchiaux
régressent. Par contre, chez I’écrevisse Astacus ol I’éclosion n’a lieu que lorsque la larve
est complétement formée, les podobranchies se forment en premier, ‘persistent et les
pleurobranchies se forment en dernier. L’explication de BUCHANAN parait tout-a-fait
plausible. Néanmoins, avec P. japonicus, nous nous trouvons peut-&tre devant une
exception a-cette régle générale. Il n’y a en effet aucun doute quand a I'a'présenéc d’une
podobranchie portée par le' 2&éme maxilliptde chez ’adulte. Est-elle présente uniquement
chez P. japonicus 7 Des dissections sur quelques autres Pénéides pernicttron't‘ d’établir une

comparaison afin de généraliser ou non cette constatation .
4-2-2 Forme et dimension des branchies

Chaque,branchie est comprimée contre les branchies voisines d’une part, contre la
paroi interne et la paroi externe de la cavité branchiale d’autre part.:Etant-donné la sorte de
moulage que subit ainsi chaque branchie de la part des parties avoisinantes, il n’est pas
étonnant que les branchies soient différentes les unes des autres quant a leur forme et & -
leurs dimensions (Fig 15,3 , 136). Celles-ci dépendent, notamment, du rang occupé par la
branchie dans la cavité branchiale, qui est loin:d’avoir la méme. largeur au niveau des
différents segments du céphalothorax. Il n’est pas étonnant non plus que -chacune des
branchies soit plus ou moins dissymétrique par rapport & son:axe principal (fig 23), les =

volumes offerts aux deux séries de lamelles:n’étant pas identiques.

Chez un_subadultg de 11.5 cm-de longueur. (longueur rostre-telson), les branchies les

plus grandes sont levs-pleui‘obranchies du cinquiéme péréiopode avec 7 mm de longueur sur

12 15 mm de largeur. La plus petite branchie estla deuxieme arthrobranchie portée par le-

deuXiéme’maxillipéde avec 2 mm de longueur sur 0.5 mm de largeur."
4-2-3, Morphologie des branchies (Fig'15 421)
| 1
Une branchie de Décapode est constituée essentiellement par une partie médiane

allongée, plus ou moins aplatie, sur les deux faces de laquelle sont insérés soit des tubes,

soit des lanpelles

Selon la classification établie par HUXLEY (1896) les branchies de P. japomcus et

de toutes les Pénéides appartiennent 2 la catégorie des dendrobranchies. La dendrobranchie



Fig 15

Fig 16

Fig 17

Fig 18

T Abréviations : Fb-: filament branchial ; Fd : face dorsale ; Fv : face ventrale ; Pb : "

- Echelle :
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PLANCHE V

Branchies de P. japonicus juvénile

Arthrobranchie du 3¢me péréiopode, face ventrale -

Pbdobranchie du 28me maxillipede, face dorsale. Cette branchie est plus
large que la branchie précédente et est plus incurvée vers la base .

Apex d’une branchie. Les lamelles branchiales diminuent de lbngueur ace

niveau .

: Raphé d’une branchie, face dorsale .

pédoncule branchial ; Pm : pore 2 mucus ; Rp : raphé. |

Chaque segment correspond a 50 pm.
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consiste en un axe ou raphé portantbsymétriquement des lamelles branchiales dont la
surface décroit de la base vers ’apex de la branchie (fig 17). Chaque lamelle porte & son
tour des filaments branchiaux orientés perpendiculairement a son axe et qui présentent au
moins deux bifurcations (fig 17, 18, 19). Chaque branchie est attachée 2 la base par sa face
dorsale au segment thoracique par un court pédoncule de structure tubulaire (fig 16). Le .
raphé présente sur ses deux faces des pores 2 mucus. De plus, sur la face ventrale de la
_branchie (qui est située vers I’extérieur de I’animal) on distingue des soies ayant ‘un role -

“dans la circulation de 1’eau au niveau de la cavité branchiale (fig 20, 21). -

4-3 ETUDE HISTOLOGIQUE DE LA BRANCHIE DE L’ADULTE DE
P.JAPONICUS

La branchie lamelleuse de P. japonicus présente diverses structures :

* un épithélium unistratifié-(dont nous reparlerons plus loin) qui couvre toute la" .. -
surface branchiale. Il est recouvert.d’une couche de cuticule qu’il secrete. Cette cuticule
plus ou moins épaisse au niveau du raphé s’aménuise au niveau des lamelles pour devenir .

trés mince au niveau des filaments. .

* un-réseau longitudinal qui divise la lumiére de chaque structure tubulaire; raphé,: - -
lamelles et ﬁlarQents en vaisseau afférent externe par rapport a ’animal, et en vaisseau
efférent interne (fig 22, 23). Un troisieéme petit vaisseau est localisé entre une couiche de

néphrocytes qui font face au vaisseau efférent et le réseau qui sépare le vaisseau efférent et :
affére
souvant les espaces interstitiels formant des lacunes hémolymphatiques (fig 24, 25), mais le

rdle de ce vaisseau dans la circulation branchiale n’est pas encore tres clair. La présence en

t dans le raphé et les lamelles. Dans ce vaisseau auxiliaire, 1’hémolymphe remplit

méme temps de vaisseaux et de lacunes hémolymphatiques suggire qu’un systéme -

vasculaire 2 la fois de types fermé et ouvert est présent dans les branchies de P. japonicus .

* des groupes de néphrocytes toujours fixés sur le réseau (fig 23) , tant sur le raphé
que dans les lamelles, entourant les vaisseaux efférents. Cette association anatomique
constante -d’un systtme de néphrocytes a I’appareil branchial est une particularité des

Décapodes. KOWALESKI (1889) a montré que ces cellules fonctionnent comme des reins



70
‘ PLAN CHE VI
- Branchie de P. japonicus juvénile
Fig19 : Bifurcatibn des filaments
Fig20 : Fac¢ ventrale dﬁ raphé. On nbte la présence dev soies_. | N
Fig2l : .Féce ventrale du faphé. Soies et pores a mucus.

Abréviations : Fb : filament branchial ; Pm : pore 2 mﬁcus"; S : soie.

Echelle : Chaque segment correspond & 50 pm pour les fig 19 et 20 et a 10 pm pour
lafig 21 '

.
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:PLANCHE IX
' Branchie de P.japonicus juvénile
- Fig 32 : Lamelle bra.nchiale et bifurcation en deux filaments. A ce niveauié, le
réseau cellulaire est trés dense et on n’observe presque pgs de lacungs

hémolymphatiques (x 4700).

. Fig 33 : Filament branchial. L’épithélium a certains endroits ne contient présque pas
' d’organites intracellulaires (x 35 000)

Fig 34 : Filament branchial. L’épithélium est généralement trés mince. Des
- interdigitations latérales renforcent la cohésion intercellulaire. On remarque
également 1’absence d’organites intracellulaires (x 35 000).

Abréviations : Cu : cuticule ; E : épithélium ; He : hémolymphe ; Int : interdigitation ;
Re : réseau . o
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(0.3 -0.8 um) (fig 35, 36) généralement perpendiculaires a la cuticule. Ces microvillosités
peuvent s’interrompre en certains endroits (fig 37). Lorsqu’elles existent, elles déterminent
des espaces_ sous cuticulaires importants. Au niveau des zones de microvillosités, le
cytoplasme renferme de nombreuses mitochondries, généralement d’assez grande taille (3.4 .
pum) occupant presque la totalité du cytoplasme. Leur matrice faiblement dense aux
électrons renferme des crétes lamellaires (sur la figure 36, les mitochondries ne sont pas
bien visibles). Mis & part les mitochondries, le cytoplasme plus dense aux €lectrons quc
celui de 1’épithélium simple que nous avons observé chez la PL 10 et chez ’animal agé’ de
3 mois est to‘ut aussi pauvre en organites intracellulaires. Néanmoins, ._r'lous avons pu . |
observer du Rea, du Reg, des grains de glycogéne et des grahules cytoplasmiques. Entre les

cellules épithéliales dont les ‘limites cellulaires sont mal définies, existent parfois

~d’importantes lacunes qui ne semblent pas des artéfacts (fig 37). Dans les filaments, le

‘passage de I’hémolymphe entre les canaux afférent et efférent se fait par I'intermédiaire de

ces lacunes périphériques qui sont ménagées entre les cellules épithéliales.

Nous n’avons pas observé de vésicules de pinocytose & la base des microvillosités, ni
d’invagination basale, de méme que nous n’avons noté aucune différence significative -
entre branchies antérieures, médianes et postérieures. '

4-4-2  Autres structures épithéliales différenciées

Trois autres types de tissus ont €t€ examinés (fig.14 pour leur localisation) :

- I’épithélium du branchiostégite, c’est-a-dire 1’épithélium de la 'partie latéro-externe de la

chambre branchiale, I’épithélium du flanc de I’animal que I'on réfere & la pleure ou
pleurite. Ces deux tissus limitent donc la cavité branchiale, et l’épipodite. Ce dernier est
représenté par une lame, fourchue 2 son extrémité, portant des soies sur sa surface et fixée _
sur le coxopodite de ’appendice thoracique’ par un pédoncule court et rigide. Chez
Pjapbnicus, les épipodites sont au nombre de 6 dans chaque cavité branchiale, portés par
les trois maxillipedes et les trois premiers péréiopodes et s’intercalant entre les branchies
(Fig 22). | : | |

~
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PLANCHE X

Branchie de P. japonicus juvénile

Fig 35 : Lamelle branchiale. L’épithélium présente des microvillosit€s & la face
apicale. Des lacunes hémolymphatiques existent au sein du réseau cellulaire
(x 3300).

Fig 36 : Les microvillosités apicales délimitent des espaccé sous cuticulaires

importants. Les mitochondries (difficilement discernables 2 cause de leur

faible densité €lectronique) sont disposées 2 la base des microvillosités
© (x 11 000).

Fig 37 : Extrémité distale d’un filament branchial. Entre les cellules épith€liales se
trouvent des lacunes hémolymphatiques. Une importante lacune distale
occupe I’extrémité du filament (x 3500).

Abréviations : Cu : cuticule ; E : épithélium ; Esc : espace sous-cuﬁculaiie ; Fb:
filament branchial ; La : lacune hémolymphatique ; Lad : lacune
' hémolymphatique distale ; M : mitochondrie ; Mv : microvillosité ; N :

noyau.



=
-

i

-
S

%2,
i

s ERR




79
4-4-2-1 Chez les larves

- Chezlazoé?2

Des coupes ultrafines réalisées au niveau de la partie postérieure du céphalothorax de
P japonicus au stade zoé 2 ont permis les observations suivantes :

Le branchiostégite (fig 38)
La cavité branchiale est entierement ouverte a ce stade et le branschiostégite a une

orientation presque parallele a la surface dorsale du céphalothorax. Il est constitué de deux
feuillets épithéliaux monostratifiés distincts, séparés par un espace Hémolymphatique plus
-ou moins régulier (fig 38). Les épaisseurs du feuillet externe et interne sont respectivement
de 1.4 et 2.8 um). Le feuillet interne est donc plus épais, par contre, il posséde une cuticule
beaucoup plus mince que celle de la face externe. Les noyaux de taille variable sont
allongés et la chromatine forme des mottes périphériques ; cclle-ci peut étre néanmoins
dispersée chez quelques rares noyaux. Le cytoplasme des deux feuillets est riche en Reg
sous forme de vésicules alongées et dilatées, en ribosdmes libres et en vésicules

cytoplasmiques. Au niveau de la face externe, existe des amas de chromatophores.

A la partie inférieure du branchiostégite, les deux feuillets se rejoignent, et I’espace
hémolymphatique. n’existe plus, le bord terminal se caractérise par d’énormes lacunes et le -

cytoplasme s’appauvrit en organites.
La pleure (fig 39, 40)

_ Il existe deux types d’€pithélium pleuraux : un €pithélium d’épaisseur appréciable
(5 -7.8 um) et un épithélium mince (1.4 - 4 um) . | ‘

L’épithélium €pais a un bord apical largement dentelé (fig 39) et TEPOSE SUr une
membrane basale assez nette (fig 40)‘. Dans la partie basale des cellules, on observe des
invaginations plus ou moins importantes dont les plus grandes atteignent environ les 2/3 de
la hauteur de I’épithélium. Les invaginations peuvent €tre aussi latérales. Elles renferment

entre elles de nombreuses mitochondries, généralement de forme allongée (1 a 1.6 um),
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PLANCHE XI

Tissus différenciés de la surface interne de la cavité branchiale de larves de P. japonicus

Fig38 :
Fig 39,40 :

 Fig4l,42:

- Abréviations :

Branchiostégite de Zoé 2. CT au niveau de la région postérieure du céphalo-
thorax. Les deux feuillets du branchiostégite sont constitués par un
épithélium aplati. Noter larichesse en Reg (x 14000)

Epithélium pleural de Zoé 2. CT au niveau de la région Vpos.térieure du
céphalothorax. Cet épithélium est caractérisé par de nombreuses
invaginations-basales associées a des mitochondries (x 11 000 et x 17 000).

Branchiostégite de la Mysis 3. Coupe au niveau de la région antériéute ou
moyenne du céphalothorax. Deux catégories de piliers réunissent les deux
feuillets : pilier fibrillaire (fig 41) ou cytoplasmique (fig 42) (x 6400 et x
2300). ' '

Cu : cuticule ; Fe : faée externe ; Fi : face interne ; He : hémolymphe ; Inv:
invagination ; Lb : lame basale ; M : mitochondrie , N : noyau ; Pc : pilier
cytoplasmique ; Pf : pilier fibrillaire ; Reg : réticulum endoplasmique
granulaire ; Ri : ribosome. '
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dont la matrice moyennement dense aux électrons contient des crétes lamellaires.

Dans la portion cytoplasmique située entre la face apicale et le sommet des
invaginations, existent aussi de nombreuses et volumineuses mitochondries (1 & 1.3 pum),
certaines situées trés prés du bord apical des cellules. Cette portion cytoplasmique renferme
également un grand nombre de Reg, des ribosomes libres et des vésicules de petite taille.
Les noyaux sont de forme arrondie, la chromatine en mottes est périphérique, la membrane

et pores nucléaires sont nets et la zone périnucléaire est assez riche en Reg.

L’épithelium mince apparait & certains endroits mais s’épaissit au niveau des noyaux,

ceux-ci ont une forme trés allongée (11 sur _3.5 um) Le cytoplasme contient quelques

. mitochondries et du réticulum endoplasmique qui est par contre lisse. Ce type d’épithélium

pleural est différent du précédent surtout par 1’absence totale des invaginations

latérobasales.

L’épipodite

L’épipodite n’existe pas encore chez le stade zoé 2. Il apparaitra au stade mysis 2

- Chez la mysis 3 “

Des coupes ultrafines reahsees au niveau de la partie antérieure et moyenne du

cephalothorax de la mysis 3 ont perrms les observauons suivantes :

Le branchiostégité

i
.
Les deux feuillets du branchiostégite ont généralement des épaisseurs différentes. Le

feuillet externe mesure 1 a 2.2 pm avec une cutlcule de 0.7 um, alors que le feuillet i 1nterne
mesure en moyenne 4.4 um avcc‘ une cutlcule de 0.1 ym . Ils sont separes par un grand
espace hémolymphatique de 6.6 um de largeur dans lequel se trouvent quelques hemocytes.
A certains endroits, les deux feuil‘lets sont réunis par des piliers qui peuvent étre de deux

sortes (fig 41, 42) :

* pilier fibrillaire caractéris€ par d’abondantes fibres prenant naissance au niveau de

la face apicale de chaque cellule. Epaisses dans cette région, elles convergent vers le pont
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Dans les zones non différenciées, I’épithélium pleural a une épaisseur de 3 pm
environ, le:s noyaux allongés (5.5 sur 3 um) sont plus fréquents, leur chromatine est éparse
et leur membrane nucléaire est trés nette et recouverte extérieurement par des ribosomes.
Le cytoplasme contient des mitochondries dispersées, pour la plupiu’t petites et de forme
sphérique; sporadiquement, il peut y avoir quelques microvillosités apicales. A d’autres
endroits, 1’épithélium pleural est encore plus banal, trés aplati avec uniquement quelques

rares noyaux dans le cytoplasme.

Partout, la lame basale est trés difficilement discernable A cause de son aspect trés

fibreux.
L’>épipodite

Les deux épipodites qui apparaissent chez la mysis 2 au niveau du premier et

deuxi®me maxilliptde sont encore trop petits chez la mysis 3 pour une observation
correcte.
4-4-2-2 hezl t-larves
Le branchiostégite (Fig 47 4 49)

Chez les stades post-larvaires (PL10), l’épitheliuﬁl interne du branchiostégite,
nettement plus épéis (12.4 - 14 um) que chgz leS larves, présente la méme structure que
celle décrite précédemment chez la mysis 3 (Fig 47, 48). On y retrouve les mémes
différenciations. Des microvillosités de 1 - 2 um de longueur.existent au pole apical.Elles
sont néanmoins plus nombreuses et plus réguli¢res que chez les larves. Des invaginations
fines, nombreuses et trés serrées existent au p’c‘)lc‘ basal, certaines arrivent trés pres de la ‘
membrane apicale léissant un espace de 1.6 pm). Des mitochondries a disposition parallgle |
sont situées ent?ré les invaginations. Les plus allongées (1 1.6 sur 0.5 pm) so_ht lbcalisées
entre les invagin‘ations et les plus peﬁtes, de forme sphérique (0.3 pm) occupent leurs
extrémités (fig 47,49). |

Une petlte bande cytoplasmique existe entre le sommet des invaginations et la base

de m1crov111051tes s’ y trouve de nombreuses rmtochondnes dont la plupart ont une forme



 Fig47249:

Fig 50

Fig 51

Abréviations :

Echelle
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- PLANCHE XIII

Fbeuilllet interne du branchiostégite de post-larve PL10 de P. japonicus

Fig 47 /48 : vue générale de I’épithélium. Il existe une différenciation
apicale en microvillosités et une différenciation basale en invaginations. Ces _

deux structures sont étroitement associées 2 un grand nombre de

mitochondries, sur la figure 47, 1a cuticule a été enlevée. (x 6300 et x 5200).
Fig 49 : détail de 1’association mitochondries / invaginafi’oﬁs (x13 OOO).

CT de céphalothorax de post-larve PL5 de P. japonicus . Disposition des
éléments de la chambre branchiale, branchiostégite replié- ventralement,
épipodite fourchu encadrant la branchie.

Détail de l’épipodite de post-larve PL 5.

B : branchie ; Brt : branchiostégite ; Cb: cavité branchiale ; Cu : cuticule; E:
épithélium ; Ep : épipodite ; Hem : hemocytes Int : 1ntcrd1g1tat10n Inv:.

invaginations; Lad : lacune hemolymphauque dlstale M: mltochondne N:
noyau Nu : nucléole ; Pil : pilier ; St : strie.

Chaque segment correspond & 30 pm.
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d accumula_tion. CUENOT a confirmé ce role dans son mémoire de 1895 d’ou ’appellation

~de “néphrocytes”. Ces cellules renferment une ou plusieurs vacuoles plus ou moins

importantes dont le contenu a un aspect clair, le cytoplasme et le noyau sont refoulés 2 la
périphérie. Ces néphrocytes accumulent des substances dans les vacuoles, leur activité

selon DRACH (1930) pbun‘ait étre en rapport avec la mue.

* des piliers (fig 25) qui maintiennent écartés les deux faces opposées de chaque

‘lamelle ou filament en délimitant entre-eux des lacunes hémolymphatiques dans lesquelles

on observe souvent de nombreux hémbcytes (fig 25). Chez P. japonicus, TSING et al
(1988) ont tenté une classification de ces cellules sanguines. Ces auteurs décrivent 3 types
d’hémocytes circulant se distinguant par la taille des granules cytoplasmiques; les .
hémoc'ytes a gros granules (HGC : 1) les hémocytes a petits granules (HPG :2) et les
hémocytes peu différenciés (HPD : 3); I’existence de ce troisi¢me groupe est discutée. Sur
la ﬁgure 25, seuls les hémocytes 2 et 3 sont représentés.

4-4 BRANCHIES ET STRUCTURES OSMOREGULATRICES AU COURS DU .
DEVELOPPEMENT DE P. JAPONICUS
4-4-1 Branchies

4-4-1-1 Chez les larves (fig 26, 27)

Chez P. japonicus, les branchies apparaissent chez les derniers stades larvaires:
HUDINAGA (1942) signale chez les mysis 1 la présence de 4 rudiments arthrobranchiaux
sur le troisi®me maxillipede et les trois premiers péréiopodes . Il les décrit comme étant tres

petits et souvent & peine visibles. Une arthrobranchie supplémentaire apparaut sur- ces. -

- appendices chez la mysis 2, les arthrobranchies deviennent légérement plus grandes chez la

nt)ysm 3.alors qu’une minuscule arthrobranchle apparait sur le quatnéme pere1opode Les"

servations de cet auteur se lmutérent au nombre et a la dimension de ces organes. -

| : ‘
Chez la mysis 2, Wous avons par histologie photonique noté la présence de rudiments

branchiaux qui.ne sont encore que des. bourgeons situés  au niveau du coxopodite de . -

I’appendice. Nous considérons ces fonnatlons, a ce stade 1a, comme étant encore des



Fig 22

Fig 23

Fig 24

- Fig 25 =
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. PLANCHE VII

Branchie de P. Japonicus juvénile

Coupe parasagittale au niveau du céphalothorax. Les branchies sont coupées

transversalement. On distingue au niveau du raphé le vaiseau afférent et

efférent, les lamelles et les filaments branchiaux. 'Ex_ltre' les branchies -
s’intercalent les épipodites. ’

: . Coupe transversale d’une: branchie. Le raphé est constitué par les deux -

vaisseaux afférent et efférent séparés par un réseau cellulaire. Quelques
néphrocytes font face au vaisseau efférent. '

Filaments branchiaux. Ils sont traversés par un vaisseau afférent et efférent
séparés par un septum. A Dautre extrémité se trouve une lacune
hémolymphatique distale.

Coupe au niveau d’un filament branchial. Les deux faces épithéliales sont
reliées par des . piliers: qui' délimitent entre eux des lacunes
hémolymphatiques dans lesquelles .on observe souvent des hémocytes de 2
types avec (2) ou sans granulations-(3). - ' o

Abréviations : B : branchie ; Brt : branchiostégite’; Cu : cuticule ; E : épithélium ; Ep :

Echelle :

épipodite ; Fb : filament branchial ; He : hémolymphe ; Hem: hémocyte ;

Lad : lacune hémolymphatique distale ; Lb : lamelle branchiale ; Ne :
néphrocytes ; Pil : pilier ; Sep : septum ; VA : vaisseau afférent ; VE :
vaisseau efférent. = - ' '

Chaque segmeni correspond & 80 pm pour les fig 222 24 et 2 5 pm pour la

fig 25.
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rudiments alors quHUDINAGA les qualifie déja de branchies. Notre opinion diverge de

- celle de HUDINAGA dans la mesure olt nous n’avons pas observé de branchie typique,

c’est-d-dire comportant lamelles et filaments branchiaux. La cavité branchiale est
largement ouverte chez les mysis 2, le branchiostégite n’étant pas replié vers la face

ventrale,

Chez la mysis 3 (fig 26, 27), ces bourgeons augmcntent de'.-t_aill_e,_» et apres &tre

- remontés légérement au-dessus du coxopodite, semblent se détacher nettement du flanc de

- Panimal (fig 26). Ces bourgeons sont formés‘lpar un épithélium monostratifié régulier, 2

cellules cubiques, avec noyau arrondi et nucléole trés contrasté bordant une lacune

“hémolymphatique (fig 27). La cavité branchiale n’est toujours pas formée (fig 26)

4-4-1-2 Chez les post-larves (fig 28 2 30)

Chez les PL1, les bourgeohs net_temént plus longs, se sont largement détachés du:

-flanc de I’animal; la lacune hémolymphatique plus importante est toujours limitée par des:

cellules régulieres (fig 28, 29) et le branchiostégite en se développant s’est rabattu vers la-

partie latéro-centrale formant plus ou moins la cavité branchiale (fig 28).

'Chez les PL4, I’épithélium branchial a la méme structure que chez les mysis 3 et les
PL1, a la différence qu’un réseau cellulaire se met en place entre les deux faces épithéliales.
et qu’a la base de la formation branchiale, 1’épithélium commence 2 former des lamelles.
(fig30). B

Chez les PL5, I’évolution des branchies est plus avancée. Les lamelles qui étaient -
auparavant limitées a la-base de la branchie, se développent plus ou moins jusqu’ab I’apex.”
Les arthrobranchies les pIus anciennes, présentent méme les deux vaisseaux. La cavité
branchiale est complétement formée par recouvrement latéro-ventral du branchiostégite
(fig.50) . |

: Chez les PL 10, les branchies les plus gr'an@es, a ce stade ont 1 mm environ de

‘longueur et ont aequis déja la morphologie lamellaire de la branchie adulte que nous avons

décrite auparavant (fig 52,{53). Nous avons également étudié ces organes en microscopie



‘Fig28,29
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PLANCHE VIII

-Evolution des branchies des larves et post-larves de P. japonicus

Fig 26, 27 :

Fig 30

Fig 31

“Abréviations :

 Echelle

Larve Mysis 3. CT au niveau du céphalothorax. Les bourgeons branchiaux

se forment 2 partir du coxopodite de 1”appendice.

:* Post-larve PL 1. CT du céphalothorax au niveau de la chambre b'rénchiale.' B

Fig 28 : développement des bourgeons: branchiaux encore 31mples
Fig 29 : agrandissement de la photo précédente. Le bourgeon branchial est
formé par un eplthehum, simple entourant une lacune hémolymphatique.

Post—larve PL4 . CT de la chambre branchiale. Les branchies presentent les
prermeres lamelles branchiales latérales.

Post-larve PL10. CT de I’épithélium branchial : épithélium simple, pauvre
en organites intracellulaires. (x 16.000). -

At : appendice thoracique ; B : branchie ; Bb : bourgeon branchial ; Brt :
branchiostégite ; Cb : cavité branchiale ;' Cu : cuticule ; E : épithélium ;Int :
interdigitation ; Hem : hémocyte ; La : lacune hemolymphanque Lb
lamelle branchiale.

Chaque segment correspond a 20 pm.
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électronique. Leur taille relativement petite nous a permis de réaliser des coupes plus ou
moins seriées en orientation transversale mais également longitudinale afin d’avoir une
exploration maximale. L’épithélium branchial (fig 31) limitant les lamelles est
extrémement mince mesurant 0.1 2 1.7 mm chez un animal en intermue, mais peut
s’épaissir considérablement a I’endroit o se trouvent les noyaux qui sont assez rares. . La
présence d’interdigitations 2 la partie apicale renforce la cohésion des cellules épithéliales:
" Aucune particularité histologique ne caractérise cet épithélium qui se révele &tre pauvre en
oorganites intracellulaires. Cet épithélium repose sur une lame basale de nature fibreuse -
(fig.31). | i

A travers plusieurs observations, nous n’avons relevé que cette catégorie

d’épithélium quelle que soit la région branchiale observée.

4-4-1-3 Chezles juvéniles et adultes (fig 32 a 37)

Les coupes pour la microscopie électronique:ont été réalisées sur des branchies

d’animaux agés de 3,5 et plus de 6 mois.

Chez les animaux 4gés de 3 mois, les cellules épithéliales du raphé branchial
entouraht les vaisseaux sont cubiques ‘et mesurent 4.3 & 6.4 pum d’épaisseur. Dans les
lamelles et filaments (fig 32) 1’épithélium représente un mince feuillet de 0.8 urh
- d’épaisseur ; celui-ci s’épaissit localement soit au niveau des noyaux pour atteindre une
_ épaisseur de 1.4 & 2.2 um, soit aux extrémités des filaments (1.5 pm) ol il y a formation
- d’une grande lacune distale (fig 33). Les noyaux trés rares, sont volumineux, zillongés 7
sur 2 um) parfois en forme de fer & cheval et ont une chromatine déposée en mottes
- périphériques . Le cytoplasme est pauvre en organites intracellulaires (fig 34), il s’y trouve:
quelques rares mitochondries dispersées, de forme cirjculaife (0.4 -um) ou allongées (1 pm)
parallelement & la cuticule. Tres sporadiquement; la n&embrane plasmique. apicale émet des

“microvillosités assez discrétes. La membrane basale est bien visible (fig 34).

Chez les branchies d’animaux agés de 5 mois 'ou plus (fig 35 , 36, 37), nous avons
observé un épithélium foujours mince, mais présentant une différenciation de la membrane

plasmique apicale‘. Celle-ci émet sous la cuticule des microvillosités de dimension variable



|

|

b

»
&vg'; o
R
..
L
w

%_‘_
|
|
|




87

allongée, quelques unes ont un aspect étoilé. Certaines mitochondries sont disposées juste &
* la base des microvillosités (fig 47). |

Les noyaux sont de forme ovale (4.6 sur 2.6 um) ou arrondis (5 pm) avec une
chromatine, généralement en mottes refoulées a la périphérie. Certains ont un nucléole trés
contrasté .

Dans certaines régions du branchiostégite, bien QUe la partie basale ne présente paS
de différenciation, les microvillosités sont toujours présentes au niveau de la face apicale
(fig 47,48). _

Les digitations intercellulaire latérales sont plus fréquentes chez le b'rarichiostégite
des post-larves .que chez les larves (fig 47,48). Au sein du cy_toplavsmc on trdt{ve

essentiellement des ribosomes libres et des grains de glycogéne.
La pleure

A ce stade, les animaux sont trop grands pour &tre coupés in toto et trop petits pour la
dissection. Nous n’avons donc pas observé la pleure des stades post-larvaires. Nous
pensons qu’elle a gardé les structures caractéristiques relevées chez les stades larvaires

avancés, car ’observation en microscopie photonique révéle la présence de stries.
L’épipodite (fig 50 a53)

En microscopie photonique, on distingue correctement 1’épipodite 2 partir du stade

PLA4. 11 s’agit de structures allongées formées d’un épithélium monostratifié & hautes
cellules prismatiques, les noyaux arrondis & nucléole trés contrasté, situé prés de la surface

apicale se trouvent dans les zones claires alors que le reste de la cellule est beaucoup plus

contrasté ayec un. aspect strié. Les deux faces épithéliales sont séparées par un réseau

vasculaire lacuneux. L’extrémité libre de 1’épipodite est occupé par une volumineuse

lacune hémolymphatique (fig 50,51). De place en place,'deux cellules opposées de

1’épithélium viennent en contact et forment des piliefs traversant la lame épipodiale d’une

cuticule a I’autre (Fig 51).

Chez le stade PL10, I’épipodite a la méme structure sauf que 1’espace 6ccv.ipé par les

lacunes hémolymphatiques est plus réduit (fig 52,53).



) Fig 52,53 : Stade vpost—lar,vaire PL 10 de P. japonicus. CT faite au niveau du
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PLANCHE XIV

céphalothorax.
Fig 52 : vue générale de la chambre branchiale .

Fig 53 : E agrandissement de la photo précédente. Par rapport aux stades

- précédents (fig 50), les branchies sont plus développées, 1’épipodite présente

Fig 54 a 57:

‘Abréviations :

Echelle’

une structure moins lacunaire.

Branchiostégite de P. japonicus adulte L’épithélium est caractérisé par
d’importantes interdigitations aplcales profondes et sinueuses. Les noyaux
sont nombreux et polymorphes. Le cytoplasme est trés riche en Reg,
dictysomes, vésicules, granules cytoplasmiques et travées fibrillaires (x
6200, x 10 000, x 11 500, et x 13 700). |

At : appendice thoracique ; B : branchie ; Cb cav1te branchiale ; Cu :
cuticule ; D : dictysome ; Ep : épipodite ; G : granule cytoplasmlque Int :
interdigitation ; M : mitochondrie ; N : noyau ; Reg : réticulum
endoplasmique granulaire ; Ri : ribosome ; Tf : travée fibrillaire SV
vésicule; Vb: vésicule de bourgeonnement.

Chaque segment correspond a 160 pum pour Fig 51 et 4 16 um pour Fig 52.
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4-4-2-3 Chez ’adulte:
Le branchiostégite (fig 54 4 57)

De trés nombreuses sections ont été réalisées au niveau du branchiostégite adulte.
Nous n’avons jamais pu observer le méme épithélium différencié que celui que nous avons
rencontré chez les larves et les post-larves. L’épithélium du branchiostégite chez I’adulte de

P. japonicus montre les caractéristiques suivantes :

* Les cellules sont hautes 4 noyau central. Au pdle apical, les membranes

cellulaires présentent de nombreuses interdigitations trés prononcées et sinueuses (fig 54)

* - La pfésenée de trés nombreuses fibres , trés serrées et allongées formant des
sortes de travées allongées dans le méme sens que la cellule. Entre ces fibres, se logent les
noyaux a chromatine, soit en mottes, soit di§persée dans le nucléoplasmé . Les noyaux sont
tous situés au méme niveau et ont une diversité de forme étonnante (fig 55); arrondis,
allongés, bilobéﬁs, multilobés, en croissant, en demi cercle, leur taille est importante (2.6 sur
1.8 jusqu’a 5.4 sur 2.3 pm).

* Un important Reg formé de tubules allongés et dilatés pouvant avoir plus de
3,6 um de longueur. Ce réticulum peut se trouver aussi bien dans la région périnucléaire

(fig 56) que dans les autres régions du cytoplasme.

" Dans le cytoplasme, se trouvent aussi des mitochondries allongées en quantité
moyenne de 1.2 sur 0.4 pm jusqu’a 2.5 sur 0.4 um de dimension. On remarque aussi de

nombreuses petites vésicules claires (fig 56,57), des granules cytoplasmiques denses aux
électrons de diameétres important (0,3 um) (fig 55), des ribosomes libres, des grains de
glycogene. De volumineux dictyosomes trés réguliers sont visibles (fig 57); le nombre de

saccules est important et des vésicules de bourgeonnement se détachent de leurs extrémités.
La pleure

Malgré les nombreuses sections effectuées a différents niveaux, nous n’avons pas

- observé d’épithélium particulier. L’épithélium pleural chez I’adulte est un épithélium non



Fig 58, 59:
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PLANCHE XV
Epipodite de P. japonicus adulte .

L’épithélium de vl’épipodite de I’adulte est hautement différencié. De

profondes invaginations associ€es a des mitochondries sont présentes dans
‘1a zone apicale (Fig 58) et la zone basale (Fig 59) (x 16 400 et 28 000)

Fig 60
Fig 61

Abréviations :

Détail sur 1’association motochondries / invaginations (x 16 400).
Zone périnucléaire riche en Reg et ribosomes.
Ch : chromatine, Cu : cuticule ; Inv : invaginations ; Lb : lame basale ; M :

mitoc’hondrié; N : noyau ; Reg : réticulum endoplasmique granulaire : Ri :
ribosome ' '
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différencié. Les cellules dbnt les limites cellulaires sont mal définies sont plus ou moins
aplaties. Les noyaux sont allongés et le cytoplasme contient quelques mitochondries

allon gés, des ribosomes libres, et une quantité moyenne de Reg.
L’épipodite (fig 58 2 61)

" Nous I’avons observé chez les animauxbﬁgés de 5 mois et chez les adultes. Nous
avons relevé les mémes structures. :

" D’emblée, l’observateur est frappé par la haute différenciation des - cellules
épithéliales de 1’épipodite; celles-ci sont tres riches en invaginations apicales ci basales qui
dans certaines régions sont trés proches et paralleles les unes aux autres. Au niveau apical,
elles ont une longueur de 1.3 jusqu’a 6 pm, orientées perpendiculairement par rapport a la

cuticule, elles s’enfoncent vers l’intérieur du cytoplasme en renfermant entre elles une

- quantité modérée de mitochondries (fig 58). Au niveau basal, ces formations sont plus

' spectaculaires. La membrane cellulaire s’invagine dans le cytoplasme formant un systéme

de doubles membranes (fig 59,60), 1’espace intermembranaire dé ces doubles membranes
communique avec l’espace extracellulaire du cdté basal de 1’épithélium (fig 59). Les
invaginations ont une largeur de 20 nm. Extrémement nombreuses, existant sur toute la
base de la cellule, trés SCITéCS\ entre elles, elles s enfoncent trés profondement dans le
cytoplasme en direction aplcale et peuvent mesurer plus de 20 um de longueur. Elles
renferment entre elles un nombre tres €levé de mitochondries, trés allongees dans la plupart
des cas (2.5 sur 0.3 um) et formant des paquets de mitochondriaux assez 1mpress1onnants
Les mitochondries contiennent un trés grand nombre de crétes lamellaires orientées
transversalement dans la matrice a forte densité électronique. Les cellules de 1’épithélium
de ’épipodite se caractérisent égalemeqt par une grande richesse en Reg, en ribosomes
libres, surtout dans la zone péﬂnuéléaﬁe (fig 61) , en grains de glycogene. Entre les
invaginations, le Reg est trés allongé mésurant entre 0.4 et 1 um. Les noyaux de densité
moyenne, situés sur le méme niveau sonjt généralement arrondis ou allongés ( 8 sur 4,6
sur 3 ; 7 sur 5 pum) ; au sein du nucjléoplasme, la chromatine est répartic en mottes
périphériqués ou en mottes clairsemées. ‘ '

La lame basale trés fibreuse est difﬁcilemeht observable. (fig 59). k

A certains éndroits, les icellules épithéliales des deux faces s’unissent et forment un

.y . . | TR s -
pilier. A ce niveau, des faisceaux fibrillaires traversent les cellules et viennent s’ancrer sur
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la cuticule.

Des coupes réalisées 2 la base des épipodites, au niveau du pédoncule d’attache ont
montré des cellules épithéliales différentes. De forme trapézo’fdale, elles présentent un bord
basal profondément dentelé. Sporadiquement existent de petites microvillosités apicales
délimitant entre elles des espaces sous cuticulaires. A ce niveau, se trouvent également un
trés grand nombre d’interdigitations trés sinueuses et renfermant dans leurs contours du
Reg. Les noyaux sont de taille et forme variables. Les mitochondries et Reg sont répartis

uniformément au sein du cytoplasme. Nous avons noté également la présence de travées

' fohnées de fibres trés serrées et allongées perpendiculairement a la surface apicale, par

contre , nous n’avons pas observé d’invaginations basales.

45 DISCUSSION ET CONCLUSION

4-5-1 Les branchies

g
Les branchies apparaissent sous forme de bourgeons au stade mysis 1 mais ne

présentent une structure branchiale nette qu’a partir des stades post-larvaires.

Chez la post-larve PL10 de P. japonicus , nous n’avons obvservé qu’uh seul type

d’épithélium branchial ; trés mince, contenant quelques rares noyaux allongés et presque

pas d’organites intracellulaires sinon quelques mitochondries, cet épithélium ne présente ni

différenciation apicale ni basale. Bien qu’il n’existe pas & notre connaissance dans la
bibliographie des €tudes portant sur les branchies de larves et post-larves de Crustacés, .

nous pensons que cet €pithélium fin doit étre plus particulieérement impliqué dans les

- échanges gazeux, car avec une épaisseur de ’ordre de 0.1 2 1.7 um , I'oxygeéne peut Etre

absorbé par simple diffusion. Un épithélium de ce genre a été décrit chez les adultes de
Callinectes sapidus (COPELAND et FITZJARREL, 1968) et de Ocypode ceratophtalma
(STORCH et WELSH, 1975). v | .

Chez les branchies d’animalux ‘Agés de 3 mois, nous avons rarement observé des
microvillosités 2 la surface apicale ; par contre celle-ci deviennent plus fréquentes chez les
branchies d’animaux 8gés de 5 mois et chez les adultes. Chez les stades 4gés, le cytoplasme

reste tout aussi pauvre en organites intracellulaires, mais . devient plus riche en
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mitochondries allongées et disposéés sous les microvillbsités. Des résulfats' similaires ont
été trouvés chez Penaeus aztecus (FOSTER et HOWSE, 1978), au niveau des branchies
postérieures de Eriocheir sinensis (BARRA et al,1983) , et chez Gecarcinus cruentata
(MARTELO et ZANDERS, 1986). Ces auteurs supposent I’intervention de cet épithélium
dans I"osmorégulation puisque dans des salinités aussi basses que 0,9 Yoo et aussi éle\)ées
que 59 Yoo, 1a membrane plasmique apicale des branchies de Penaeus aztecus devient plus

fortement invaginée.

Mais dans la majorité des cas, la comparaison avec d’autres espécés montre que
I’épithélium branchial de P. japonicus est faiblement différencié. En effet les “bréht:hies”
& Artemia salina (COPELAND, 1967), de Gécarcinus lateralis (COPELAND , 1968), de
Callinectes sapidus (COPELAND et “FITZJARREL',1968), d’Astacus leptodactylus
(BIELAWSKI, 1971), d’Astacus pallipes (FISHER, 1972), de Gecarcinus oceanicus

'(MILNE et ELLIS, 1973), de Procambarus clarkii (BURGRREN et al,1974) , de Jaera

nordmanni (BUBEL et JONE, 1974 ; BUBEL, 1976), d’Asellus aquaticus (BABULA,
1979), d’Holthuisana transversa (TAYLOR et GREENAWAY, 1979), d’Eriocheir
sinensis , (BARRA et al,1983), de Uca mordax (FINOL et CROGHAN, 1983), et Crangon |
érangon (PAPATHANASSIOU; 1985) sont caractérisées par la présence de microvillosités
apicales et par une grande densité en invaginations latérobasales associées dans la majorité
des cas 2 un grand nombre de mitochondries. Ces caractéristiques ultras’truéturales sont
typiques de tissus engagés dans les transports ioniques actifs (BERRIDGE et OSCHMAN,
1972). -

D’aprés nos résultats, nous n’avons pas not¢ de différence morphologique et

- ultrastructurale entre branchies antérieures, médianes et postérieures de P. japonicus, et au

sein d’une méme branchie, 1’épithélium moyennement différencié que nous avons décrit
chez les juvéniles et adultes est réparti d’une manitre homogene. Nous pouvons donc

conclure 3 I’existence d’un type unique d’épithélium comme pour P. aztaeus (FOSTER et

-HOWSE, 1978), qui peut étre impliqué dans 1’osmorégulation mais également dans les

échanges gazeux. Cette situation se retrouve chez le crabe H.transversa (TAYLOR et

épithélium d’une épaisseur de
2.5 um qui rec‘ouvre enti€rement toutes les lamelles branchiales, y compris le canal
marginal et qui serait impliqué dans les deux fonctions. Chez d’autres espéces , par contre,

existe une nette séparation topographique entre deux types d’épithéliums. Ainsi, chez
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E.sinensis (BARRA et al,1983), I’épithélium des branchies antérieures est trés fin (2 - 4
pm), ‘unc‘ telle minceur favorise sans aucun doute le passage de ’oxygene de I’extérieur
vers lhémolymphc et seule la face apicale presente des mlcrovﬂlosxtes Par contre,
1’épithélium des branchies postérieures est beaucoup plus épais , jusqu’a 10 pm. Celui-ci,
en plus de la différenciation apicale, présente des mvaglnanons basales trés développées
associées a dc nombreuses mitochondries. Les auteurs pensent que la fonction essenncllc
du prcmler tissu est la respiration, alors que le second serait 1mp11qué dans
r osmorégulation. - Cette dernitre hypothesc‘ est en parfait accord avec les données
phys1olog1qucs puisque seules les branchies postérieures sont 1mp11quees dans la régulation
osmotique et ionique (SCHOFFENIELS et GILLES 1970 ; PEQUEUX et GILLES 1981, |
1988). La littérature rapporte d’autres exemplcs de cette séparatlon topographique. Chez A.
pallipes et A. leptodactylus (DUNEL-ERB et al,1982) existent deux types bien tranchés
d’épithélium. Dans les filaments branchiaux; un épithélium mince borde les lacunes qui
s’interposent entre canaux afférents et effélreqts constituant une interface de 1 2 2 um entre
I’eau et I’hémolymphe, par conséquent favorable aux échanges gazeux. Dans la lame
podobranchiale (lame fixée uniquement auxfpodobranchies), I’épithélium nette'mcnt plus
épais (5 2 10 um) est constitué de cellules dont les caractéres ultraéu-ucturaux suggtrent
I’intervention dans les processus d’échmlgés ioniques. Ces observations sont pour ces
auteurs, le critére d’une répartition topographiquc des échanges branchiaux les filaments
étant mieux adaptés pour les échanges gazeux et les lames plus spécialethent équipées pdur
les transports ioniques, pourtant, ils n’excluent pas pour l'un et pour l’autre une
participation a 1’ensemble des échanges, niais a des degrés différents. Cette notion de
séparation fonctionnelle en rapport étroit aveé: une différence structurale a aussi été mise en
¢évidence chez les Isopodes au ﬂnive_au dés pléopodes qui représentent les -organes
respiratoires de ces animaux ; chez Asellus aquaticus, les exopodites jouent le rdle
d’organes respiratoires, alors que les éndopodites participent a 1’osmorégulation
(BABULA, 1979). | |

Enfin, le demier cas de figure se rapporte A une séparation plus restreinte, ¢’est-3-
[ N

. dire qu’au sein d’une méme branchie, existent des différences structurales. COPELAND- et

FITZJARREL (1968) ont bien montré chczf le crabe Gecarcinus lateraliss, l’cxistcnéc ‘dc
deux épithéliums distincts dans la lame branchiale ; ['un mince plus particuliérement
impliqué dans les échanges gazeux, et 1-’aut%rc,. épais dans 1e's_véchanges-ior§1iques. Ceci est
renforcé par I’hypertrophie trés marquée des% zones constituées par cet épithfélium épais lors

i

[
i
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également tapisser entidrement 1’axe dorso-ventral de la pleure comme il peut étre restreint
A de petites surfaces. '

Ces tissus sont caractérisés par la différenciation de la membrane apicale en

“microvillosités et surtout celle des membranes basales et latérales en invaginations

profondes associées étroitement avec de véritables paquets nﬁtochondriaux, ces derniers
sont peut-étrev plus importants dans le branchiostégite. Cette'configuratiion a été appelée
antérieurement “pompes mitochondriales” par‘ COPELAND (1964 b) et se trouve
particuliérement dans les branchies de Brachyoures tel que G.lateralis (COPELAND,
1968) et C. sapidus (COPELAND et FITZIARREL, 1968). Ces tissus localisés au niveau
de la surface interne de la chambre branchiale ont €té décrits chez les larves et post-larves
de Penaeus aztecus (TALBOT et al,1972) et chez les deux stades larvaires zoé de
Callianassa jamaicense (FELDER et al,1986). Leurs caractéres  ultrastructuraux sont
similaires a ceux de P. japonicus. Mais , alors que TALBOT et al(1972) ont rapporté la
présence de tels tissus uniquement au niveau des régions antérieure et moyenne du
céphalothorax chez les larves de P. aztecus, nous avons observé aussi chez P. japonicus un
épithélium pleural plus ou moins différencié au niveau de la région postérieure du

céphalothorax.

- Chez les larves de P. japoﬁicus, nous avons observé des piliers reliant les deux faces
du branchiostégite qui peuvent étre des éléments stabilisateurs permettant de garder les
deux épithéliums opposés a une distance quelque peu'constante'. Ces piliers sont décrits par
EELDER‘et al (1986) chez les larves de C. jamaicense alors que TALBOT et al (1972) ne

rapportent pas leur présence chez P.aztecus. Ces auteurs notent par contre que les

microvillosités apicales semblent former quelques fois des vésicules de pinocytose, alors

que nous ne les avons pas observé chez les larves et les post-larves de P. japonicus. Nous
avons relevé chez ces stades la présence d’une léme basale de nature fibreuse a peine
visible & des forts grossissements. TALBOT et al (1972) Pont également signalée alors que
FELDER et al (1986) n’ont pu la détecter bien qu’ils n’excluent pas I’existence d’une telle

lame qui aurait pu, parce que délicate, €tre altérée durant la préparation ; I’absence de la

lame basale a été rapportée par CONTE et al (1972) chez la glande dorsale du naupiius

d’Artemia salina .

Chez I’adulte, toutes nos nombreuses observations effectuées a différents niveaux du

céphalothorax semblent montrer que la différenciation du branchiostégite et de la pleure
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Fig 63: Tolérance a la salinité chez les larves (L) et les post-larves (PL) de Penaeus japonicus 3 25°C. Variation de SL 50

en%oet enmosm. Kg™* 2 24 et 48 h en fonction du stade de développement, du nombre de jours apres la ponte, et
du nombre de jours aprés Ia BoSBoG:Omn d. Zv Chaque point noEmmoEo Ia Bowoszo d’au moins deux mesures *
intervalle de confiance (95%). ,

N': nauplius ; Z : zoé ; M : mysis ; PL : stade post-larvaire ; m nombre de jours aprés la BoBBoG:Own
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Fig 64 :

Tolérance 2 la salinité des post-larves de Penaeus Japonicus a différentes températures.
Variations de la SL 50, 24 h en%o et en mosm. Kg™" en fonction du stade de
développement et du nombre de jours apres la métamorphose (J.M). Chaque point
représente la moyenne d’au moins deux mesures * intervalle de confiance (95%)
PL : stade post-larvaire ; P : nombre de jours aprés la métamorphose.
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Fig 65 : Taux de survie des stades post-larvaires de Penaeus Japonicus dans des milieux
concentrés de salinit€ 51 %o, 57.8%0, & 19°C. Milieu témoin : eau de mer, 35.5%00 .

Les valeurs indiquées sont les moyennes d’au moins deux mesures +

ci est nulle lorsque les valeurs des mesures €taient égales).
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Variation de la différence entre les pressions osmotiques de 1’hémolymphe et du milieu
(HL - ML) en fonction de la pression osmotique du milieu (ML) chez les stades

larvaires et post-larvaires de Penaeus japonicus a 25°C . Chaque point représente la
moyenne de mesures faites chez 10 2 15 animaux  intervalle de confiance (95%).
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(CHARMANTIER et al, 1984 a,1988; THUET ez al, 1988). Il en est de méme chez
P japonicus . Ainsi, il peut étre €tabli chez les especes comme P. Jjaponicus dont le type
d’osmorégulation adulte s’installe 2 la métarnorphose, que cette phase marque un profond
changement dans les capacités osmorégulatrices de ces especes. Plus généralement , la

métamorphose peut &tre considérée comme une combinaison de changements

- morphologiques, écologiques, comportementaux et également physiologiques

(CHARMANTIER et al, 1984 a; CHARMANTIER, 1987 a).

En conclusion, les différentes études menées sur de jeunes Crustacés relévent

différents modeles de développement ontogénique de l’osmdrégulatibri. Chez certains

Décapodes étudiés par FOSKETT (1977), ’osmorégulation varie trés peu durant le

développement et aucune tendance générale n’a pu étre dégagée. Les larves sont hyper-

“osmoconformes et les especes adultes sont souvent osmoconformes. Dans un deuxieme

groupe de Décapodes tel que M. petersi (READ, 1984) qui migre dans I’eau douce et
saumitre pour la reproduction, les larves sont dotées d’importantes capacités
osmofégulatrices de type hyper-hypo-osmotique ; I'osmorégulation adulte est établie tres
tot, dés le premier stade larvaire. Dans un troisiéme groupe d’especes telles
U .subcylindrica (RABALAIS et CAMERON, 1985, H. americanus (CHARMANTIER et
al, 1988) et P. japonicus (cette étude), la métamorphose marque l’apparition de
I’osmorégulation de type adulte. Des études futures sur d’autres especes pourront

compléter ces groupes ontogéniques.

~ Bien qu’il existe une importante hétérogénéité interspécifique de I’ontogénese de

I'osmorégulation chez les Crustacés, des ressemblances physiologiques peuvent cependant |

~ &tre mises en évidence entre des familles éloignées de Décapodes. C’est le cas du homard

et des crevettes Pénéides qui appartiennent au méme groupe ontogénique en ce qui
concerne - 'osmorégulation. Le développement post-embryonnaire des homards
(Nephropidae) ne comporte qu’un petit nombre de stades larvaires assimilables 4 des

mysis ; au contraire, parmi les Décapodes, les Pénéides constituent une exception par le

fait que ’éclosion donne des stades nauplii et sont par conséquent caractérisées par le

nombre élevé de leurs stades larvaires. Dans les deux cas, la régulation larvaire est
cependant de type hyper-osmoconforme et la métamorphose conduisant & I’apparition

d’une post-larve se tl'adljlit par I’apparition du type d’osmorégulation de I’adulte. Ces
ﬂ



" larves de Pénéides.
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modifications morphologiques et physiologiques sont rapides chez H. americanus |
(CHARMANTIER et al, 1984 a, 19'88) et chez H. gammarus (THUET et al, 1988)
puisqu’elles s’établissent au stade IV ; elles sont plus\progressives chez P. japonicus ou le
type de régulation adulte apparait aussitot aprés la métamorphose alors que la capacité

d’ osmorégulation augmente progressivement jusqu’aux stades PL 5 - PL 6.

5-3-3  Relation entre les capacités osmorégulatrlces et la tolérance aux falbles
salinités

Chez P. japonicus, les larves sont de faibles régulateurs et leur tolérance aux
milieux dilués est relativement faible. A la métamorphose, 'osmorégulation. change de
type pour acquérir celui de I’adulte et la tolérance est minimale. Aprés cette phase de
transition, les capacités osmorégulatrices et la tolérance augmentent progressivement et
parallzlement de PL1 A PL5. Ainsi, il existe chez P. japoﬁicus une corrélation étroite
entre les capacités osmorégulatrices, en particulier I’hyper-régulation dans les milieux
dilués, et la tolérance aux faibles salinités. Il en est de méme chez Homams americanus :

les larves également hyper-osmoconformes sont faiblement tolérantes; la métamorphose

- conduit 2 une régulation adulte et la tolérance est plus importante chez les post-larves.

Chez deux autres especes, chez lesquelles les jeunes stades rencontrent des salinités
extrémes dans leur environnement, M. petersi (READ, 1984) et U.subcylindrica ‘
(RABALAIS et CAMERON, 1985), une corrélation assez claire existe aussi entre les

capacités osmorégulatrices et la tolérance a la salinité. b

Les capacités osmorégulatrices et la tolérance a la salinité apparaissent également

- lides a I’écologie des différents stades. Chez P japonicus, les larves hyper-

osmoconformes, peu tolérantes aux faibles salinités vivent en pleine mer, donc en milieu

de salinité relativement stable. Néanmoins, si des variations de salinité surviennent

- (orages, fortes pluies), on peut supposer que la pression os’mojtique de I’hémolymphe de

ces larves conformatrices suivant celle du milieu, les problemes d’osmorégulation et de
régulation du volume cellulaire sont alors reportés au niveau ;Zcellulaire. Des possibilités
intéressantes d’étude de la régulation isosmotique intracellulairie (JEUNIAUX et al, 51961;
SCHOFFENIELS, 1976; GILLES, 1978,1979) existent donc ‘tres certainement chez lefs
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« d’élevage des Pénéides. Des expérimentations complémentaires - sont bien entendu

" probablement hyper-osmoconforme et la tolérance 2 la salinité est moyenne.
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(P20). ne conférait pas aux animaux une meilleure résistance aux variations de salinité et -
de température. Ainsi, dans le cas d’un ensemencement de P. japonicus , aux stades PES -
PL6, les animaux ne demeurent qﬁe 22 a 25 jours (apres la ponte) en écloserie, soit une -
période relativement . bréve 'permettant de réduire le: colit de 1’opération: de

prégrossissement.

La température n’ayant aucun effet notable sur la survie de P japonicus entre 18 et

125°C, I'ensemencement est donc tout-a-fait possible pendant les périodes printanidres, -

permettant donc une durée de grossissement de 6 mois jusqu’2 la récolte automnale.

- Dans le cas d’un maintien de cet élevage jusqu’a PL10 - PL11 (P20 - P21) pour la-

phase de prégrossissement comme cela se pratique encore dans certaines écloseries, un

. obstacle majeur pour.l’élevage des especes. tropicales dans les pays tempérés est celui-de
la nécessxte de maintenir des températures élevées 1mp11quant des dépenses importantes.

,La)dlmmuuon de la température de 25 & 19-18°C n’entraine pas d’augmentation de’la - -

mortalité chez P.japonicus comme c’est la cas chez un grand nombre d’espéces.de
Pénéides (revue in CHARMANTIER, 1987 b). Dans la mesure ol l’impact sur la
croissance ne serait pas trop important, de telles températures pourraient dtre utilisées-en

élevage, du moins & partir de certains stades de développement, ce qui constituerait une

. économie appréciable pour des stations aquacoles ot I’obtention d’eaun & 25°C coiite assez

cher. ‘ ' ' i

Les resultats concemant la tolérance aux fortes salinités, ‘bien qu’ils restent

préliminaires, montrent de grandes possibilités de survie de P.japonicus partir des

. jeunes. stades post- -larvaires (PL10) dans des salinités atteignant. 44%00. Ceci laisse

- _entrevou des- perspectives d’exploitation de sites d’anciennes salines comme rmheu

nécessaires pour confirmer nos données. : 2 R o

5.4 RESUME (Fig 68)

- Chez les stades larvaires jeunes (nauplii et zoé 1), la régulation est
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Chez les stades larvaires plus avancés (mysis 2 et 3), la régulation est toujours de

type hyper-osmoconforme ; par contre la tolérance 2 la salinité est faible.

Chez les stades post-larvaires, la régulation deviepi de type hyper-hypo-osmotique

et la capacité osmorégulatrice atteint un maximum a partir des stades PLS - PL6.

La métamorphose s’accompagne donc d’importants changerhents de la physiologie

.de 'osmorégulation corrélés a des variations de la tolérance a la salinité. Les implications

- écologiques et appliquées sont discutées.

Chez les stades juvéniles et adultes, la régulation osmotique et la tolérance 2 la.

salinité sont comparables a celles des post-larves.



CHAPITRE VI

ACTIVITE DE L’ATPASE Na* - K*

 ET DE L’ANHYDRASE CARBONIQUE
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6-1 INTRODUCTION

L’ATPase Na™- Kt a & découverte par SKOU (1957) au niveau des nerfs
myélinisés du crabe Carcinus maenas ; elle catalysé I’hydrolyse de la liaison phosphate

terminale de 'ATP avec formation d’ADP, de phosphate inorganique et libération

~ d’énergie, elle est activée par les ions Mg2+, Na® etK*.

Cette enzyme omniprésente dans les membranes cellulaires a été étudiée c;hez de
nombreux animaux (BONTING, 1970). QUINN et LANE (1966) ont été les premiers a

- avoir rapporté sa présence dans 1’épithélium branchial des Crustacés. Actuellement, il est

clairement établi qu’elle joue un rdle fondamental dans les transports joniques actifs et
donc 1’.osmorégu1ation chez les animaux aquatiques et en particulier chez les Crustacés
(MAETZ, 1974 ; TOWLE, 1981 ; MANTEL et FARMER, 1983 ; TOWLE ,1984 a,b;
PEQUEUX et GILLES, 1988). Chez ces animaux, les branchies constituent le site

‘majeur des échanges ioniques et 1’enzyme est essentiellement localisée au niveau des

membranes basolatérales des cellulcfis épithéliales (TOWLE, 1981; TOWLE et al, 1983;
TOWLE, 1984 a, b) . Les branchiesgdes Crustacés euryhalins osmorégulateurs présentent
une activité ATPasique plus élevéc;que celle des especes osmoconformes et le transfert
des animaux en milieu dilué entrafne une forte augmentation de I’activité de I’ATPase
Nat-K* chez la premiere categone d’espéces et peu de variation chez la seconde. Donc,
les capacités osmorégulatrices apparalssent étre en rapport avec le taux d’activité de
1’ATPase Na™- KV et ses vanauons (TOWLE et al, 1976; MANTEL et LANDESMAN,
1977 ; Mc DONOUGH SPENCERﬁet al, 1979 ; NEUFELD et PRITCHARD, 1979).

L’anydrase carbonique a été;j identifiée par MELDRUM et ROUGHTON (1933)
dans les érythrocytes de mahﬁféresj et a ét€ rapporté pour la premicre fois dans les tissus
d’ihvertébrés par FERGUSSON eti al (1937). Elle catalyse les réactions d’hydratation et
de déshydratation de CO, selon I equatlon COy + HyO —HCO3 + +H; les ions
HCO5™ et H' formés seraient resgectlvement échangés contre les ions Cl et Na_ . De-
puis, sa présence a été mise en évidence dans de nombreux tissus ol elle intervient dans
des mécanismes variés tels 1’ior;10régu1ation et la balance acido-basique (Revue in

MAREN, 1967, HENRY et CAMERON, 1983 ; HENRY, 1988 b). Chez les
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Arthropodes, les taux les plus élevés de I’activité de I’anhydrase carbonique se trouvent
dans les tissus impliqués dans le transport ionique actif (revue in HENRY, 1984) et chez

les Crustacés euryhalins, les branchies contiennent les taux d’activité les plus élevés
(HENRY et CAMERON, 1982 a; HENRY, 1983). |

11 existe de grandes similitudes dans la distribution et la réponse a la salinité entre
I’anhydrase carbonique et I’ ATPase Na* -K*. HENRY et CAMERON (1982 b) ont mis

en évidence chez Callinectes sapidus une distribution presque identique de ces deux

“enzymes. La différence essentielle réside néanmoins dans la distribution subcellulaire

que présente I’anhydrase cafbonique au niveau des cellules épithéliales branchiales. Il
apparalt ainsi que cette enzyme présente deux fractions subcellulaires au moins :
cytoplasmique e‘tb membranaire. L’enzyme associée a la membrane plasmique est
potentiellement disponible pour catalyser la déshydratation de I'ion HCOj™ de-
I’hémolymphe en facilitant ainsi I’excrétion de celui-ci alors que le rdle de 1’enzyme

cytoplasmique dans la régulation ionique est confirmée (revlue in HENRY, 1988 b).b

Les travaux concernant 1’activité de ces enzymes chez les Crustacés adultes sont
relativement nombreux. Par éontre, rares sont ceux concernant les stades larvaires et -
post—lmmcs ; les rares exemples concernent le nauplius d’Arternia salina (CONTE,
1984), les différents stades de I’oeuf en développement ainsi que les deux stades Zo€ de

Callianassa-jamaicense (FELDER et al, 1986) et les larves et post-larves de Homarus

gammarus (THUET et al, 1988).

Il nous a semblé intéressant de mesurer les activités de ces deux enzymes au cours

~du développement de Penaeus japonicus afin de suivre leur évolution et de les corréler
“éventuellement avec l’ontogénése des tissus et organes osmorégulateurs (branchies,
‘branchiostégite, épipodites, pleure) et avec la tolérance 2 la salinité et I’osmorégulation

“que nous avons traitées dans des chapitres précédents (voir discussion générale).
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62  RESULTATS
6-2-1 Activité.de il’ATF’ase Na*- K* en fonction du stade de développement.
6-2-1-1 ‘ -larves entier

Les résultats sont consignés dans le tableau 7 et représentés par la figure 69 B.

L’activité enzymatique varie au cours du développement de P. japonicus. Elle est nulle

~chez les nauplii, trés faible chez les zoés (0.19 pM ATP. h'l. mg P'l), puis augmente

fortement chez les mysis 2 et 3 (2.86 uM ATP. nl, mg P,'l) pour atteindre son
maximum entre PL2 et PL8 (environ 4.50 uM ATP. nl. mg P'l), puis décrofit a partir de

 PLS.

6-2—1-2 Post-larves : céphalothorax isolés

' Les résultats sont consignés dans le tableau 7 et représentés par la figure 69 A.
L’activité enzymatique mesurée chez les post—larvés entre les stades PL4 et PLiI varie
avec les stades de développement. Elle est maximum chez la post-larve PL5 (7.25 uM
ATP. h'l. mg Pl , diminue par la suite 2 environ 5.50 uM ATP. h™!. mg P! chez les
PL6 et les PL8 et augmente a 6.34 pM ATP. bl mg P! chez les PL 11 mais sans que

cette augmentation soit significative.

6-2-1-3  Adultes : branchies, branchiostégite, épipodites

Les résultats sont consignés dans la tableau 8. L’activité enzymatique est tres
faible au niveau du branchiostégite, elle est importante au niveau des branchies et est trés
élevée au niveau des épipodites. |

6-2-2  Activité de I’anhydrase carbonique

Les résultats concernant I'activité de 1’anhydrase carbonique sont consignés dans

le tableau 9. Celle ~ci ne varie pas au cours du développerhent de P. japonicus du moihs
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TABLEAU 7

Activité del’ATPase Na*- K* en fonction du stade de développement de -

Penaeus japonicus
ATPase Na® -K'
Animaux entiers
Nauplius 1 ' 0.01 £ 001 ®
Zoé1l 0.19 £ 003 &)
Mysis 2 +3 2.86 + 0,08 Q)
Mysis 3 + PL1 . 2.82 £ 039 (16)
PL2 ®3) 410 £ 046 (D
PL3 +PL4 (P4) 4.09 £ 0,67 ®
PL8 4?15 - P16) 4.73 * 034 ©
PL15 ®29) 3.45 + 012 (6
‘ Céphalothorax isolés
P4 P8) 445 + 056 @
PL5 (P10) 725 + 030 (6
PL6 (P12) 5.27 £ 042 ®)
PL8 -~ (P15) _ 5.75 + 0,39 10
PL11 ®20) 6.34 + 082  (6)

 Les valeurs indiquéés sont les moyennes * erreur type (SE). Entre parenthéses, le
" nombre de mesures. Mysis 2+3 : 50% - 50% ; Mysis 3 + PL.1 : 40% - 60% ; PL3 + PL4 :
50% - 50% ; N : nauplius ; Z : zoé; M : mysis. A

| Comparaisons statistiques : :
* Animaux entiers : N/Z1 : F**; Z1 /M2 +3 : F**; M2 +3/M3 +PL1: NS ; M3 +
PL1/PL2:F**; PL2/PL3+PL4:NS; PL3+PL4/PL8:NS;PL8 /PL1S5 : F*.

* Céphalothorax isolés : PIL4 /PL5: F**;, PLS5/PL6: F**; PL6/PL8 : NS; PL8/
PL11:NS;PL5/PL6-PL8 - PL11 : F* . | o
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‘Activité de PATPase Na*- K* au niveau des branchies, du branchiostégite, et des

épipodites de I’adulte de Penaeus japonicus
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TABLEAU 8

TISSU ATPase ﬁ;’Ktl |
LMPi.h .mgP
Branchies 10.35 \i 241 (5)
Branchiostégite 026 £ 0.55 (5)
 Epipodites 3048 + 767 (5)

Les valeurs indiquées sont les moyennes * erreur type (SE). Entre parenth&ses le nombre de

mesures.

Comparaisons statistiques: Branchies / Branchiostégite: F ** ; Branchiostégite / Epipodites:

F ** Branchies / Epipodites : F ** .

TABLEAU 9

Activité de I’anhydrase carbonique en fonction du stade de développement

de Penaeus japonicus
Anhydrase carbonique
STADE 3 -1 -1
mm CO2 mn .mg P

Nauplius 1 1280 + 334 (5)
Zoé 2 927 + 97 (3
~ Mysis 3 961 + 124 (5)
PLL - (PD) 1303 + 134 4
PL2 - P3) 1310 + 24 [C))
PL4+PL5 (P9) 987 + 88 )]
PL16 1206 * 206 (@)

- Les valeurs indiquées sont les moyennes * erreur type(SE). Entre parenthéses, le nombre

de mesures PL4+PL5 - 50% - 50%

Comparaison statistique : [ N-Z-M] /[ PL1- PL2 - PLA +P 5-PL16]: NS.
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jusqu’au stade PL16 puisque ’analyse de variance montre que 1’activité enzymatique du

‘groupe (PL1 - PL2 - PL4 + PL5 - PL16) ne differe pas significativement de celle du

groupe (nauplius - zoé - mysis).
6-3 DISCUSSION ET CONCLUSION
6-3-1  Activité de ’ATPase Nat - K+

Dans cette étude, nous n’avons pas détecté d’act1v1té ATPasique chez le
nauphus de P. ]apomcus alors qu’au contraue, cette activité apparait trés t6t au cours du
développement d’Artemia salina : 8 & 12 h aprés I’hydratation de la gastrula enkystée
(PETERSON et al, 1978). De plus, CONTE ei‘ al (1977) ont noté une forte augmentation
de l’activité de cette enzyme au stade E 1 (prénauplius émergeant de la coque éclatée).

~ Dgs son éclosion, le stade E 2 et le nauplius présentent une forte activité de I’ATPase

Nat- K*. Chez Callinassa jamaicense, cette activité apparait également précocement :

elle augmente progressivement durant les stades embryonnaires pour atteindre son

maximum au moment de I’éclosion de la larve zoé I (de 7.8 umol Pi h -1 . g -1 poids frais

2 96.5 pmol Pi. b’ 1. g -1 poids frals) Par 1a suite, ’activité ATPasique larvaire diminue
et se stabilise a 5,6vum pi bl g p01ds frais (FELDER et al, 1986). Chez Homarus
gammarus, la larve de type 1 qui sort‘ de l'oeuf, présente une activité ATPasique
significative 2.8 pm ATP. h'l. mg pl (THUET et al, 1988).

Il est intéressant de rapprocher ces résultats de I’écologie et de 1’osmorégulation de

ces especes. Le nauplius de P. japonicus éclot en mer 12 o la salinité est relativement

- stable et son osmorégulation est du type hyper-osmoconforme. Celui d’Artemia nait dans

des milieux concentrés (marais salants) et présente un fort pouvoir hypo-régulateur
(CONTE et al , 1972) ; Callianassa vit dans des terriers estuariens et sa larve zoé I est
soumise a des salinités basses et variables dés son éclosion. Celle-ci a une
osmorégulation de type hyper-osmoconforme en eau de mer et hyper-osmotique en
milieu dilué. Chez Homarus, I’éclosion se prduit dans les zones cdticres a salinité plus |
ou moins variable, mais la larve est hyper-osmoconforme. D’une maniere generale il
semble que chez les especes ol ’éclosion se produit dans des eaux trés concentrées. ou
soumises a des variations de salinité, les premiéres formes larvaires présentent une

capacité osmorégulatrice ainsi qu’une activité importante de I’ATPase Nat-K*,
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* Chez les post-larves entidres, 1’activité de I’ATPase Nat - K* n’augmente pas
entre les stades PL1 et PLS5 alors que les cépacités osmorégulatrices augmentent
fortement au cours de cette période. Cette stabilité de I’activité (qui est exprimée par
rapport aux protéines) pourrait &tre expliquée par le développement importémt de
I’abdomen trés riche en muscles. Cet enrichissement massif en protéines des homdgénats
masquerait 1’augmentation de I’activité enzymatiQue qui se prodliirait durant cette
période. Cette hypoth&se nous a amenés a étudier I’activité des céphalothorak isolés.
Dans ce cas, une importante activité ATPasique est détectée chez les stades ‘post-

larvaires avec une activité maximum a PL 5.

La mise en place des structures histologiques telles que tissus -ou organes
osmorégulateurs peut expliquer une certainev activité ATPasique. Ainsi, le nauplius
d’A.salina posséde sur la face dorsale une glande dont 1'ultrastructure des cellules
rappelle indiscutablement celle des tissus transporteurs d’ibhs (CONTE et al, 1972).
Cette espece posseéde A ce stade une importante activité AATPasiquc (RUSSLER et
MANGOS, 1978). De méme, les zoés de C. jamaicense sont dépourvues de bran¢hies et
I’osmorégulation est probablement assurée par la face interne du branchidstégitc et par la
pleure qui présentent ’ultrastructure des tissus osmofégulateurs. Ces jeunes stades
possedent une activité ATPasique significative (FELDER et al, 1986). Chez P. japonicus
adulte, les branchies et épipodites dotés de caracteres ultrastructuraux typiques des tissus

osmorégulateurs présentent une importante activité ATPasique. Les branchies sont, par

‘comparaison avec les épipodites, relativement peu différenciées et ont une activité

ATPasique plus faible. Néanmoins, cette différence est relative puisque 1’activité est -
exprimée par mg de protéines. Les épipodites sont constitués uniquement de 2 couches
épithéliales séparées par des lacunes hémolymphatiques, alors que dans les branchies, un
réseau composé de cellules conjonctives et glandulaires est interposé ehtrc ces couches.
La quantité relative des protéines est donc probablement plus élevée dans les branchies.
De plus, grice a leurs lamelles et surtout 1eufs filaments et & leur nombre important (18-

par cavité branchiale), ces organes présentent une surface d’échange beaucoup plus

importante que celle des épipodites (6 par cavité ’branchiale). Chez: I’adulte de

P.japonicus, les branchies constituent donc tres probablement le site majeur de

I’osmorégulation comme chez la majorité des Crustacés.

De la méme maniére, nous pouvons rapprocher la disparition des structures
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dans cette étude nous ne dissocions pas les deux pool enzymatiques et que les mesures
sont effectuées sur. des animaux entiers qui se trouvent en eau de mer, il se pourrait que
dans ces conditions expérimentales, 1’augmentation branchiale de Vactivité de

I’anhydrase carbonique 2 localisation cytoplasmique ait été masquée chez les stades-

| post-larvaires de P.japonicus.

En conclusion générale, I’activité de 1’ ATPase Na*- K* varie au cours du

développement de P. japonicus : nulle chez les stades nauplii, faible chez les stades

zoés, elle augmente progressivement par la suite et atteint un maximum chez les stades
~ post-larvaires PLS.

L’activité de ’anhydrase carbonique ne semble pas varier chez les stades
étudiés, son. implication est donc incertaine dans 1’osmorégulation des jeunes stades de
P.japonicus .

- Dans la discussion générale, nous essayerons de rapprocher ces résultats des
données obtenues dans les chapitres précédents. :

64 RESUME

Les variations de I’activité de I’ATPase Nat- K* au cours du développement de
Penaeus japonicus sont représentées comme suit : '

LARVES ’ - | POST-LARVES | ADULTES
Acﬁvité ATPasique ‘ Activité ATPasique Activité ATPasique
@M ATP. 'L mgpl) @M ATP. 'L mg Pl @MPih 'l mgply
Nulle chez les nauplii ;(0.01) Maximum chez les PLS (7.25) ' Importante au niveau
Faible chez les zoés :(0. 19) , ~ des branchies (10.35) v

Importante chez les mysis 2+3 (2.86) et épipodites (30.48)
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osmorégulatrices et ’absence d’activité ‘ATPasique. Ainsi, le branchiostégite de P.
japonicus adulte qui a perdu ses caractéres ultrastructuraux de tissu osmorégulateur au

cours de 1’ontogéndse ne possede pas d’activité ATPasique.
6-3-2  Activité de I’anhydrase carbonique |

Dans cette étude, nous n’avons pas constaté de variation de Dactivité de
I’anhydrase carbonique au cours du développement de Penaeus japonicus. |

Chez les stades larvaires, contrairement 2 ce que nous avons observé poﬁr
I’activité de ’ATPase Na™- K1, I’activité de I’anhydrase carbonique n’augmente pas du
stade nauplius au stade mysis. A notre connaissance les seules données qlii nous

permettent d’établir une comparaison sont celles concemant Homarus gammarus

- (THUET et al, 1988). Chez cette espece, les stades larvaires présentent en eau de mer

une augmentation significative de 1’activité de cette enzyme qui passe de 379 £ 52 mm>

CO,. mnL, mgP1 au stade 12 755 + 63 mm> CO,. mn L. mgP1 au stade II, de
méme au niveau des branchies, Pactivité passe de 5168 + 2120 mm> COy. mn” -1 .mgP” 1
pour le stade IIT a 14269 + 1490 mm°> CO,. mn -1 mg P~ 1 pour le stade IV, qui est le
premier stade. post-larvaire aprés la métamorphose et qui présente le type
d’osmorégulation adulte (THUET et al, 1988). | '

Chez les stades post-larvaires de P. japonicus , les mesures affectuées entre PL1
et PL16 ne montrent pas de différence's significatives et ne sont pas plus élevées que
celles obtenues chez les stades larvaires. On pourrait donc éventuellement en conclure
que l’anhydrase  carbonique ne joue pas de rdle dans 1’acquisition des capacités
osmorégulatrices de 1’adulte. Cependant, comme pour 1I’ATPase Na*- K%, du fait que
les mesures ont été effectuées sur des animaux entiers et que ’activité est exprimée par
rapport aux protéines, le développement de I’abdomen riche en muscles péut masquer
une augmentation de 1’activité branchiale. De plus, HENRY(1988 a) a montré au niveau
des branchies de Callinectes sapidus 1’existence de deux pool d’anhydrase carbonique,
I’un étant localisé au niveau des membranes basolatérales etll’au'tre dans le cytoplasme
des cellules branchiales. L’enzyme a localisation basolatérale est trés.. peu sensible aux

variations de salinité et son rdle serait de faciliter I’excrétion de CO,. L’enzyme

~ cytoplasmique est au contraire trés sensible aux variations de salinité, et son activité

augmente en milieu dilué et elle serait 1mp11quee dans les échanges ioniques. Comme,
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Des corrélations peuvent étre établies entre le niveau d’activité ATPasique et les
capacités osmorégulatrices des différents stades larvaires et post-larvaires.
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Notre travail sur I'espéce Penaeus japonicus traite principalement de I'ontogénese de

l'osmorégulation associée 2 la tolérance 2 la salinité ; il n'aurait pu e complet sans une

étude préalable de I'ontogénése des structures osmorégulatrices et sans celle de 'activité de
deux enzymes impliquées dans 1'osmorégulation ; I'ATPase Nat - K+ et I'anhydrase
carbonique. Les principaux résultats obtenus dans les trois parties de ce mémoire sont

‘résumés dans le tableau 10.

Cette étude a été conduite dans un but essentiellement fondamental afin de contribuer

- 2 une meilleure connaissance de la biologie de Penaeus japonicus, particuli¢rement de sa

fonction osmorégulatrice et des changements qui accompagnent la métamorphose. Celle-ci
constitue une phase de transition relativement peu connue sur le plan physiologique chez les
Crustacés. Des résultats appliqués pouvaient également &tre attendus de notre étude
contribuant ainsi A I'amélioration de I'élevage de cette espéce dont l'intérét économique

augmente dans le monde et en France.

A quel moment du développement post-embryonnaire apparaissent les capacités
osmorégulatrices chez P. japonicus ? Cette apparition peut-elle étre reliée a 1a mise en place
des structures osmorégulatrices ? comment se manifestent ces capacités et comment se
traduisent-elles dans le milieu ? Nous avons essayé de répondre a ces questions en suivant
chaque phase du cycle de développement de P. japonicus (lar'\}es, post-larves, juvéniles-
adultes). '

Les structures osmorégulatrices sont apparemment absentes chez les nauplii et les
zoés 1 et leur absence semble expliquer celle de l'activité ATPasique. En effet, I'ATPase
Na+ - K+ est essentiellement localisée au niveau des membranes basolatérales des
épithéliums transporteurs d'ions (TOWLE, 1981 ; TOWLE et al, 1983 ; TOWLE, 1984 a, .
b; TOWLE et KAYS, 1986) inexistants chez ces jeunes stades.

Les tissus osmorégulateurs sont en place chez les mysis 2 et 3 et se localisent alors

- au niveau de la chambre branchiale tapissant a la fois la face interne du branchiostégite et la

pleure. A coté de ces tissus, apparaissent les premiers rudiments branchiaux et les premiers
épipodites. L'activité ATPasique augmente fortement par rapport aux stades précédents.
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Deux nouvelles branchies apparaissent dans éhaque cavité branchiale lors de la phase
de transition, au cours du passage de mysis 3 & PL1, et une augmentation hautement
significative de l'activité de I'ATPase Na+t - K+ est notée a partir du stade PL2.

Les tissus osmorégulatehrs pefsistent et des branchies et épipodites nouveaux se
‘mettent au fur et & mesure en place chez les stades post-larvaires suivants. C'est ainsi que 4
‘branchies apparaissent en une seule fois dans chaque cavité branchiale chez les PL4 ; le
‘nombre de ces organes passe A 15 chez les PL5, 16 chez les PL6 (par cavité branchiale) ; il
‘est presque au complet puisqu'il y a 18 paires de branchies chez les adultes. Les épipodites
‘qui présentent des tissus osmorégulateurs trés différenciés passent de 2 & 5 chez les PL6 (il y
a 6 paires d'épipodites chez les adultes). L'activité ATPasique est d'autre part maximum
‘chezles PL5 etreste importante en PL6.

L'épithélium différencié du branchiostégite et de la pleure semble ne plus exister chez

les juvéniles et les adultes, les épipodites restent hautement différenciés et les branchies
- possédent les structures des tissus osmorégulateurs. L'activité ATP asique est par ailleurs

importante au niveau de ces organes.

Ainsi, nous pouvons dire d'une maniére générale que 'augmentation de l'activité de

I'ATPase Nat - K+ peut étre clairement liée a l'installation progressive des structures
“osmorégulatrices. Chez les stades larvaires (mysis 2 et 3), l'augmentation d'activité de cette
~enzyme pourrait étre mise en relation avec l'augmentation de surface des tissus
i osmorégulateurs déja en place (épithélium du branchiostégite et de la pleure) et surtout

l'apparition des épipodites précocement différenciés, contrairement aux branchies qui se
présentent sous forme de rudiments A ces stades et ne semblent pas posséder de

 différenciation typiqne de tissus osmorégulateurs. Chez les stades post-larvaires (PL1 & PL5
- PL6), l'augmcntatlon significative de l'activité ATPasique pourrait également &tre li€e au

developpement ontogénique des branchies et des épipodites bien que les prem1eres ne
semblent toujours pas étre différenciées a ces stades.

L'osmorégulation est du type hyper-osmoconforme chez les jeunes larves nauplii et
zoés 1. Ces faibles capacités osmorégulatrices peuvent étre mises en relation avec 'absence
des structures osmorégulatrices et d'activité ATPasique. La régulation reste du type hyper-
osmoconforme chez les stades mysis malgré I'augmentation significative de l'activité
enzymatique ; les larves mysis 2 et 3 ne sont pas hyper-régulatrices quand elle sont placees
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en milieu dilué. Ceci pourrait s'expliquer par le fait que la valeur d'équilibre de la pression
osmotique de I'hémolymphe résulte de I'action de différents facteurs parmi lesquels nous
pouvons citer la perméabilité aux ions des épithéliums d'échange et le rapport volume
surface de l'organisme. Ainsi, une éventuelle augmentation du flux entrant de sodium lié &
une élévation de l'activité enzymatique, n'entraine pas inéductablement une hausse du niveau
de la pression osmotique de I'hémolymphe en milieu dilué.

La régulation devient hyper-hypo-osmotique a partir de PL1. L'intensité de I'hyper et -
de I'hypo-régulation augmente progressivement pour atteindre un maximum 2 PL5 - PL6.
Donc & une régulation de type larvaire hyper-osmo conforme succéde une regulatlon de type
post-larvalre hyper-hypo- osmothue identique a celle de 1'adulte.

De méme que des corrélations pouvaient &tre €tablies entre 1'absence de structures
osmorégulatrices et l'absence ou la faible activité ATPasique d'une part et la régulation
larvaire d'autre part, on peut noter que la régulation de type hyper-hypo-osmotique ne se
développe chez les postFIarves que lorsque les structures osmorégulatrices et un certain
niveau d'activité ATPasique existent. Rappelons que les branchies ne semblent pas étre
différenciées a ces stades, mais le fait que nous n'ayons pas observé de tissu osmorégulateur
au niveau de ces organes ne permet pas de conclure a leur non inter'vént;ion dans la mise en
place de la régulation adulte. En effet, si pour ces stades, le tissu osmorégulateur est peu
développé, il a pu échapper 2 nos investigations. Nous pouvons donc émettre I'hypothese
selon laquelle I'acquisition du type d'osmorégulation de 'adulte dépend énUe autre de la
présence des tissus osmorégulateurs (branchiostégite et pleure) ainsi que des épipodites et
peut &tre des branchies. Mais, 2 la suite de nos nombreuses observations de branchies, il est
également possible de conclure que ces organes n'interviennent peut étre pas dans
l'installation de l'osmorégulation adulte durant ces stades.

La tolérance 2 la salinité est moyenne chez les nauplu et les zoés 1. Elle tend a
diminuer a I'approche de la fin de la phase larvaire chez les mysis; elle est mlnlmum au
moment de la métamorphose. Cette faible tolérance persiste pendant le stade suivant , PL1.
Une situation comparable a été€ observée chez Homarus americanus lors de la mue de
métamorphose entre les stades ITI et IV (CHARMANTIER et al, 1988). Chez P. japonicus,
la tolérance augmente par la suite progressivement 2 partir de PL2 pour atteindre un niveau
élevé a partir de PL5 - PL6. Cette augmentation rapide des capacités de survie qui se ‘
manifeste pendant cette période est vérifiée également 2 différentes températures (25,
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19,15°C). La tolérance  la salinité chez les juvéniles et adultes est comparable a celle des
post-larves. L'augmentation de la tolérance a la salinité est 2 mettre en relation avec
I'accroissement des capacités osmorégulatricess qui se manifestent toutes deux entre PL2 et
PLS5 - PL6.

Le cycle de développement de P. japonicus s'accompagne de migrations qui
impliquent des changements de milieu et donc de salinité. Suivant le stade, il est intéressant
de mettre en relation les capacités de survie et le biotope de I'espece. Ainsi, les stades les
moins tolérants 2 la salinité sont les stades larvaires qui vivent en mer et ne subissent que
peu de variations de salinité sauf précipitations importantes. Dans ce cas, on peut sﬁpp_oser
que les mécanismes de régulation isosmotiques intracellulaires sont mis 2 contribution. Par
contre, chez les stades post-larvaires, 1'augmentation de la tolérance a la salinité est
concomitante de I'approche des cotes. Ces stades a forte capacité hyper-hypo-régulatrice et a
tolérance élevée aux variations de salinités sont confrontés dans les estuaires ou les lagunes
cotidres a des fluctuations importantes de salinité. Les juvéniles conservent une tolérance a la

. salinité comparable a celle des post-larves lorsqu'ils retournent en mer, de méme que plus

tard les adultes.

En conclusion, nous pouvons dire que des corrélations étroites peuvent étre établies
entre la mise en place des structures osmorégulatrices, les mécanismes physiologiques de
I'osmorégulation et 1'écologie de P. japonicus au cours de son développement post-
embryonnaire. Ces corrélations sont représentées par le schéma suivant :

Mise en place et modifications des structures osmorégulatrices

" Modification de l'activité de 'ATPase Na+ K+
v : _ . autres facteurs

s
I'd

Modification des capacités osmorégulatrices g o
; » T—— possibilité de coloniser un

biotope
Modification de la tolérance 2 la salinité — -
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Certains de nos résultats ont des implications en aquaculture, en particulier dans deux

domaines :

* une attention et une surveillance particuliere sont nécessaires dans les écloseries en
ce qui concerne les stades pré et post-métamorphiques qui sont les moins tolérants 2 la

salinité.

* 'ensemencement dans le milieu d'élevage est possible & partir des post-larves PL5 -

- - PL6 qui dotées de structures osmorégulatrices et de capacités régulatrices efficaces sont

alors suffisamment résistantes aux variations potentielles de salinité.

Nos résultats apportent enfin des éléments nouveaux a la connaissance d@s processus
métamorphiques chez les Crustac_:és; La métamorphose est une étape importante chez les
Crustacés a développement indirect, marquant la fin de la vie larvaire et le début de la vie
post-lérvaire. Elle est caractérisée par de profonds remaniements tissulaires qui aboutissent 2
des changements divers. Chez Penaeus japonicus, des changements mOrphoiogiques se
produisent progressivement depuis les stades nauplii jusqu'aux stades PL10 ot est atteinte la
morphologie de l'adulte (HUDINAGA, 1942). Clest au cours de ces stades que des
modifications de comportement apparaissent également dont le plus important est la
transition de l'état planctonique a l'état benthique. En effet, 4 A 5 jours aprés la
métamorphose, le éomportemcnt des post-larves se modifie graduellement ; elles deviennent
benthiques s'enfouissant dans le substrat et d&s cette étape est acquis le mode vie des adultes
caractérisé par une fajble mobilité le jour et une activité nocturne intense. Cette phase
s'achéve vers le stade PL5 (LAUBIER, 1986). Dans notre €étude, nous avons montré que
des modifications physiologiques interviennent également entre les stades mysis et les stades
post-larvaires concernant particulierement l'activité de ' ATPase Nat - K + et les capacités
osmorégulatrices. Ces changements de caracteres post-larvaires correspondent bien a une
métamorphose selon les définitions basées sur la morphologie et I'anatomie (SNODGRASS,
1956 ; PASSANO, 1961), sur le comportement et la physiologie (COSTLOW, 1968 ;
WENNER, 1985). Chez P. japonicus, 1a métamorphose est progressive, ce qui peut &tre
mis en rapport avec le grand nombre des stades larvaires (12) et des stades post-larvaires.
Ceci la différencie d'autres especes telle que le homard dont les stades larvaires sont moins
nombreux (3) et a métamofphose soudaine conduisant & un seul stade post-lar\?airc
(CHARMANTIER, 1987 a ; CHARMANTIER et al, 1988). Chez cette espece,
I'osmorégulation de type adulte est acquise rapidement des le premier stade post-larvaire
(THUET et al, 1988). : | ‘
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Enfin, nos travaux font apparaitre la nécessité d'une poursuite des études dans ces
domaines :

~*I'étude de l'ontogénese des tissus osmorégulateurs mériterait d'étre continuée chez
P. japonicus surtout sur le plan des branchies et sur d'autres especes. .

*1l serait également intéressant de poursuivre des travaux sur l'ontogénese de
I'osmorégulation, afin, en particulier d'établir chez d'autres espéces les possibles relations
entre capacités osmorégulatrices et tolérance 2 la salinité d'une part, et entre métamorphose et

-osmorégulation d'autre part.

*l'étude de la métamorphose physiologique des Crustacés n'en est qu'a ses débuts.
Un vaste champ d'investigations est ouvert, aussi bien en ce qui concerne les modifications
physiologiques liées & 1a métamorphose que le contrdle de cette dernigre.
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