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" INTRODUCTION




Les Insectes constituent le groupe d'Invertébrés le plus
étudié. Aussi n'est-il pas surprenant que ce soit celui ol les mécanismes
neuro-hormonaux et hormonaux soient les mieux connus. Nos connaissances
4 ce sujet restent cependant trés inégales : si le tégument a fait 1l'objet
de tr@s nombreux travaux, nous ne possédons que peu d'informations rela-
tives au déterminisme hormonal des organes internes exception faite des
disques imaginaux des insectes holométaboles. Notre choix de 1'intestin
moyen comme matériel d'étude s'explique pour deux raisons essentielles :

1) L'intestin moyen est un organe de nature endodermique qui,
par son origine embryologique, différe profondément des organes &étudiés
couramment dans le contrdle de la mue et de la métamorphose.

2) L'intestin moyen est un mod&le tré&s favorable pour 1'étude
des phénoménés de prolifération, de différenciation et de dégénérescence
cellulaires.

a - Au cours des intermues successives les cellules de
1'épithélium larvaire sont soumises & un remplacement continu 3 partir
de cellules embryonnaires, les cellules de régénération.

b - Lors de la métamorphose il y a formation d'un épithélium
imaginal pouvant lui-m€me &tre précédé de la genése d'un &pithé&lium nymphal.
11 faut noter &galement que chez certaines espéces le renouvellement épi-
thélial s'effectue d'une maniére globale 3 chaque mue.

Le choix de notre matériel de recherche, un représentant des
Odonates, deshna cyanea, s'explique :

1) Par les connaissances précises de son développement post-—
embryonnaire et du contrdle de ce dernier (SCHALLER, 1960).-

2) Par l'originalité de sa métamorphose mésentérique (STRAUB,
1943) oii, aprés une crise mitotique importante, il y a formation de deux
épithéliums successifs : le tissu réticulé, puis 1'épithélium imaginal

(figure 1).
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Figure 1 : Principales étapes des transformations de 1'intestin moyen
au cours de la derniére intermue d'deshna cyanea.

I1 faut cependant admettre que 1'aeshne n'est pas un animal
de laboratoire tels que le sont, par exemple, certains Diptéres ou
Lépidoptéres. Le cycle complet de l'animal qui s'étend sur deux ans est
marqué par une diapause embryonnaire obligatoire, suivi d'un dévelbppement
post—embryonnaire qui, lorsqu'il n'est pas entrecoupé d'une diapause
larvaire, compte au minimum 5 3 6 mois. Si la capture des larves dans la
nature est souvent aléatoire, leur élevage n'offre pas de difficultés

notables.




Le premier chapitre est consacré & 1'étude ultrastructurale
de 1'intestin moyen. Une connaissance précise des types cellulaires et
de leur fonction, ainsi que des modifications ultrastructurales qui
peuvent en résulter nous semble nécessaire avant d'aborder 1'étude des
phénoménes de prolifération (chapitre II), de différenciation (chapitre III)
et de dégénérescence cellulaires (chapitre IV). Enfin le chapitre V
analyse le déterminisme hormonal de ces processus au moment ol s'opérent
les plus profonds remaniements de 1'intestin moyen, c'est-d-dire au

cours de la métamorphose.




MATERIEL ET METHODES

J




1) Matériel

Les larves d'Aeshna cyanea Muller ont &té capturées en automne
et au printemps principalement dans la région de St—Omer (les '"dormes" de
Blendecques) et dans les mares de la for@t de Marchiennes. Il s'agit, dans
la trés grande majorité, de larves du 8e au lle (dernier) stade larvaire.
Celles capturées en automne (fin octobre), malgré un éclairement de 16 H
sur 24, une température de l'eau voisine de 18°Cet une alimentation copieuse
en larves de chironome, entrent fréquemment en diapause. Pour rompre celle-ci,
il est nécessaire de placer les larves pendant trois semaines a un mois dans
une piéce dont la température est de l'ordre d'une dizaihe de degrés et dont

1'éclairement est celui de la photopériode naturelle.

2) Méthodes d'étude

Avant le prélévement du tube digestif les larves sont décapitées,
puis épinglées dans une cuvette 3 fond de li&ge. Deux incisions latérales
permettent de soulever un volet dorsal mettant 3 nu 1l'intestin qui est

prélevé dans sa totalité, puis plongé dans le fixateur.

a) Méthodes d' observations topographiques

En microscopie optique le fixateur est le Bouin alcoolique
ou le Carnoy, les colorations &tant faites soit au glychémalun-&osine, soit
au picro-indigo-carmin.

En microscopie &lectronique le matériel est fixé 3 froid
(4°C)pendant deux 3 trois heures par de ;ahglutaralﬂéhyde a 6,25 ou 2,5 7
dans un tampon phosphate 0,1 M (SABATINI et coll., 1963) ; l'intestin est
disséqué dans le fixateur, puis postfixé au tétroxyde d'osmium—-tampon phos—
phate 0,1 M., Par ailleurs, afin d'éviter d'éventuels artéfacts, en particulier
au niveau des enclaves lipidiques et des vacuoles, les solutions de fixation
et de ringage, d'osmolarité voisine de celle de 1'hémolymphe, ont &té enri-
chies en Cacl2 (BUSSON-MABILLOT, 1971, 1972). Dans ce cas, le liquide fixa-
teur dont 1l'osmolarité est de 360 mOs correspond 3 une solution de gluta-
raldéhyde 3 1,9 %7 dans du tampon cacodylate 0,1 M auquel nous avons adjoint
0,05 7 de Caclz. Le méme liquide vecteur renfermant du sucrose 0,18 M sert
de liquide de ringage aprés la fixation glutaraldéhydique ou la postfixation

osmiée (1 7 d'OsO4dans du tampon cacodylate 0,1 M + Cacl2 0,05 % + sucrose
0,12 M).




b) Méthodes cytochimiques
. Recherche de 1'ADN

En microscopie optique la recherche de 1'ADN a été

réalisée par la réaction de Feulgen, tandis que la démonstration simultanée
de 1'ADN et de 1'ARN est assuré@e par la double coloration au vert de méthyle
et 4 la pyronine. En microscopie &lectronique la mise en &vidence de 1'ADN
a été menée selon la technique de BERNHARD (1969) et selon celle de MOYNE
(1973).

. Recherche des lipides

La détection cytochimique des lipides par la colo~
ration au noir Soudan B a été effectude en microscopie optique sur coupes
a4 congélation.

. Recherche des polysaccharides

En microscopie optique nous avons pratiqué la colo-
ration & 1'APS et au bleu Alcian. .

En microscopie &lectronique la recherche des poly-
saccharides a &té effectude soit par la méthode de SELIGMANN et coll. (1965),
modifiée par THIERY (1967), sur du matériel ayant subi la double fixation
glutaraldéhyde-osmium et inclus dans l'araldite, soit par la méthode de
RAMBOURG (1967) a 1'acide phosphotungstique—acide chromique & pH 0,3 sur
du matédriel fixé % la glutaraldéhyde-tampon phosphate et inclus dams le
glycol métacrylate suivant la technique de LEDUC et BERNHARD (1967).

. Recherche de la phosphatase acide

Elle a été conduite en microscopie &lectronique selon
la méthode de MILLER et PALADE (1964) sur les plus petites sections possibles
d'intestin moyen, afin d'éviter les artefacts diis & la congélation (HOURDRY,

1971).

c) Méthodes autoradiographiques

Aprés incorporation du précurseur tritié, les piéces sont
fixées au Carnoy ou au formol & 10 %. Aprés déparaffinage, les coupes sont
plongées dans une solution d'acide perchlorique 3 1 Z 3 froid, afin d'éli-
miner les molécules de précurseur non incorporées.

Les lames sont recouvertes de 1l'&mulsion Gel Ilford K5
selon la technique de FICQ (1961) et, aprés exposition, sont révélées au

D 19 b Kodak et colorées par le picro—indigo-carmin.
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L'intestin moyen de la larve d'deshma cyanea s'étend sur les quatre
premiers segments abdominaux, alors que chez 1'adulte il se prolonge jusqu'au
milieu du septiéme segment. Sa forme est celle d'un tronc de cdne allongé
dont la base &largie est située antérieurement. Le passage de l'intestin anté-
rieur & 1l'intestin moyen est marqué par une invagination ectodermique dans la
lumiére de 1'intestin moyen au niveau de la valvule oesophagienne. L'intestin
moyen diminue nettement de calibre en direction postérieure, en particulier au
niveau de la valvule pylorique oii 1'insertion des tubes de Malpighi marque sa
séparation de 1l'intestin postérieur.

La paroi intestinale est formée d'une part d'une tunique conjonctivo-
musculaire externe et d'autre part d'un épithélium simple s'insérant sur une

lame basale.

I - LA TUNIQUE CONJONCTIVO-MUSCULAIRE

Une vue a faible grossissement (Pl. I, fig. a) illustre les différents
constituants de cette tunique externe : musculature circulaire interne et longi-
tudinale externe, trachées et ramifications trachéolaires, fibres nerveuses et
cellules de type hémocytaire au sein du tissu conjonctif.

1) La musculature

a) Structure des fibres musculaires

En section transversale les fibres apparaissent soit circulaires

(6 a 8 u de dlametre), soit ov01des (3as p de large sur 7 a 10Ap de 1ong) On

n'observe généralement, par sectlon de fibres, qu'une seule section nucléaire,
fréquemment en position laté@rale. Toutefois certaines sections de fibres pré-
sentent 2 noyaux en position latérale diamétralement opposée. Quoique 1l'aspect
souvent trés lobé du noyau puisse expliquer de telles images, il semble bien

qu'une méme fibre renferme plusieurs noyaux. Ces noyaux sont entourds par les
myofilaments qui arrivent au contact de l'enveloppe nucléaire (Pl. 2, fig. a).

Les fibres contiennent aussi des mitochondries de forme irréguliére, 3 matrice
dense, situées sous la membrane plasmique ou parmi les €léments contractiles

(P1. 1, fig. a). Dans la région corticale des fibres on observe des invaginations
du sarcolemme correspondant au systéme T (Pl. 1, fig. a, b) au voisinage desquelles
se trouvent des microtubules. Parfois certaines invaginations de ce systéme peuvent
s'incurver et rejoindre la surface cellulaire 3 un endroit €loigné de son départ,
découpant un secteur complet de la fibre (P1. 1, fig. a). On observe fréquemment
un saccule du réticulum sarcoplasmique appliqué contre la membrane du systéme T,

en particulier vers les extrémités internes de ce dernier. Ces formations carac-—

térisent les dyades décrites dans de nombreux muscles striés transversalement




(P1., 1, fig. ¢ ; P1l. 2, fig. a).

Les myofilaments ne constituent pas de véritables myofibrilles,
mais sont groupés en faisceaux irréguliers, plus ou moins développés (Pl. 1,
Fig. a, b ; P1. 2, fig. a). Dans la zone corticale des fibres, ces faisceaux
apparaissent délimités par les invaginations du systéme T (P1l. 1, fig. b).
Généralement, les filaments 6ccupent presque tout le volume de la fibre, 1le
sarcoplasme étant trés réduit.

En section transversale les myofilaments &pais apparaissent agencés
selon un modéle hexagonal peu régulier, contrairement 3 ce que l'on observe
dans les muscles alaires par exemple (SMITH, 1961 a et b, 1966 ; AUBER, 1965,
1967). Leur diamdtre est d'environ 140 & et ils présentent souvent un axe clair
(P1. 2, fig. a). Les myofilaments fins forment autour de chaque myofilament épais
des orbites irréguliéres de 8 & 12 filaments (contrairement 4 la proportion
moyenne de 6 fins pour 1 épais) et s'insérent sur des stries Z irréguliéres.
Parfois un matériel comparable 3 celui des stries Z s'associe & des formations
du type desmosome, au niveau d'invaginations appartenant au systéme T (Pl. 2,
fig. b) et plus fréquemment 3 des hémidesmosomes & la pé@riphérie des fibres
(P1. 1, fib. b).

b) Evolution au cours de la métamorphose

Chez des larves sacrifiées en cours de métamorphose le sarco-
plasme de certaines fibres est trés développé, de volume &gal a celui occupé
par le matériel contractile (Pl. 1, fig. ¢, d et e). Ce sarcoplasme peu dense
contient des invaginations du systéme T, des saccules du réticulum sarcoplas-
mique, de rares mitochondries et corps golgiens, des granulations de tailles
diverses, des microtubules souvent paralléles et rarement perpendiculaires aux
myofilaments (Pl. 1, fig. d et e). Fréquemment, des groupes de 5 3 20 myofilaments
épais entourés de myofilaments fins apparaissént isolés au sein du sarcoplasme
(P1. 1, fig. d et e). De telles figures ne sont pas sans rappeler certaines
phases évolutives de fibres intersegmentaires de 1'abdomen de Rhodnius (AUBER-
THOMAY, 1967 ; TOSELLI et PEPE, 1968 a et b ; WARREN et PORTER, 1968). D'aprés
ces auteurs, les fibres subissent une involution puis, aprés un repas de séng,
se différencient avec apparition des filaments des deux types en petits groupes’
au voisinage de microtubules. Il semble donc qu'au cours de la métamorphose
d'Aeshna cyanea nous assistions d un processus d'accroissement et de myofi-
brillogenése des fibres intestinales. Nous n'avons cependant pas observé les
premiéres phases de la myofibrillogenése, 3 savoir, la présence de faisceaux
de fins filaments précurseurs de 40 a 50 & de diamétre tels que les a décrits

AUBER (1969) lors de la myofibrillogenése des muscles alaires de Calliphora.




Par ailleurs, la tunique conjonctivo-musculaire de 1l'intestin en
métamorphose présente, en dehors des formations habituelles (fibfes musculaires,
axones, trachées, hémogytes), de nombreuses sections de cytoplasme peu dense aux
électrons (Pl. 1, fig. a). Certaines de ces sections correspondent selon toute
vraisemblance & des expansions sarcoplasmiques faisant extrusion hors de la
lame basale (Pl. 2, fig. c et d).

Au niveau de la zone d'@mission on observe des filaments fins de
60 & environ de diamétre et des filaments &pais, plus rares, d'un diamétre de
140 A. Ces filaments sont dispos@s trés irréguliérement et souvent perpendicu-
lairement au trajet des myofilaments constitutifs des bandes A et I (Pl. 2,

fig. c et d4).
CONCLUSION

Les fibres de 1l'intestin moyen d'deshna cyanea apparaissent sem~
blables aux fibres viscérales décrites chez d'autres Insectes (SMITH et coll.,
1966 ; SANDBORN et coll., 1967 ; SCHAEFER et coll., 1967 ; ANDERSON et ELLIS,
1967 ; ODHIAMBO, 1970 ; RICE, 1970 ; GOLDSTEIN et BURDETTE, 1971 ; NAGAI et
GRAHAM, 1974 ; GARTINER, 1976). Ces fibres ont des caractéristiques structurales
de fibres & contractions lentes : longueur importante des sarcoméres, irrégu-
larité des stries Z, disposition peu g@ométrique (s'éloignant d'un véritable
réseau hexagonal) des myofilaments &épais, absence de bande M, orbites de 8 &

12 filaments fins, faible développément du réticulum sarcoplasmique.

La myofibrillogen&se qui a lieu au cours de la métamorphose ne
présente gudre de particularité. Plus surprenante est la formation d'expansions
sarcoplasmiques dont le rdle, pour 1'instant, est inconnu,d'autant qu'elles
n'ont pas été décrites, 3 notre connaissance, dans la musculature viscérale

d'autres Insectes.

2) Le systéme trachéen

Des coupes de la tunique conjonctivo-musculaire montrent des sections
trachéennes de différents calibres, allant des grandes trachées 3 leurs ramifi-
cations ultimes, les trachéoles.

Nous avons &tudié la structure de ces formations, les modifications
qu'elles subissent au cours de la mue et enfin leur genése lors de la métamor-

phose.




a) Structure

Les tubes trachéens sont entourés par une seule assise de
cellules trachéennes (Pl. 3 , fig. a) qui reposent sur la lame basale et sont
réunies entre elles par des jonctions septées. L'intima cuticulaire qui comprend
1'épicuticule et la ténidie (PL. 3 , fig. a et b) est renforcée dans les grandes
trachées par un matériel fibrillaire (endocuticule ou procuticule cf BEAULATON,
1964) disposé parallélement et au contact de la membrane plasmique qui & ce
niveau peut former des villosités (Pl. 3, fig. a). L'épicuticule est formée d'une
lame de cuticuline sous laquelle se trouve une mince couche de matériel dense
granulaire (Pl. 4, fig. a), alors que le matériel de la ténidie est peu dense
aux électrons aprés fixation aldéhydique et postfixation osmiée (Pl. 3, fig. a
et b).

Les tracholes ont sensiblement l'aspect des petites trachées,
1'intima cuticulaire présentant généralement des plissements hélicoidaux corres-
pondant aux ténidies. '

La structure des trachées mésentériques est donc conforme 3 celle
décrite chez divers insectes par différents auteurs (LOCKE, 1957, 1958, 1964,
1966 ; EDWARDS et coll., 1958 ; SHAFIQ, 1963 ;SMITH, 1963, 1968 ; BEAULATON,
1964, 1968 a ; GUPTA et BERRIDGE, 1966 ; WALL et OSCHMANN, 1973 ; BORDEREAU, 1975).

b) Modifications trachéennes au cours de la mue

Lors de la mue 1l'intima cuticulaire des trachées est rejetée,

alors que celle des trachéoles persiste (WIGGLESWORTH, 1954 ; MILLER, 1964).
Plusieurs étapes peuvent €tre discernées :

1 - rejet de l'ancienne intima cuticulaire

2 - formation de petites plaques de cuticuline & la surface de
la membrane plasmique (Pl. 4, fig. b)

3 - soulévement de la couche de cuticuline devenue continue
probablement par accrétion, en vue de former les replis correspondant & 1'ébauche
des ténidies

4 - différenciation de la ténidie (P1l. 3, fig. ¢ et Pl. 4,
fig. c). |

Les 8tapes du renouvellement de 1'intima cuticulaire définies au
niveau des trachées mésentériques confirment les résultats de BEAULATON (1968 a).

c) Genése des trachéoles lors de la métamorphose

Bien que de nouvelles petites trachées et trachéoles se forment
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a chaque mue autour de 1'épith&lium intestinal, c'est au cours de la métamorphose
que ce processus est le mieux observable. De trés nombreuses trach@oles appa-
raissent en effet juste en dessous de la lame basale, particuliérement dans les
indentations de celle-ci (Pl. 4, fig. d).

Ici encore plusieurs étapes peuvent €tre observées :

1 - présence de nombreux prolongements cellulaires caractérisés
essentiellement par de trés nombreux microtubules (Pl. 5, fig. a) et accessoi-
rement par de rares mitochondries et quelques vésicules.

2 - apparition d'une lumiére centrale au contour légérement
plissé et & contenu fibrillaire au sein de ces prolongements éellulaires (P1. 5,
fig. b). Au voisinage de la lumiére trachéenne il y a présence de petites vési-
cules ; certaines A membrane lisse renferment un matériel dense, d'autres &
membrane hérissée un matériel identique 3 celui de la lumi&re trachéenne (Pl. 5,
fig. b). Bien que des images de continuité entre la lumidre et ces vésicules
soient observables particulié&rement en ce qui concerne les vésicules hérissées
(P1. 5, fig. c¢), leur rOle demeure incertain quant 3 leur participation dans la
genése de la lumiére trachéenne comme le suppose LOCKE (1966).

3 - formation de plaques de cuticuline juste au—-dessus de 1la
membrane plasmique (Pl. 5, fig. b) ; le processus se poursuivant de la manidre
décrite lors de la mue des trachées.

3) Les fibres nerveuses

Des fibres nerveuses, parfois isolées, mais fréquemment réunies en
faisceaux (Pl. 5, fig. d) sont observables au sein du tissu conjonctif. Elles
sont caractérisées par la présence de nombreuses vésicules denses atteignant
1250 & de diamétre et renferment, en outre, quelques lames de réticulum endo-
plasmique, de petites mitochondries et de nombreux microtubules.

Selon WRIGHT et coll. (1970) les cellules neurosdcrétrices situées
autour de l'intestin moyen seraient susceptibles, par la libé&ration de leurs
produiﬁs de neurosécrétion de contrdler le mouvement de l'eau a travers 1'épi-
thélium intestinal.

4) Les cellules de type hémocytaire

Le tissu conjonctif forme un ré&seau liche de lamelles effilochées
réunissant entre elles les lames basales des cellules trachéennes et musculaires

a celle de 1'épithélium intestinal. Cette trame enserre, en plus des formations

[al

€jd étudiées, deux autres types cellulaires.,
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a) Premier type

Les caractéristiques en sont

- le développement du réticulum endoplasmique granulaire dont
les citernes dilatées renferment un matériel fibrillaire (Pl. 6, fig. a)

- 1la richesse ribosomale

- la petite taille des dictyosomes (Pl. 6, fig. b). Gé&néralement
ceux-ci 8mettent de petites vésicules. Beaucoup plus exceptionnellement des vési-
cules de grande taille (0,5 y de diamdtre) @ contenu dense sont présentes a pro-
ximité des dictyosomes (Pl. 6, fig. b)

- d'assez nombreux microtubules, de rares mitochondries et
d'exceptionnels corps résiduels

La caractéristique essentielle de ces cellules, 3 savoir, la dilatation
et le développement des citernes ergastoplasmiques, traduit l'existence d'une
active synthése proté@ique. C'est un caracté&re que ces cellules ont en commun avec
les fibroblastes de Vertébrés, mais aussi avec des cellules d'insectes engagées
dans la synthése du tissu conjonctif. Ainsi les cellules décrites par BEAULATON
(1968b) & 1'origine de la tunica propria des glandes prothoraciques des Lépidop-—
téres ou celles intervenant dans les synth&ses de tissu conjonctif chez les
Orthoptdres (SCHARRER, 1972) sont caractérisées par le développement de leur réti- .
culum endoplasmique. Selon ces auteurs il s'agirait d'hémocytes "sessiles'. De
méme, selon WIGGLESWORTH (1973), les hémocytes participeraient & 1é formation
de la lame basale des cellules épidermiques de Rhodnius prolixus.
Si le rdle de ces cellules paralt établi, leur nature reste incertaine.

S'agit-il d'hémocytes du type plasmatocyte ou, comme le suppose FRANCOIS (1973,
1975), de fibroblastes similaires i ceux décrits chez les Vertébrés ? Nos données
ne nous permettent pas de conclure d'autant que, comme le note FRANCOIS (1973) :
"les relations entre les fibroblastes et les hémocytes, ainsi que l'origine de ces
fibroblastes reste encore & &lucider".

b) Deuxidme type

De forme allongée et pouvant émettre des pseudopodes (Pl. 6,
fig. c), ce type cellulaire est caractérisé par la présence d'inclusions denses,
homogdnes et de grande taille. En section, celles—ci apparaissent parfois cir-
culaires quoiqu'elles soient fréquemment allongées (jusqu'a 1,5 p de longueur).
Le hyaloplasme renferme outre du réticulum endoplasmique granulaire peu dilaté,

des corps golgiens et de nombreux ribosomes.
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Ces cellules ont les caractéres des hémocytes granulaires tels qu'ils
ont fréquemment &té décrits chez les Insectes (HOFFMANN, 1966 ; SMITH, 1968 ;
BAERWALD et BOUSCH, 1970 ; HAGOPIAN, 1971 ; MORAN, 1971 ; SCHARRER, 1972 ;
FRANCOIS, 1975). Comme le note HAGOPIAN (1971) il existe une certaine analogie
de structure (sans que l'on puissé en dire davantage) entre ces corps denses et
les mélanosomes des Vertébrés. Pour SMITH (1968) et MORAN (1971) ces inclusionms

pourraient, au contraire, correspondre a des lysosomes.

Il - L'EPITHELIUM INTESTINAL

Alors que 1'intestin des Mammifdres est caractérisé par la diversité
des types cellulaires (voir revues par TONER, 1968 ; GABE, 1973 ou SOLCIA et
coll., 1975), la structure de 1'épithélium mésentérique des insectes apparait,
comparativement beaucoup plus simple puisqu'il est généralement admis qu'il
n'existe qu'un seul type cellulaire correspondant aux cellules fonctionnelles,
elles-mémes soumises 3 un remplacement continu & partir de petites cellules

indifférenciées situdes 3 la base de 1'épith&lium, les cellules de régénération

(figure 2).

Figure 2 : Schéma montrant

la disposition des cellules
des nids de régénération
(c.n.r.), des cellules en
voie de différenciation (c.d.)
et des cellules fonction-—

nelles (c.f.).
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Cette apparente simplicité de 1'épithélium mésenté&rique semble cepen-
dant de nos jours devoir €tre remise en question & la suite de la découverte de
plus en plus fréquente de nouveaux types cellulaires révélés par la microscopie
électronique dont 1l'un, en particulier, semble &tre de nature endocrine (PLATZER-
SCHULTZ, 1969 ; De PRIESTER, 1971 ; CASSIER et coll., 1972 ; FAIN-MAUREL et coll.,
1973 ; PAPILLON et coll., 1974 ; AUBRY, 1975).

Chez Aeshna cyanea existe un certain nombre de cellules dont les
particularités ultrastructurales les font distinguer des cellules de régénération
et des cellules "principales". Leur description fera suite 3 celle des types
cellulaires classiques. |

1) Les cellules de régénération

L'intestin moyen des insectes présente des cellules indifférenciées
ou cellules de régénération qui, chez les Odonatesyfont partie de nids plaqués
contre la lame basale (figure 2). Comme toutes les cellules indifférenciées, elles
présentent un rapport nucléocytoplasmique &levé et un nombre restreint d'organites :
mitochondries, saccules ergastoplasmiques, petits dictyosomes et de tré&s nombreux
ribosomes libres (Pl. 7, fig. a). Ces cellules, qui sont seules A présenter des
mitoses, se différencient, au fur et 3 mesure des besoins, en cellules &pithéliales

fonctionnelles (figure 2).

2) Les cellules épithéliales principales

Sous le nom de cellules é&pithéliales principales nous entendons la
grande majorité des cellules &pithéliales qui, caractérisées par leurs micro-
villosités apicales, jouent un rdle dans l'absorption des produits de la digestion,
mais aussi dans la sécrétion des enzymes digestives.

Il est trés difficile de donner une idée d'ensemble de la structure
d'une cellule épithéliale fonctionnelle,celle-ci subissant des variations de
forme, mais aussi de structure, en particulier en fonction de la prise de nourri-
ture.

Aussi avons-nous choisi de décrire les constituants de la cellule
mésentérique chez 1l'animal 3 jeun (ANDRIES, 1976 a).

. Les microvillosités

Hautes et fines (2 u de longueur, 0,11 i de diamdtre) et
a "cell coat" réduit, elles s'insdrent par un axe filamentaire dans la région

apicale (Pl. 8, fig. b).
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. L'apex cellulaire

Il est caractérisé,comme chez tous les Insectes (NOIROT
et NOIROT-TIMOTHEE, 1972), par la présence de vésicules de forme irréguli&re
appartenant au réticulum endoplasmique lisse (Pl. 8, fig. b). Chez les larves &
jeun, ces vésicules étirées sont disposées bout 3 bout et parallé&lement au grand
axe de la cellule. Cet alignement est également observable chez les mitochondries
de forme allongée qui sont situées juste en arriére de la zone d'ancrage des
filaments radiculaires des microvillosit&s. Des granules denses relativement
nombreux (au moins une douzaine par section et par cellule, parfois bien davantage
chez les animaux & jeun depuis longtemps) sont présents dans toute la région
supranucléaire et ont tendance 3 s'accumuler juste en dessous de la membrane
plasmique apicale (Pl. 8, fig. a).

Dans la région apicale les cellules mésentériques sont réunies entre
elles par une zonula continua (NOIROT et NOIROT-TIMOTHEE, 1967) (Pl. 8, fig. e)
de nature glycoprotéique (DALLAI, 1970) (Pl. 8, fig. f). La jonction continue est
interrompue de place en place par de petits desmosomes sur lesquels s'insérent
de fagon trés oblique de trés fins filaments pouvant former (Pl. 8, fig. c), du
moins dans la région apicale, un anneau plus ou moins continu (NOIROT et NOIROT-
TIMOTHEE, 1972).

. Les systémes lamellaires

Ces formations dérivées du réticulum endoplasmique granu-

laire (P1. 9,fig. a) ont fait 1'objet d'une publication antérieure (ANDRIES, 1976d).

Celle-ci a montré& que les systémes lamellaires localisés dans et en
dec3d de la zone d'ancrage des racines des microvillosités (P1. 9, fig. b) sont
formés générélement de 6 & 10 saccules paralléles entre eux, séparés les uns des
autres par un espace de 300 3 400 & renfermant une fine ligne dense (Pl. 9, fig. a)
qui, en fait, correspond 3 de fins filaments reliant les membranes de citernes
adjacentes comme le prouve une coupe tangentielle (Pl. 9, fig. c).

. L'appareil de GolgiA

I1 est localisé & la périphérie du noyau, particuliérement
dans la zone supranucléaire. Les dictyosomes sont formées de 4 3 6 saccules attei-
gnant 1,5 u de long. Géﬁéralement, il n'existe que 2 saccules dilatés constituant
la face de formation et 2 3 4 saccules nettement plus rétrécis correspondant i la
face de maturation au voisinage immédiat desquels se trouvent une ou deux vésicules
denses qui en dérivent. L'activité golgienne, bien que réelle, semble cependant

restreinte.
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. ‘Le réticulum endoplasmique-granﬁlaire

Une des cafactéristiques de ces cellules est leur richesse
en réticulum endoplasmique granulaire dont les lames nombreuses, alignées paralla-
lement au grand axe de la cellule, sont observables autant dans la partie basale
que dans la région supranucléaire.

. La région basale

Dans la partie basale les espaces intercellulaires sont
trés faiblement dilatés et la membrane plasmique basale forme de nombreuses inva-
ginatiohs, 1'aspect obtenu &tant celui d'un labyrinthe. .

La lame basale se présente sous forme d'un treillis de nature glyco-
protéinique (P1l. 8, fig. d) constitué de bandes sombres irréguliéres, anastomosées

et séparées par des espaces plus clairs.
CONCLUSION

La structure des cellules mésentériques principales d' Adeshna cyanea
ne différe guére de celle des cellules de l'intestin moyen des autres insectes
étudiés, si ce n'est par la présence de systémes lamellaires particuliers. Comme
toutes les cellules jouant un rSle dans le transport d'ions et de molécules, les
cellules mésentériques principales montrent une trés nette polarité entre le pdle
apical et leur région basale. Elles sont, en outre, caractérisées par une grande
surface de contact avec la lumiére intestinale, grice aux nombreuses microvillosités
et, de méme avec le milieu int@rieur, grice aux nombreux replis formés par la
membrane plasmique basale. D&s 1965, NOIROT~TIMOTHEE et NOIROT mettaient 1l'accent
sur 1'importance physiologique de ces différenciations apicale et basale dans les

phénoménes d'absorption intestinale.

3) Les cellules de type endocrine et exocrine

La description de ces cellules a fait 1l'objet d'une publication
récente (ANDRIES, 1976 b) dont nous donnons ici les résultats essentiels. .

a) Cellules de nature endocrine

Sur des critéres morphologiques, deux types ont pu €tre discernés.

. Cellules & granules denses

Ces cellules (P1l. 10, fig. a) situes au contact ou &
1'intérieur méme des nids de régénération adhérent, comme toutes les cellules, 3 la
lame basale. Elles sont caractérisé@es par la présence de tré&s nombreux granules
sphériques, uniformément denses, limités par une membrane et dont le diamétre
atteint 0,3 p. Nous n'avons jamais pu observer de prolongements cellulaires se

dirigeant vers la lumiére intestinale.
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Le rapport nucléocytoplasmique de ces cellules est élevé, similaire &
celui des cellules de régénération voisines, dont elles ont sens iblement la
taille. Le fond hyaloplasmique apparait trés clair, du fait de sa pauvreté rela-
tive en ribosomes. Les mitochondries peu nombreuses et de petite taille ont une
matrice modérément dense, alors que le réticulum endoplasmique granulaire est
limité 3 un nombre restreint de citernes. Les dictyosomes, au contraire nombreux
et bien développés sont entourés de nombreux granules denses qui en dérivent
(P1. 10, fig. b). Ces granules, répartis au sein de toute la cellule, sont sus-—
ceptibles de décharger leur contenu au niveau de la lame basale d& la suite d'un
processus d'exocytose (PL. 10, fig. c). ‘

. Cellules 3 vésicules claires

De forme allongée, leur prolongement s'immisgant entre les
cellules de régénération, ces &€léments s'évasent au volsinage de la lame basale,
leur noyau &tant toujours situé & la base de la cellule.

Ces cellules sont caractérisées par une abondance de vésicules trés
claires & contenu légérement floculeux (Pl. 10, fig. d) ou 3 noyau dense souvent
excentrique (P1. 10, fig. e). ,

Ces vésicules peuvent &tre en contiguité avec des saccules dilatés du
réticulum endoplasmique agranulaire. Pa;ticuliérement nombreux dans la région effi-
1lée de la cellule,ceux—-ci sont fréquemment alignés parallélement au grand axe de
la cellule, de méme que les nombreux microtubules. Par ailleurs, il y a similitude
morphologique entre le contenu des vésicules et celui des saccules du réticulum
endoplasmique lisse.

Les corps golgiens sont relativement nombreux en particulier dans la
partie effilée de la cellule. Si, au niveau de la face de maturation des dictyo-
somes il est possible d'observer assez exceptionnellement des granules denses de
taille et d'aspect silimaires 3 ceux décrits dans le type précé@dent, il est par
contre trés fréquent de constater l'émission de nombreuses petites vésicules
(P1l. 10, fig. f) atteignant 500 & de diamétre. Ces vésicules sont &galement
observables au voisinage de vésicules claires de grande taille avec lesquelles
elles pourraient fusionner.-

Comme dans le cas des cellules 3@ granules, il nous semble qu'il y
ait exocytose du contenu des vésicules vers la lame basale. Le soulévement fréquent
de la membrane plasmique basale au voisinage de ces vé&sicules (Pl. 11, fig. a)

suggére un tel processus.
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CONCLUSION

Le phénoméne du rejet de matériel vers le milieu intérieur qui
caractérise 3 la fois les cellules 3 granules et celles & vésicules claires
permet de qualifier ces 2 types de cellules endocrines. Le fait que, reposant
sur la lame basale, elles n'atteignent pas la lumiére intestinale est un argu-
ment supplémentaire en faveur de leur nature endocrine.

Les cellules & granules denses ont &té décrites depuis peu dans de
nombreux &épithéliums mésentériques d'Insectes (voir Introduction du II) et de
ce fait semblent constituer un élé&ment caractéristique du mésentéron des Insectes.
Les cellules & vésicules claires n'ont, par contre, &té observées que par AUBRY
(1975) qui suppose que les vésicules claires ne sont que la "gaine sphérique" des
granules. Nous ne partageons pas cette interprétation, bien des critéres morpho-
logiques (ANDRIES, 1976 b) opposant ces deux types cellulaires. .

Quant au rdle de ces cellules il demeure tout 3 fait hypothé&tique.
Rappelons simplement que selon CASSIER et coll. (1972) les cellules & granules

denses pourraient &tre impliquées dans le contrdle de l'activité@ protéasique.

b) Cellules de nature exocrine

Ces cellules renflées A leur base et a leur apex ont la forme
d'une bouteille & col trés fin (P1. 11, fig. b), particulidrement lorsque 1'épi-
thélium est &levé.

. La région basale

C'est dans la région basale, au voisinage des cellules
de régénération, que se situe le noyau. A proximité de ce dernier, de nombreux
et volumineux dictyosomes sécrétent des granules denses (Pl. 11, fig. d). Au
voisinage des dictyosomes et des granules qu'ils engendrent, il y a présence de
nombreuses vésicules atteignant 0,5 Yy de diamdtre, 3 matériel plus ou moins fi-
brillaire dont 1'opacité aux électrons est inversement proportionnelle a leur
taille (P1. 11, fig. d). Par ailleurs, de petites vésicules claires de 500 R de
diamétre sont &galement présentes.

. Le col

I1 est caractérisé par un flux de microtubules courant
parallédlement 3 son grand axe (P1l. 11, fig. b) entre lesquels des vésicules
transitent. Le réticulum endoplasmique toujours bien développé est essentiellement
constitué de petits saccules agranulaires chevauchant, probablement du fait de
1'épaisseur des préparations, les microtubules. Géndralement allongés parallé-
lement au grand axe de la cellule, ils péuvent, beaucoup plus exceptionnellement,

étre disposés perpendiculairement.
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. L'apex

C'est a son niveau que s'accumulent les vésicules a
matériel fibrillaire (P1l. 11, fig. c¢). Ses microvillosités sont originales par :

- leur taille : elles sont 2 3 3 fols plus courtes que
celles des cellules voisines ;

- leurs racines qui s'enfoncent trés profondément d l'in-
térieur du cytoplasme apical ; '

- leur"cell coat"trés ramifié et trés développé. .
CONCLUSION

L'accumulation de vésicules & l'apex cellulaire rappelle 1l'aspect
fourni par les cellules caliciformes des Vertébrés sans que nous puissions homo-
loguer les cellules en bouteille 3 des mucocytes. L'apex des cellules en bouteille
rappelle également celui des cellules caliciformes de Petrobius (FAIN-MAUREL et
coll., 1973), avec lesquelles elles ne semblent avoir en commun que leur nature
exocrine,

Les cellules en bouteille décrites dans l'intestin moyen de la larve
d'deshna cyanea constituent donc un type cellulaire dont 1'originalité réside
dans la présence d'un pdle basal oi ont lieu les synth@ses et d'un pdle apical
ol s'accumulent les produits de sécrétion et a partir duquel ceux—-ci sont vrai-
semblablement évacués dans la lumiére intestinale. Ces deux pdles sont reliés
par une zone cytoplasmique trés riche en microtubules dont le rGle probable est
de faciliter la migration des produits de sBcrétion d'une extrémité & 1'autre de

la cellule.

[T - VARIATIONS MORPHOLOGIQUES ET ULTRASTRUCTURALES DES CELLULES
MESENTERIQUES EN FONCTION DE LA PRISE DE NOURRITURE

L'intestin moyen des Insectes est le siége de deux fonctions essentielles:
secrétion enzymatique et absorption intestinale (WATERHOUSE, 1957). Si de nombreux
auteurs (ANDERSON et BEAMS, 1956 ; WATERHOUSE et WRIGHT, 1960 ; BACETTI, 1961, 1962 ;
BERTRAM et BIRD, 1961 ; NOIROT-TIMOTHEE et NOIROT, 1965 ; DALLAI, 1966 ; STAUBLI
et coll., 1966 ; PEHANI et coll., 1968 ; SMITH et coll., 1969 ; AKAI, 1970 ;

De PRIESTER, 1971 ; HECKER et coll., 1971 ; NOIROT et NOIROT-TIMOTHEE, 1972 ;
FAIN-MAUREL et coll., 1973 ; CSOKNYA et HALASZ, 1973 ; HEINRICH et ZEBE, 1973 ; -
PAPILLON et coll., 1974 ; NOPANITAYA et MISH, 1974 ; LEHANE, 1976) ont décrit
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l'ultrastructure de l'intestin moyen des Insectes, on ne dispose cependant que
de peu de données sur les phénoménes de sécrétion ou d'absorption en fonction
de la prise de nourriture et sur les changements ultrastructuraux que celle~ci.
entralne au niveau de la cellule intestinale.

Aprés avoir mis l'accent sur les changements de forme subies par
1'intestin moyen aprés la pénétration de la nourriture, nous essaierons de définir
le r8le des différents organites impliqués dans le transfert de substances nutri-
tives d travers 1'épithélium intestinal et dans la synthése des enzymes digestives.

1) Variations morphologiques

Elles ont été traitées dans une publication antérieure (ANDRIES, 1970 b)
dont nous nous bornons 3 donner les résultats essentiels.

Des larves de 1l'avant dernier stade soumises au jeline pendant 4 jours
ont &té alimentées le huitiéme jour de l'intermue, et sacrifiées 1h., 6h. aprés
la prise de nourriture, puis de 6 en 6 heures jusqu'd la 36e heure aprés le dernier
repas.

a) Diamétre intestinal et hauteur &pithéliale

Les valeurs représentatives des deux paramétres : diamétre de
1'intestin moyen et hauteur épithéliale, notées dans la région moyenne, varient
en raison inverse (figure 3). En effet, d&s que la nourriture pénétre dans 1l'in-
testin moyen, provoquant sa dilatation, la hauteur de 1'épithélium diminue fortement.

D.L.m.(mm) -
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Figure 3 : Variations dans la région moyenne de l'intestin moyen en
fonction du temps (en h) aprés la prise de nourriture : (a) du dia-

métre intestinal ; (b) d¢ la hauteur épithéliale.
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b) Longueur de l'intestin moyen

Les variations de longueur de l'intestin moyen sont représentées
par un graphique (figure 4) tenant compte du nombre total de coupes sériées trans-

versales obtenues & partir de larves fixées 3 intervalles réguliers aprés la prise

de nourriture.
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Figure 4 : Variations de la longueur de 1'intestin moyen (en mm)

en fonction du temps (enh.) aprés la prise de nourriture.

On constate que 1l'ensemble des valeurs comprises entre 1 et 36 h.
aprés le repas diffdre significativement des valeurs obtenues pour les animaux
jetinant depuis 4 jours. Il semble donc que,corrélativement a un reldchement de
la musculature circulaire,il y ait reldchement de la musculature longitudinale,
ces deux phénoménes intervenant au moment de la pénétration de la nourriture

dans 1l'intestin moyen.

2) Variations ultrastructurales

Elles ont fait 1'objet d'une publication récente (ANDRIES, 1976 a)
dont nous rapportons ici les faits essentiels.

Pour cette étude nous avons utilisé des larves de l'avant-dernier
stade, nourries de facon identique pendant les trois premiers jours de 1l'intermue,
puis soumises au jeline pendant 4 jours et enfin sacrifiées le huitiéme jour 3
intervalles de temps variables (30 minutes, 1 h.,1 h. et demie, 2 h.,b3 h., 7;h.,ét
24 h.) aprés le repas. Les animaux 3 jelin, dont certains durant 1 mois, servent
de témoin.

L'aspect des organites cytoplasmiques observé dans les cellules
mésentdriques des animaux nourris depuis 24 heures et de ceux restés 3 jeln est

sensiblement le méme. Par contre, celui fourni par les cellules mésentériques des
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larves ayant ingér& leur repas depuié quelques heures (de 1 3 7h.) différe trés
nettement. Les modifications essentielles concernent :

- les granules denses : trés nombreux chez les larves & jeun, ils le
sont nettement moins chez ceux nourris depuis moins de 7 heures, bien que les
dictyosomes soient trds actifs (Pl. 12, fig. d). Il faut noter le contenu floculeux
des saccules de la face de formation des corps golgiens.

- les vésicules du réticulum endoplasmique'lisse : trés dilatées et
a matériel floculeux, elles peuvent @tre appliquées 3 la membrane plasmique apicale
(P1. 12, fig. a) ou se trouver en continuité avec les systémes lamellaires les plus
apicaux (Pl. 12, fig. b). Alors que ces systémes lamellaires ne sont formés que
d'un nombre restreint de saccules, d'autres, situés plus "profondément" et consti-
tués de nombreux saccules, entourent de gros globules lipidiques (Pl. 12, fig. c).

~ le réticulum endoplasmique : moins abondant, ses lames sont frag-
mentées. )

~ les globules lipidiques : ils apparaissent au sein du cytoplasme
apical 1 heure aprés la prise de nourriture. Sept heures aprés l'ingestion du
repas ils sont trés nombreux dans la région basale. Enfin, ils persistent encore
chez les larves nourries depuis 24 heures, quoique moins nombreux et fortement
échancrés par des 1lots de glycogene (PLl. 12, fig. e).

- les espaces intercellulaires de la région basale : dilatés, ils
peuvent renfermer un matériel floculeux (Pl. 13, fig. d) ainsi que des formations
sphériques délimitées par une membrane et renfermant de nombreuses petites vési-
cules (Pl. 13, fig. c¢). De telles vésicules & contenu légérement opaque et homogéne
sont disséminées dans le cytoplasme (Pl. 13, fig. a). Celles situées au voisinage
de lames du réticulum endoplasmique granulaire semblent dériver de ce dernier
et plus précisément des extrémités des profils ergastoplasmiques qui par endroits,
apparaissent "dégranulés" (Pl. 13, fig. a). Enfin on peut observer des vésicules
de méme aspect qui s'accumulent sous la membrane plasmique latérale ol elles

déterminent la formation de hernies dans l'espace intercellulaire (P1l. 13,fig. b).

CONCLUSIONS

. Synthé&se et libération des enzymes digestives

L'éxocytose des granules denses dans la lumisre intestinale
est en relation avec la pénétration de la nourriture dans 1'intestin moyen. Il est

probable que ces granules d'origine golgienne soient des réservoirs d'enzymes
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digestives comme 1'ont suggéré STAUBLI et coll., 1966 ; FAIN-MAUREL et coll.,
1973 et LEHANE, 1976.

I1 est & noter toutefois qu'un rd8le différent a &té attribué derniére-
ment par MICHAELS et LEBLOND (1976) aux granules apicaux des cellules intestinales
de Mammiféres. Ceux-ci assureraient le transport en direction de la surface cellu~-
laire de glycoprotéines destinées au remplacement du 'tell coat".

. Transfert des substances nutritives 3 travers 1'épithé-

lium intestinal

+ ROle du réticulum endoplasmique :

Sur la base d'arguments morphologiqﬁes nous pouvons
envisager le passage en direction de 1'hémolymphe de substances nutritives (non
identifiées) contenues dans la lumiére intestinale selon les &tapes suivantes :

- l@re étape : capture de ces substances, aprés diffusion
a travers la membrane plasmique apicale, par les vésicules dilatées du réticulum
endoplasmique agranulaire.

~ 28me &tape : passage du contenu des vésicules du réti-
culum lisse vers l'intérieur des profils ergastoplasmiques comme le suggére 1'appa-
rition d'un matériel floculeux, 3 la fois dans les vésicules dilatées du réticulum
endoplasmique agranulaire et au sein des lames ergastoplasmiques. Ce passage de
substances s'explique non seulement par la proximité de 1'ensemble vésicules et
saccules de réticulum endoplasmique lisse et des lames ergastoplasmiques, situées
juste en arriére, mais aussi par les communications qui s'établissent entre ces
formations. Par ailleurs, les citernes ergastoplasmiques peuvent prolonger les
citernes de la face distale des systémes lamellaires qui, eux-mémes, sont en
connexion avec les vésicules du réticulum endoplasmique agranulaire.

- 38me &tape : transfert du matériel du réticulum endo-
plasmique granulaire en direction de l'espace intercellulaire au niveau duquel de
petites vésicules agglomérées font hernie sur les parois cellulaires latérales. Le
transfert pourrait &galement se faire par '"déversement" direct du contenu des
citernes ergastoplasmiques dans 1l'espace intercellulaire (encore faudrait-il dans
ce cas démontrer l'existence de communications),

+ Formation et digestion des globules lipidiques :

Les globules lipidiques sont détectables en premier lieu
i 1'apex des cellules notamment entre les citernes des systémes lamellaires. Il

est probable que ceux-ci jouent un rdle dans la synthé&se des globules lipidiques,




- 23 -

bien que nous ne puissions pas les relier directement au réticulum endoplasmique
lisse &tant donné qu'ils apparaissent en position intercisternale.

Vingt quatre heures aprés la prise de nourriture les globules lipi-
diques apparaissent fréquemment é&chancrés par des plages de glycogéne. Il semble
donc que 1'épithélium intestinal est a4 méme de transformer les lipides ingérés

(du moins une partie) en glycogéne.

IV - STRUCTURE ET GENESE DE LA MEMBRANE PERITROPHIQUE

Les cellules mésentériques des Insectes sécré@tent un fourneau déta-
chable, la membrane péritrophique qui, comme son nom 1'indique, entoure la nourri-
~ ture présente dans la lumidre intestinale. De nombreuses études portant sur la
structure, le mode de formation et sur la composition de ces membranes ont été
faites chez de nombreux représentants de divers ordres d'Insectes. De fagon
générale il a été démontré que la chitine entre pour une bonne part dans la
constitution des membranes p@ritrophiques (PETERS, 1968) au sein d'une matrice
de nature protéique et polysaccharidique (NISISAWA et coll., 1963 ; ONO et KATO,
1968). Il en est ainsi chez les Odonates comme le prouva Van DEHN dé&s 1933. Quant
au mode de formation de cette membrane, il s'agirait, chez les Odonates, d'une
sécrétion d'un anneau de cellules situé a la base de la valvule cardiaque
(WIGGLESWORTH, 1930) & laquelle s'adjoindrait une délamination de minces lames
se produisant 3 la surface des cellules mésentériques. Selon VOINOV (1898) et
AUBERTOT (1934) il n'existerait cependant pas de péritrophique de sécrétion, la
membrane péritrophique résultant uniquement d'une délamination du plateau strié
des cellules mésentériques d'un bout 3 1l'autre de 1'intestin moyen ; ce qui semble
confirmé par éa structure hexagonale (KUMMEL, 1956).

Nos données résultent d'une &tude ultrastructurale de la membrane
péritrophique et de son mode de formation et d'une &tude autoradiographique indis-
pensable pour vérifier la part que prennent les différents trongons de 1'intestin
moyen dans la genése de la membrane péritrophique. Nous avons choisi comme marqueur
la N-acetyl-glucosamine 3H qui entre dans la constitution de la chtine. Douze larves
en début de dernier stade pesant approximativement 1 g ont &é injectées de 10u Ci
de N-acetyl-glucosamine 3H. Au moment de 1l'injection, six de ces larves étaient a
jeun depuis quatre jours, les six autres ayant été nourries depuis 1 h. 30 & 2 h.
aprés avoir subi également un jeiline de quatre jours. Six temps d'incorporation ont
été réalisés : 10 mn, 30 mn, 2 h. 30, 6 h., 9 h. et 72 h.

1) Etude ultrastructurale )

a) Structure de la membrane péritrophique

La membrane péritrophique apparalt formée de nombreuses lames

emboitées les unes dans les autres (Pl. 14, fig. a). L'aspect des lames de la
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membrane péritrophique est fonction du plan de coupe. Généralement celui-ci montre
un réseau alvéolaire (Pl. 14, fig. b) atteignant 0,15 p d'épaisseur, formé par le
croisement de 3 séries de fibres constituées elles-mémes de microfibrilles. L'écart
entre 2 fibres voisines et parallé&les entre elles oscille entre 0,13 et 0,18 U et
les hexagones ainsi délimités par le croisement des trois séries de fibres (Pl. 14,
fig. b) ont sensiblement la taille des microvillosités coupées transversalement
(P1. 14, fig. ).

b) Mode de formation de la membrane péritrophique

La présence, a l'apex des microvillosités, d'une lame fibrillaire
en relation avec le'cell coat'des microvillosités (Pl. 15, fig. b) suggdre la gendse
d'une membrane péritrophique,d'autant que cette lame ou du moins sa partie supé&-
rieure comme le montre la figure a 'Pl. 15, peut se soulever dans la lumi&re intes-—
tinale. Par ailleurs,il est possible d'observer de telles lames fibrillaires en
profondeur, entre les microvillosité&s et parfois prés.de la membrane plasmique
apicale (Pl. 15, fig. c). Nous pensons qu'il s'agit dans ce cas d'une membrane
péritrophique en cours de formation dont le déplacement progressif vers la lumiére
intestinale pourrait expliquer la structure alvéolaire.

2) Données autoradiographiques

Les résultats de l'injection de N-acétyl-glucosamine 3H sont rapportés
dans le tableau 5 ; comme nous n'avons pas observé de différences majeures entre
les larves alimentées et celles soumises au jeline, sauf pour les temps d'incorpo-
ration longs, les résultats sont en partie confondus. L'illustration est fournie

par les figures d a4 £ de la planche 15.

Temps d'incorporation

9h 2 h
10Omn {30mn{2h30| 6h - - -
-}jetne [noutri | jeune |nourri
- ) + |, ol *
Région anterieure - - |+ ++ - |4+ =
Intestin ‘
moyen Région médiane - - + ++ + - + +
Région postérieure] = - + 1+a4] + - - -
Intestin antérieur (gésier) - - - - : + N

Figure 5 : Intensité du marquage de la bordure en brosse des cellules
de 1'intestin moyen et de la cuticule de 1l'intestin antérieur en

fonction du temps d'incorporation.
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Ces résultats appellent les remarques suivantes :

1 - aucun marquage n'est observable pour des temps d'incorporation
faibles (10 ou 30 mn). Il en est de méme pour les péritrophiques présentes dans
la lumiére dintestinale.

2 - le marquage de la bordure en brosse est toujours plus net dans la
région antérieure,ksurtout au niveau de la valvule cardiaque,que dans les régions
moyenne et postérieure (Pl. 15, fig. d a f).

3 - pour des temps d'incorporation longs (> 9h.) 1e marquage est encore
important au niveau du plateau strié des larves soumises au jeline,mais il est sensi-
blement nul chez celles qui ont été alimentées.

I1 semble qu'un tel résultat soit 3 mettre en relation avec les syn—
théses nettement plus actives de membrane péritrophique chez les larves nourries
que chez celles soumises au jefine.

4 - au niveau du gésier, seuls les temps d'incorporation longs (9h.
et surtout 72h.) sont responsables du marquage de la cuticule néoformée. Le marquage,
trés lent a s'@tablir au niveau du gésier s'explique par l'origine ectodermique de
cette portion de l'intestin ol le métabolisme de la chitine s'opére selon le rythme
du dép6t d'endocuticule propre au tégument.

En ce qui concerne les membranes péritrophiques présentes dans la
lumiére intestinale, celles—ci sont nettement marquées pour tous les temps d'in-
corporation excepté&, comme nous l'avons noté, pour les temps tr&s courts (10 et

30 mn).
DISCUSSION~CONCLUSION

La chitine est un polysaccharide formé essentiellement de longues
chaines de résidus de N-acétyl-D-glucosamine (voir CANDY et KILBY, 1962). L'injectiomn
d'un précurseur marqué tel que la N-acé@tyl-glucosamine 3H doit donc permettre de
marquer d'une manidre hautement spécifique la chitine et par 13 méme les membranes
péritrophiques et la cuticule (HEINRICH et coll., 1974). C'est ce que nous avons
pu effectivement constater chez Aeshna cyanea. Toutefois 1l'intérét d'une telle
étude réside essentiellement dans la démonstration d'un véritable gradient antéro-
postérieur quant au lieu de formation de la membrane péritrophique. Ainsi, bien
que des images de délamination du "plateau strié&" puissent &tre observées le long
de tout 1'intestin moyen, c'est la région tout d fait antérieure de l'intestin

moyen qui est la zone privilégiée de gen&se -de la membrane péritrophique.
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Les lames de la membrane péritrophique ont une structure alvéolaire.
Comme nous 1l'avons démontré,la taille des hexagonés de la membrane péritrophique
est sensiblement celle des microvillosités. De plus, nous avons pu constater que
des membranes péritrophiques en formation migrent le long des microvillosités pour
finalement se détacher d leur apex. L'hypoth&se de MERCER et DAY (1952) selon
laquelle les microvillosités servent de moule aux membranes péritrophiques semble
ainsi vérifiée. Toutefois selon RICHARDS et RICHARDS (1971) les réseaux alvéolaires
des membranes péritrophiques pourraient correspondre a des artéfacts dus aux
traitements subis par les préparations. D'apr&s nos résultats, nous pouvons affirmer
que ces réseaux existent réellement, du moins chez la larve d'deshma cyanea, puisque

~la membrane péritrophique a été fixée in situ dans la lumiére intestinale et que
les blocs de tissus n'ont subi que la fixation glutaraldéhydique et la postfixation
osmide classiques.

Nos images ultrastructurales démontrent nettement 1'existencg d'un
lien entre la membrane péritrophique et le '"cell coat" des microvillosités qui,
rappelons—le, fait partie intégrante de la membrane plasmique (ITO, 1965). Les
figures C Pl. 14 et a Pl. 15 montrent en effet, l'existence tout autour des micro-
villosités de fibrilles serrdes atteignant jusqu'a 250 & de diamétre. Par ailleurs,
des fibrilles plus grandes et beaucoup moins serrées connectent les microvillosités
entre elles et sont relides aux lames fibrillaires situées a 1'apex des microvillo-
sités (P1. 15, fig. a). Nous ne sommes cependant pas 4 méme, a4 partir de ces seules

données ultrastructurales, de préciser la nature réelle ou fortuite de ces relatioms.

V - VARIATIONS MORPHOLOGIQUES ET ULTRASTRUCTURALES DES CELLULES
MESENTERIQUES AU COURS DE LA MUE

Il est connu que le remplacement de 1'épithélium mésentérique des
Insectes peut, suivant les genres, s'opérer 3 chaque mue ou au contraire uniquement
lors de la métamorphose (WIGGLESWORTH, 1953). La figure 6 est un rappel des données
que nous possédons a ce sujet. |

Celles relatives aux Odonates ont été formulées par STRAUB (1943).
Selon cet auteur, la mue semble s'effectuer au niveau de llintestin moyen "d'une
facon différente de celle décrite pour la métamorphose', c'est-d-dire sans refou-

lement en bloc de 1'é&pithélium dans la lumidre intestinale.




- 27 -

"

i Typhlogastrura THIBAUD 1968
COLLEMBOLES '
Tomocerus HUMBERT 1974
ISOPTERES : WEYER 1935
. Y DICTYOPTERES Blatella WEYER 1936
Rejet de l"épithélium
i . COLEOPTERES  Anthrenus MOBUSZ 1897
larvaire a ,
' J Bombyx VERSON 1905
chaque mue : .
- Galleria TCHANG YUNG TAlI 1928a
LEPIDOPTERES i :
Achroia TCHANG YUNG TAl 1928b
Tineola LOTMAR 1940
) . \
I\DIPTERES Psychoda HASEMAN 1910
' / . .
i( Cybister DEEGENER 1904
Galerucella POLYARKOFF 1910
, COLEOPTERES
Rejet d’un épithélium | Acanthoscelides BUSHNELL 1936
nymphal complet Leptinotarsa PATAY 1939
. N\
LEPIDOPTERES Tineola LOTMAR 1942
HYMENOPTERES Apis LOTMAR 1945
N\
" : ‘ .
. . e it s HYMENOPTERES Formica PEREZ 1903
Rejet d'un épithélium
' IPTERE Calli 10
nymphal abortif DIPT S a lphf)ra PEREZ 19
ODONATES Aeshna STRAUB 1943
h\ g

-

Figure 6 : Données sur le renouvellement de 1'&pithélium mésentérique

au cours du développement post embryonnaire des Insectes.
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Ces quelques observations trés fragmentaires nous ont amené 3 nous
poser le probléme de 1'évolution mésentérique d'deshna cyanea au cours de la mue.

A cet effet nous avons sacrifié des larves de l'antépénultiéme ou de
1'avant-dernier stade dans les heures qui précédent ou qui suivent 1l'exuviation.

1) Variations morphologiques |

Peu avant l'exuviation, la larve d'deshna cyanea qui a cessé de
s'alimenter s'allonge fortement, ses segments abdominaux étant désormais distendus.
Ce phénoméne qui s'intensifie aprés le rejet de 1l'exuvie grice 3 un apport supplé-
mentaire d'eau dans le tube digestif (ROBERT, 1958) et & une rétention hydrique
sous contrdle neurohormonal (CHARLET, 1974) a comme conséquence un allongement
et un élargissement de ‘1'abdomen. ‘

Trés grand au moment de l'exuviationsle diam@tre intestinal décroit
par la suite (figure 7), phénoméne qui est particuliérement net dans les 6 premiéres
heures suivant l'ecdysis. Dans le méme temps la hauteur des cellules intestinales
augmente (figure 8), le diamétre intestinal et la hauteur des cellules intestinales

étant des paramétres antagonistes.

Diameétre intestinal

1 1 1 1 y €L 1 1
01 3 6 9 12 18 24 30 heures -

Figure 7 : Variations du diamétre intestinal (en mm) dans les heures

suivant 1'exuviation.




100

50

..29._

Hauteur épithélium

] 1 L] ) } 1 L]

O
ey
W
(o]
©

12 18 24 30 heures

Figure 8 : Variations de la hauteur de 1'épithélium mésentérique

(en 1) dans les heures suivant 1l'exuviation.

2) Variations ultrastructurales

L'étude ultrastructurale des cellules mésentériques a été faite dans
les régions antérieure et moyenne de l'intestin moyen sur des larves sacrifiées
au moment méme de 1'exuviation ou dans les heures la précédant.

a) Etat de 1'épithélium intestinal au moment de 1'exuviation
(Pl. 16, fig. a) \
Les caractéristiques en sont :

1 - sa hauteur faible de 40 a 50 | pour une largeur moyenne

d'une vingtaine de microns ;

2 - une dilatation trés nette des espaces intercellulaires
situés en decd de la zonula continua, conséquence probable de 1'ingestion d'eau
au moment de 1'exuviation ;

3 - sa richesse en globules lipidiques.

b) Etat de 1'épithélium intestinal 12 3 36 h. avant 1'exuviation

Les traits marquants sont les suivants :

~ Un réticulum endoplasmique granulaire bien développé
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- Des corps golgiéns a trés nette polarité et sécrétant de
nombreux granules denses (Pl. 16, fig. b)

- Des inclusions lipidiques et glycogéniques importantes

- La présence dans le noyau d'un nucléole de grande taille (2,5 u
de diamétre) et celle de nombreuses granulations dispersées parmi la trame inter—
chromatinienne depuis la région périphérique du nucléole (Pl. 16, fig. c¢) jusqu'au
contact de l'enveloppe nucléaire. Les mottes chromatiniennes sont peu nombreuses
et de petite taille. - _

L'ultrastructure des cellules mésentériques des larves sacrifides dams
les heures précédant l'exuviation ne différe pas,en ce qui concerne les inclusions
et les organites cytoplasmiques, de celle des animaux s'&tant alimentés depuis
quelques heures. Cela n'est guére surprenant si l'on sait que les larves d'Adeshna
cyanea ne jelinent que juste avant de subir 1'exuviation.

Au point de vue nucléaire le nucléole est de grande taille et comporte
une partie granulaire bien développée, signe d'une activité métabolique intense.
Certes, il est dé&licat d'affirmer & partir de seules données morphologiques que
les nombreuses granulations denses dissé&minées dans tout le nucléoplasme dérivent
de la partie granulaire du nucléole. Ce fait a, cependant, été bien &tabli i partir
d'études autoradiographiques dans les ovocytes de Néréis pélagica (DHAINAUT, 1970).
Ces granulations résulteraient d'une association du constituant granulaire du
nucléole et représenteraient le support morphologique d'un transfert d'ARN ribosomal
en direction du cytoplasme (DHAINAUT, 1972). L'existence conjointe d'un nucléole de
grande taille & partie granulaire développée et de nombreuses granulations nucléo-
cytoplasmiques suggére donc que le métabolisme nucléaire des cellules mésentériques
d‘Aeshna cyanea est trés actif dans les heures précédant 1l'exuviation.

S'il est vraisemblable que le métabolisme nucléaire accru est en rela-
tion avec la mue, il nous est par contre impossible de dire quelle est la nature du

facteur responsable de cette activité,
CONCLUSION

Chez la larve d'deshna cyanea il n'y-a pas formation d'un nouvel &épi-
thélium 3 chaque mue. Tout au plus quelques cellules peuvent-elles €tre rejetées
dans la lumiére, sans doute 3 la faveur de la distension du mésentéron au moment
de 1'exuviation. A '

Leé cellules mésenté@riques montrent cependant au moment de la mue un

métabolisme accru que la digestion du dernier repas pris avant 1'ecdysis ne peut




expliquer dans sa totalité&, en particulier en ce qui concerne le développement du
composant granulaire du nucléole et 1l'abondance des granulations denses présentes
au sein du nucléoplasme. Tout se passe donc comme s'il s'agissait d'une réponse

nucléaire d une "stimulation" de nature sans doute hormonale.

CONCLUSION DU CHAPITRE I

L'ultrastructure de la cellule mésentérique banale d' Aeshna cyanea
différe peu de celle décrite par de nombreux auteurs chez des Insectes divers.
L'étude que nous en avons faite a &té indispensable avant d'aborder les phénoménes
de différenciation et de dégénérescence., Elle 1'a été d'autant plus que 1'ultra-
structure de ces cellules est sujette A variations et que rares sont les auteurs
qui, au—deld du point de vue statique de leurs &tudes, se sont attachés & 1'aspect‘
dynamique des processus se déroulant au sein de ces cellules en particulier au cours
de leurs fonctions physiologiques normales : la secrétion enzymatique et 1'absorp-
tion intestinale. Nous ne ferons que rappeler ici le rdle prédominant du réticulum
endoplasmique et de son dérivé, les systémes 1amellaires, dans les processus de
transport intracellulaire. Plus surprenantes sont les modifications ultrastructurales
liées 3 la mue, (nucléole de grande taille, granulations nucléoplasmiques denses)
liées semble~t-il 3 une stimulation hormonale au niveau nucléaire.

Si la structure et le mode de formation de la membrane péritrophique
sont de type classique, il n'en ®meure pas moins que, par la méthode autoradio-
graphique, nous avons pu démontrer, quant au lieu de sa formation, l'existence d'un
véritable gradient ant@ro-postérieur qui, jusqu'3d présent, n'avait pas &t& mis en
évidence chez les Odonates.

Parmi les résultats de nature cytologique, la démonstration de plusieurs
types cellulaires, différents de ceux habituellement dé&crits, est un premier pas
vers la compréhension de mécanismes physiologiques particuliers, autres que ceux
normalement attribués & 1'épithélium mésentérique. Notons i ce propos que, dans
le cas des cellules & granules, la démonstration d'un processus d'exocytose vers
le milieu intérieur est la preuve du caractdre endocrine de certains de ces types

cellulaires.




CHAPITRE 11

PROLIFERATION DES CELLULES MESENTERIGUES
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- L'intestin moyen des Insectes est un organe favorable a 1'étude des
phénoménes de prolifération cellulaire. Depuis la fin du si&cle dernier, il est
en effet connu que les petites cellules, dites de régénération situées sous 1'é-
pithélium au contact de la lame basale sont seules susceptibles de subir des divisions
qui se poursuivent durant toute la vie post-embryonnaire. Ainsi, NEEDHAM notait
dés 1897 que chaque nid du mésentéron des Odonates est un véritable '"centre germi-
natif",

Ces divisions localisées dans les nids de régénération permettent le
renouvellement des cellules usées de l'épith&lium ou pourvoient au remplacement
total de cet épithélium, le rejet de celui-ci survenant, suivant 1es-espéces
(cf figure 6), 8 chaque mue ou seulement lors de la métamorphose.

I1 semble donc que plusieurs facteurs puissent intervenir dans la régu-
lation du nombre de mitoses. Ainsi, les divisions assurant le remplacement des
cellules usées sont probablement déterminées par un facteur différent de celui
responsable de la crise mitotique qui prélude & la ré&alisation d'un nouvel &pi-
thélium. Mais avant de nous intéresser au déterminisme des mitoses régénératrices,
il est indispensable de connaitre avec précision la cinétique des cellules de
régénération en cours d'intermue, lors de la mue et enfin au moment de la méta-

morphose.

I - PROLIFERATION CELLULAIRE AU COURS D'UN CYCLE DIGESTIF

1) Mise en évidence par comptage de mitoses

Le r0le de 1'alimentation dans la prolifération cellulaire de 1'&pi-
thélium mésentérique a &té envisagé dans un travail antérieur (ANDRIES, 1970 b),
qui est basé sur 1l'estimation de la valeur de 1'index mitotique, celui-ci traduisant
le rapport du nombre de cellules en méta— ou anaphase sur le nombre total de
cellules de régénération. Des lots de cing individus sacrifiés 3 intervalles régu-
liers (0, 6, 12, 18, 24 et 30 h.) aprés le repas ont permis d'obtenir les résultats
suivants :

1 - L'index mitotique est plus élevé dans les heures suivant la prise
de nourriture que chez les animaux 3 jeun. On note la présence de trois groupes de

valeurs qui différent significativement entre eux au risque de 5 7 (figure 9).
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Figure 9 : Variations dans la région moyenne de l'intestin moyen en
fonction du temps (en heures) de 1'index mitotique (10_4) {(en trait
point) et du pourcentage de cellules marquées (en trait plein) aprés
un temps d'incorporation de 3 heures. Les tirets indiquent les deux
valeurs obtenues en fonction de 1l'espace de temps qui sépare le repas

du moment ol s'effectue 1'injection de thymidine tritiée (0, 3, 6, 9...

30 h).

. le premier groupe concerne les animaux 3 jeun et ceux ali-
ment&s depuis 6 h.(index mitotique : 15.10—4).

. le second est formé par les animaux nourris depuis 12, 18
ou 30 h:(index mitotique de 22 & 28.10_4).

. le troisiéme correspond aux larves ayant ingéré leur repas
24 heures avant d'@tre sacrifiées (index mitotique : 43.10_4).

2 ~ Les valeurs de 1'index mitotique sont constantes, 3 un moment donné
aprés la prise de nourriture, tout au long de l'intestin moyen. Par contre,le
nombre de mitoses et celuil degcellules de ré&génération par coupe transversale est
plus €levé dans le dernier quart que dans le quart antérieur et qu'au milieu du

mésentéron (figure 10).
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Figure 10 : Variations suivant les différentes régions de 1l'intestin
moyen et en fonction du temps (en heures) : (a) du nombre de mitoses
par coupe. transversale ; (b) du nombre de cellules de régénération par

coupe transversale ; (c) de llindex mitotique.

L'ingestion de nourriture provoque donc chez l'animal i jeun une aug-—
mentation du nombre des mitoses (et corrélativement de 1'index mitotique) obser-
vable dés la 12e heure et maximale 3 la 24e.

Par ailleurs,DAY et POWNING (1949) ont démontré 1l'existence chez
Tenebrio molitor et Blatella germanica d'une crise mitotique survenant & la suite
de la prise de nourriture. Selon ces auteurs,une hormone (''midgut regeneration
stimulating factor") véhiculée par le sang serait responsable d'une plus forte
activité mitotique. Toutefois, leurs résultats différent des nStres en ce que
1'augmentation du nombre des mitoses se manifeste trés tOt aprés 1'ingestion de
la nourriture (dés la 30e minute). Par contre, pour RAFIQ KHAN et FORD (1962) le
nombre de cellules en division dans les nids de régénération de Dysdercus fasciatus
semble indépendant de la prise de nourriture.

2) Mise en évidence par comptage de cellules marquées

L'absence d'autres données et les divergences existant entre nos résultats
et ceux des auteurs cités nous ont amené 3 vé@rifier nos propres résultats en utili-

sant cette fois un précurseur radioactif de 1'ADN : la thymidine 3H.




Le protocole expérimental est sensiblement le méme que précédemment :
des larves de l'avant-dernier stade, soumises au jeline pendant 4 jours, sont
nourries 3 satiété, puis injectées de 10 u Ci de thymidine 3H. L'injection a lieu,
suivant les animaux, au moment du repas ou apré&s 3 heures, puis de 3 en 3 heures
jusqu'd la 30e heure. Enfin les animaux sont sacrifiés 3 heures aprés 1'injectioh.
Toutefois, d'autres larves placées dans les mémes conditions n'ont &té sacrifiées
que 6 A4 24 heures aprés l'injection.

Les résultats consignés dans la figure 9 indiquent que le pourcentage
des cellules marquées :

- est faible chez les animaux 3 jeun et chez ceux nourris depuis 3 heures
(14 3 19 7). |

- est &levé chez les larves ayant ingéré leur repas depuis au moins 6
heures (35 %).

- décroit légdrement de la 6e & la 30e heure suivant le repas (35 3
28 7).

Le nombre de cellules synthétisant leur ADN augmente donc nettement a
la suite de la prise de nourriture. Il atteint son maximum entre la 6e et la 9e
heure.

Ces résultats qui concordent avec ceux du comptage de mitoses s'expli-
quent par le fait que l'entrée de la nourriture dans la lumiére intestinale pro-
voque une augmentation des synthéses d'ADN, et, corrélativement, du nombre des

o

mitoses parmi les cellules de régénération.

Par contre, au regard du nombre &levé de cellules synthétisant leur
ADN, nombre qui ne décroilt que trds légdrement (de 35 i 28 %) entre la 6e et la
30e heure, la valeur de 1'index mitotique des témoins culmine nettement 24 heures
aprés la prise de nourriture. Ce pic d'activité mitotique se détache de 1'ensemble
des autres valeurs et en particulier de celles obtenues 18 et 30 heures aprés
1'ingestion du repas.

Pour tenter d'expliquer la divergence entre 1l'existence d'un pic de
1'index mitotique et celle d'un plateau caractérisant les cellules marquées nous
avons calculé cette fois 1l'index mitotique d'animaux injectés de thymidine tritiée.
Les larves sont sacrifiées 24 heures aprés la prise de nourriture, la durée d'in-
corporation de la thymidine 3H &tant de 6, 9, 12, 15, 18, 21 ou 24 heures. Bien

que nous n'ayons pas fait de calcul statistique, nous pouvons affirmer (figure 11)

que la valeur de 1'index mitotique est nettement plus élevée (plus de 2, parfois
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3 ou 4 fois) chez les animaux sacrifiés 12 heures et davantage aprés l'injection
de thymidine 3H que chez ceux ayant subi une méme administration de produits

marqués moins de 12 heures avant leur sacrifice.

250¢F
200
15(5
100

- 30

0] 3 - 6 9 12 15 18 . 21 24

Figure 11 : Larves sacrifies 24 heures aprés la pri§e de nourriture.

Valeurs de 1'index mitotique (10_4) en fonction de la durée

d'incorporation. Le tiretéd indique la valeur des larves t&moins sa-

crifiées 24 heures aprés leur dernier repas.

Il en résulte que :

1 - la thymidine exogéne et radioactive semble favoriser les synthéses
d'ADN puisque, par rapport & la normale, l'index mitotique est 2 & 3 fois plus
élevé si 1l'incorporation a précédé d'au moins 12 heures le sacrifice.

Tout semble se passer comme si la thymidine 3H favorisait le passage
des cellules de régénération de la phase G1 4 la phase S, ce qui expliquerait le
pourcentage encore &levé de cellules marquées aprés le maximum enregistré de la
6 4 9e heure (voir graphique figure 9).

2 - 1'augmentation importante de la valeur de 1l'index mitotique entre
12 et 24 heures aprés 1'injection (animaux injectés 0, 3, 6, 9 ou 12 heures aprés
le repas et sacrifi@s 3 la 24e heure) tendrait 3 prouver que la durée des phases

S et G, serait de 1'ordre d'une douzaine d'heures.
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Ceci permettrait d'expliquer que le maximum de cellules synthétisant
leur ADN le font entre la 6e et la 9e heure et que le pic mitotique se situe
24 heures aprés la prise de nourriture. Ce pic pourrait d'ailleurs €tre plus
étalé dans le temps puisque les valeurs de 1'index mitotique n'ont été relevées
que de 6 en 6 heures. |

Les valeurs de la durée des phases S + G2 déterminées indirectement
paraissent vraisemblables. En effet 3 titre d'exemple, les durdes de la phase §
dans 1'intestin de la souris et de 1'homme varient suivant les portions &tudiées

entre 7,5 et 8,5 heures et entre 13 et 20 heures, respectivement (références

dans COOPER et coll., 1974).
CONCLUSION

Que ce soit par la méthode autoradiographique ou par comptage de mitoses,
nous avons démontré une corrélation positivé entre la prise de nourriture et la
division des cellules de régénération. Néanmoins, le déterminisme de ces crises
mitotiques reste inexpliqué. Plusieurs hypoth&ses peuvent &tre envisagées 3 cet
égard. Nous pouvons penser au :

- rdole d'un facteur hormonal (cf DAY et POWNING, 1949).

- r0le de certains métabolites contenus dans la nourriture.

- rb6le d'éventuels chalones : la pénétration de la nourriture dans
1'intestin permet le rejet d'un certain nombre de cellules usées, mais encore
faut-il démontrer que les cellules fonctionnelles secré&tent des facteurs antimi-
totiques comme c'est le cas chez les Batraciens (BRUGAL, 1973 ; BRUGAL et PELMONT,
1974 ) et chez les Mammiféres (GALJAARD et coll., 1973 ; RIJKE et coll., 1975).

- r0le de la dilatation de l'intestin (voir point suivant : détermi-

nisme de la crise mitotique observée lors de la mue).

I1 - PROLIFERATION CELLULAIRE AU COURS DE LA MUE

Chez Aeshna cyanea le rejet global de 1'épithélium ne s'opére que
pendant la métamorphose. Toutefois, lors de chaque mue la longueur de 1l'intestin
moyen augmente alors que le corps de la larve s'allonge. Bien que nous n'ayons
pas calculé le nombre total de cellules épithélialés et de cellules de régénération

de l'intestin moyen au cours des stades larvaires successifs (10, 11 ou 12 au total
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suivant le type de développement, SCHALLER, 1960), il est probable que leur
nombre s'accroit d'un stade A un autre.

Pour vérifier cette hypothése, il s’agissait d'étudier 1l'intestin
moyen pendant la période d'allongement de la larve, c'est-3d-dire peu avant et
peu aprés l'exuviation. A cet effet, 43 animaux ont &té& sacrifiés dans les 6
premiers jours de l'intermue du dernier stade (avant que ne commence la crise
mitotique responsable de la gendse du tissu réticulé et de l'épithélium imaginal),
dont 27 dans les 24 heures qui ont suivi 1l'exuviation. Par ailleurs,4 animaux
de l'avant-dernier stade proches de 1l'ecdysis ont été atudiés.

Les comptages mitotiques ont &té effectués sur 50 coupes sériées
situées dans la partie médiane de 1'intestin moyen de chaque animal ; le nombre de
cellules par coupe a été calculé 3 partir de comptages effectu@s sur 5 coupes
prises au hasard parmi les 50 &tudiées.

1) Activité des nids de régénération

Les valeurs élevées de 1'index mitotique, quoique trés variables d'un
animal & 1'autre, concernent toujours des animaux sacrifiés entre la 6e et la
24echeure de 1'intermue. Ceci nous a amené 3 envisager 1'existence de 3 périodes :

- la premiére couvrant les 3 premiéres heures de 1l'intermue

- la seconde s'étendant de la 6e a la 24e heure

- la derniére se situant aprés le 1etjour

La comparaison des moyennes de l'index mitotique de chacun de ces trois

groupes est reportée dans le tableau ci-dessous ¢ -

Différence entre

f fNombre d'animauxflndex mitotique (10_4)3 les moyennes f toos ¥ S4
:Groupe I : : : :
:0-3h. : 6 : 17 : ] L

1= : : : 14,9 H 16,4
:Groupe II : : | :

t 6 - 24 h,: 21 : 31,9 . : A

: : : : 12,9 v 10,3
:groupe ITT: 16 : 19 : :

:jour 1-6 : P :

4 es s¢ e as ke o4 e 8° s sy e e

La lecture de ce tableau permet de constater qu'il existe une différence

significative au risque de 5 7 entre les groupes II et IIIL. Entre les
groupes I et II la différence n'est pas significative au seuil de 95 7,
toutefois il n'existe que 6 chances sur 100 pour qu'un tel écart de

moyenne puisse €tre dii 4 1'influence des seules fluctuations fortuites.
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I1 faut préciser,par ailleurs,que les valeurs de 1'index mitotique
restent faibles chez les animaux sacrifiés juste avant 1'exuviation.

2) Nombre de cellules par nid de régénération

Le nombre moyen de cellules par nid de régénération est de 5,4 pendant
les 3 premidres heures de 1'intermue, de 6,2 entre la 6e et la 24e heure et de
5 & partir du lerjour. Les calculs statistiques permettent de calculer qu'il
existe une différence significativé au risqué de 5 7 entré les groupés i1 ét IIT.
Par contre il n'existe que 77 % de chances pour que l'écart observé entre les moyennes

des groupes I et II ne soit pas dl aux seules fluctuations fortuites.

De l'ensemble de ces données,; nous pouvons conclure a 1l'existence d'une
crise mitotique trés limitée dans le temps allant de la 6e 3 la 24e heure suivant
1'exuviation et ayant pour conséquence une augmentation du nombre des cellules de
régénération. Par la suite celui-ci diminue, ce que l'on peut attribuer au fait

qu'un certain nombre de ces cellules se différencie pour devenir fonctionnelles.
DISCUSSION

Deux types de facteurs peuvent @tre tenus pour responsables de la crise
mitotique, soit un effet mécanique, soit une combosante hormonale.

Seul le premier effet résultant de la distension intestinale sera envi-
sagé ici, alors que l'action d'hormones, notamment de 1'ecdysone,sera traitée dans
la derniére partie. . ,

Peu avant 1l'exuviation, les segments abdominaux de la larve d'deshna
cyanea sont distendus et le corps s'allonge fortement. Ce phénoméne s'intensifie
aprés le rejet de 1'exuvie, ainsi que nous 1l'avons dé&ji vu.

L'étude de 1l'intestin moyen prouve qu'il est tré&s dilaté durant les

3 premiéres heures suivant 1'exuviation (figure 7) ; le diamétre normal &tant

retrouvé,suivant les animaux, de la 9e 3@ la 18e heure apré&s l'exuviation.

Par ailleurs,le rejet de quelques cellules, en nombre toujours tr@s
faible, peut &tre observé au cours de la mue.

Selon WIGGLESWORTH (1940, 1963 a), les mitoses observées dans 1l'épi-
derme de Rhodnius prolixus au moment de la mue, sont dues 3 une '"s@paration' des
cellules voisines ce qui a pour conséquence une diminution du nombre de noyaux
par unité de surface, avec une valeur qui tombe sous un seuil minimum.

Lors de l'exuviation les membranes plasmiques des cellules mésentériques
adjacentes sont plus &loignées qu'elles ne le sont normalement, du moins dans la
région basale. Ceci est également vrai pour les cellules de régénération dont les

espaces intercellulaires apparaissent dilat@s. Cette diminution de surface de
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contact entre cellules pourrait selon CONE (1970) et CONE et TONGIER (1973)

stimuler leur activité mitotique.

I1 faut ajouter que le r8le d'éventuels chalones (dont 1l'existence
est encore i démontrer) semble improbable, puisque peu de cellules sont rejetées

dans la lumiére intestinale 3 la faveur de la mue.

I[II - PROLIFERATION CELLULAIRE AU COURS DE LA METAMORPHOSE

La formation du tissu réticulé et de 1'épithélium imaginal suppose une
activité intense des nids de régéndration au cours du dernier stade larvaire.

1) Mise en &vidence par comptage de mitoses

La crise mitotique 3 l'origine du tissu réticulé et de 1'épith&lium
imaginal a fait 1'objet d'une &tude anté@rieure (ANDRIES, 1970a)dont nous rappelons
ici les principaux points. 38 animaux ont &té sacrifiés a intervalles réguliers
au cours du dernier stade entre le 1e_et le 24e jour. Le nombre de mitoses a été
calculé i partir de 100 coupes sériées, et le nombre de cellules de régénération

par coupe a partir de 5 d'entre elles.

Les comptages (figure 12) ont montré que :
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Figure 12 : Variations du nombre de cellules de régénération par

coupe transversale au cours du dernier stade larvaire (en jours).
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- Durant les 6 premiers jours de l'intermue l'index mitotique est
variable (de 11 3 32.10—4) et le nombre de cellules de régénération par coupe
transversale faible (300 3 500).

- Du 7e au 17e jour (moment de la genése de 1'épithélium imaginal)
1'index mitotique est &levé et pratiquement constant (de 32 3 36.10_4), le nombre
de cellules de régénération augmente fortement puisqu'il y a formation du tissu
réticulé (= 1000 cellules par coupe transversale) et de 1l'épithélium imaginal
(prés de 2000 cellules par coupe transversale), )

- Du 18e au 24e jour (moment de 1'émergence) 1'index mitotique est
élevé (31 & 50.10—4), le nombre de cellules de régénération , quoique faible, est en

augimentation (de 200 a 500).

2) Mise en &vidence par injection de thymidine 3H

On peut se demander si la totalité des cellules qui se divisent avant
le 7e jour sont destinées a remplacer les cellules larvaires usées, tandis que
d'autres restent en attente dans les nids de régénération. Autrement dit, existe-
t-il, d&s le début de 1'intermue une s&grégation parmi les cellules d'un méme nid.

Pour tenter de répondre 3 cette question des animaux ont &té injectés
d'une dose unique de thymidine 3H (10 pCi) & différents moments qui suivent la derni&rs
ecdysis larvaire et sacrifiés en fin d'intermue aprés la gendse du tissu réticulé
et de 1'épithélium imaginal.

Les résultats nous renseignent sur le pourcentage de cellules marquées
dans les divers épith&liumsyainsi que sur 1'intensité& du marquage, en fonction du
moment de l'injection. 7

a) Pourcentage de cellules marquées (Pl. 13, fig. e & i)

. au sein de 1'épithélium larvaire (figure 13)

I1 est voisin de 100 % si l'injection est réalisée en tout

début d'intermue, il diminue par la suite et s'annule a3 la mi-intermue.

au sein du tissu réticulé et de 1'épithélium imaginal

Si 1'injection est tré&s précoce, &étant donné l'intensité treés
faible du marquage, le pourcentage de cellules marquées est difficile & établir,

il est toutefois toujours supérieur a 50 7.

Par contre,plus de 90 % de cellules sont marquées si 1'in-
jection a lieu aprés le premier tiers de 1'intermue. Les cellules non marquées

forment les nids de régénération de 1'épithélium imaginal.
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Figure 13 : Pourcentage de cellules marquées au sein de 1'épithélium
larvaire en fonction du moment de 1'injection de thymidine 3H (en

jours) au cours du dernier stade larvaire.

b) Intensité du marquage (Pl. 13, fig. e & i)

Elle dépend du moment de l'injection (figure 14). Tré&s faible pour les
noyaux des cellules du tissu réticulé et de 1'épithélium imaginal lorsque l'injection
a lieu en tout d&but d'intermue, elle devient nette d&s le jour 3 et augmente régu-
lidrement jusqu'a la mi-intermue. Les cellules de régénération se différencient
tout au long de 1'intermue, mais le type de différenciation s'opére d'apré&s une
chronologie strictement établie. En effet, selon le moment de l'injection, on note
une prédominance de cellules marquées dans 1l'épithélium larvaire (injection dans
la premidre moitié de 1'intermue), dans le tissu réticulé (thymidine injectée a
partir de la mi-intermue) dans 1'épithélium imaginal (précurseur fourni & partir

du dernier tiers de 1l'intermue).




+4+

T4

- 43 -

5 TS | N
A
LA WY
- O | NN
| N
\ '\y
L ‘ v
\
| N
\
\
| \
\
\
\
\
\
\
\
\
\
e D <D
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Figure 14 : Intensité du marquage des cellules de l'épithélium larvaire
(points), du tissu réticulé (carrés) et de 1l'épithélium imaginal (tri-
angles) en fonction du moment de 1'injection de thymidine 3H (en jours)
au cours du dernier stade larvaire. Les pointesde flé&ches indiquent que
des cellules des trois types d'&pithéliums se sont différenciées sans

se diviser davantage. .

CONCLUSIONS

Notre &tude de la prolifération des nids de régénération au cours du
dernier stade larvaire a permis d'é&tablir les points suivants :

1 - Une injection précoce de thymidine 3H (réalisée dans le premier
tiers de 1'intermue) a provoqué un marquage de la presque totalité des cellules
de 1'épithélium larvaire, du tissu réticulé et de 1'épithélium imaginal. Il est
donc vraisemblable que toutes les cellules de régénération ont les mémes poten-—
tialités et que leur descendance peut indifféremment enrichir 1'épithélium lar-
vaire ou participer 3 la genése soit de l'épithélium imaginal, soit du tissu

réticulé,
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2 - L'arrét de la restauration de 1'épithélium larvaire & partir du
12e jour de la derniére intermue a pour effet, d index mitotique constant, d'aug-
menter le nombre de cellules des nids de régénération.

3 - Les cellules destinées & restaurer l'épithélium larvaire, de méme
que celles qui sont 2 l'origine du tissu réticulé et de 1'épithélium imaginal se
divisent un grand nombre de fois au cours du dernier stade avec toutefois une
intensité variable en fonction de leur différenciation ultérieure. Les cellules
i l'origine de 1'épithélium imaginal qui se différencient le plus tardivement
(17e jour de 1'intermue) se divisent plus fortement que celles du tissu réticulé
dont la différenciation survient au l4e jour et que celles destinées, dans la
premiére moitié de 1'intermue, 3 remplacer les cellules larvaires usées.

4 - Le marquage de la quasi-totalité des cellules des trois épithéliums
suppose qu'une injection de thymidine 3H détermine une majorité des cellules
souches 3 effectuer leur synthése d'ADN simultanément. Comme la durée de vie de la
thymidine exogéne ne dépasse pas 6 h., du moins chez les Lépidoptdres (SELMAN et
KAFATOS, 1974) il semblerait donc que 1l'injection de thymidine exogéne favorise

les synthéses d'ADN en raccourcissant la phase Gl'

CONCLUSION DU CHAPITRE II

De l'ensemble de nos résultats basés sur des comptages cellulaires et
sur l'incorporation de précurseurs.marqués, nous pouvons conclure :
1 - que des cellules de régénération plus ou moins nombreuses se divisent
tout au long des intermues larvaires (et méme chez 1'imago).
2 - que le nombre de cellules en division augmente :
- 3 la faveur de la prise de nourriture
- dans les heures qui suivent l'exuviation
- au cours de la métamorphose
I1 parait évident que le déterminisme,comme l'ampleur de ces crises mita—
tiques sont différents. Bien que les facteurs impliqués soient encore purement
hypothétiques, il parait vraisemblable que la distention de l'intestin moyen
survenant autant au cours de la mue qu'aprés 1'ingestion d'un repas soit respon-
sable de 1'augméntation du nombre des mitoses. Par contre, l'index mitotique élevé
et le nombre croissant de cellules de régénération observé au cours de la méta-

morphose, préalable 3 la genése du tissu réticulé et de 1'épithélium imaginal,

semblent dépendre du taux d'ecdysone circulante (cf chapitre V).




CRaP 2T RE -1

DIFFERENCIATION DES CELLULES MESENTERIQUES
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La différenciation des cellules mésentériques est un phénoméne continu
qui peut &tre étudié au cours de chaque intermue, puisque des cellules originai;es
des nids de régénération alimentent régulidrement 1'épithélium intestinal, afin de
pourvoir au remplacement des cellules usées.

Ce processus se déroule également au dernier stade larvaire ol, par
ailleurs, l'on assiste au renouvellement en bloc de 1'épith&lium au cours de la
métamorphose avec formation d'abord d'un tissu transitoire, le tissu réticulé,
destiné 3 €tre rejeté en méme temps que 1'&pithélium larvaire,et enfin de 1'épi-
thélium imaginal (figure 1). Vu le nombre considérable de cellules mésentériques
qui se différencient au dernier stade lors de la gendse de l'épithélium intestinal,
la période de la métamorphose mésentérique se préte particuliérement bien & 1'@tude
de la différenciation cellulaire. C'est pourquoi la trés grande majorité des données
que nous rapportons dans ce chapitre ont &té obtenues lors de la genése de 1l'épi-
thélium imaginal. Une telle &tude nous semblait d'autant plus intéressante qu'il n'en
existe, 3 notre connaissance, aucune traitant d'une manidre détaillée 1'&volution
des cellules mésentériques lors de la métamorphose mésentérique, si 1l'on excepte
quelques données fragmentaires (MISCH, 1963, 1965 ; JEANTET, 1971 ; RADFORD et
MISCH, 1971 ; De PRIESTER, 1972) relatives aussi bien & la différenciation qu'a la

dégénérescence des épithéliums mésentériques d'Insectes holométaboles.

I - EVOLUTION NUCLEAIRE

L'évolution nucléaire qui a &té étudiée en mfme temps que la gendse des
organites cytoplasmiques dans le cadre d'un travail concernant 3 la fois la diffé-
renciation et la mort cellulaires (ANDRIES, 1975 a) comporte les &tapes suivantes
qui vont de pair avec celles de la différenciation celluléire.

1) Début de la différenciation cellulaire

Le noyau, plus ou moins sphérique, de 5 & 7 U de diamétre occupe la
majeure partie du volume cellulaire ; la chromatine est &parse dans le nucléoplasme
et le nucléole de grande taille (Pl. 17, fig. a).

La présence de matériel de méme densité de part et d'autre des pores
nucléaires (Pl. 17, fig. c et d) suggére un transfert de matériel nucléaire vers
le cytoplasme ol il ne s'observe que temporairement sous une forme incurvée
(P1. 17, fig. d et g). Des granules denses de 400 & de diamétre (Pl. 17, fig. b)

présents dans le nucléoplasme pourraient en €tre 1l'origine.
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2) Différenciation cellulaire en cours

Pendant la période de différenciation cellulaire des bourgeons renfer-
mant des mottes chromatiniennes se forment & 1'apex des noyaux (P1l. 17, fig. e).
Aprds leur séparation, ils forment des vacuoles de grande taille et a matédriel
floculeux (Pl. 17, fig. f), qui vraisemblablement se désintégrent par la suite dans
le cytoplasme,

L'enveloppe du bourgeon, comme celle du noyau lui-mé€me a la propriété
de porter, sur sa membrane externe, des ribosomes ou celle d'émettre de petites
vésicules a 1l'origine des dictyosomes.

3) Différenciation cellulaire achevée

Les noyaux désormais allongés selon le grand axe de la cellule, sont
situés sensiblement 3 mi-hauteur de celle~ci. Les mottes hétérochromatiniennes
sont plus fréquentes et le nucléole de grande taille apparait légérement plus

condensé,
DISCUSSION - CONCLUSION

D'aprés nos observations il existe donc lors de la différenciation des
cellules de régénération en épithélium imaginal, deux types de transfert de matériel
nucléaire vers le cytoplasme que nous essaierons d'interpréter dans le cadre des

échanges nucléocytoplasmiques.

1) Migration de matériel 3 travers les pores nucléaires

De fagon générale, on admet que le matériel traversant les pores nuclé-
aires est de nature ribonucléoprotéique (BEERMAN, 1963 ; STEVENS et SWIFT, 1966 ;
STEVENS, 1967 ; FRANK et SCHEER, 1970). Aussi, bien que nous ne 1'ayons pas démontré,
pouvons-nous présumer la nature ribonucléoproté@ique de ces granules, supposition
compatible avec 1'état physiologique de la cellule qui est celui d'une cellule en
début de différenciation. Il est &évident que de tels transferts sont en relation
avec la différenciation au niveau cytoplasmique.

2) Bourgeonnement nucléaire .

Les bourgeons nucléaires décrits par de nombreux auteurs (voir références
dans WISCHNITZER, 1973) sont généralement de taille réduite et différent en cela de

-

ceux que nous observons. Le rGle attribué 3 ces bourgeons différe suivant les types
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cellulaires et les espéces étudiée. Parmi les rGles les plus plausibles citons la
formation des lamelles annelées (KESSEL, 1963, 1968) et le transfert de ribosomes
(KESSEL, 1966 ; WESTON, 1968).

La question qui se pose eSt de savoir si les bourgeons que nous décrivons
correspondent & des échanges nucléocytoplasmiques sensu stricto. Il nous semble que
ces bourgeons représentent plutdt une "épuration'" nucléaire qu'un transfert de
matériel. Il faut garder présent 3 l'esprit qu'il s'agit de cellules en voie de
différenciation provenant de cellules embryonnaires qui se sont multipliées acti-
vement et qui ont perdu désormais toute capacité de se diviser, tout en conservant
intact leur pouvoir de synthé&se de ribonucléoprotéines. Il s'agit donc d'un change-
ment d'orientation dans le métabolisme de la cellule qui pourrait précisément se
traduire par ce bourgeonnement.,

Nos conclusions rejoindraient celles de SCHARRER et WURZELMANN (1969)
qui suggérent qu'd la fin de l'ovogenése le rejet de matériel nucléolaire (ou nu-

cléaire) surviendrait dé&s que son rdle fonctionnel est terminé.

Il - EVOLUTION DES ORGANITES CYTOPLASMIQUES

Les cellules de régénération qui sont 3 l'origine de 1'épithé&lium
imaginal possé&dent, avant leur différenciation, des caractéres de cellules embry-
onnaires tels que nous les avons définis précédemment (chapitre I, paragraphe II).

Au cours de leur différenciation, les petites cellules sphériques des
nids de régénération (6-8 Y de diamétre) s'allongent considérablement, en m€me
temps que diminue le rapport nucléocytoplasmique et qu'augmente de fagon notable
le nombre des différents organites cytoplasmiques. L'examen de telles cellules en
voie de différenciation permet, de ce fait, d'observer les modalit@s de la genése
des organites, ce qui fera l'objet de ce paragraphe.

1) Mitochondries

Les figures de division mitochondriale sont relativement fréquentes
dans les cellules en début de différenciation. On peut en effet y observer :

1 - des mitochondries dont une créte élargie, faisant septum, délimite
deux compartiments (Pl. 18, fig. a).

2 - des mitochondries de taille sensiblement identique, alignées bout
d bout et possédant une membrane interne propre, alors que l'externe est commune aux

deux (Pl. 18, fig. b).
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3 - des mitochondries dont un mince pont relie encore les membranes
externes (Pl. 18, fig. c).

En raison de l'augmentation trés importante du nombre des mitochondries
au cours de la différenciation des cellules mésentériques et d'aprés nos observations,
nous pouvons affirmer qu'il s'agit ici non pas d'images de fusion de mitochondrieé,
mais bien d'un phénoméne de scissiparité de ces organites. Celle~ci s'effectue,
aprés la formation d'un septum divisant la mitochondrie "mére'", par un processus
d'invagination de la membrane mitochondriale externe commune aux mitochondries
"filles" i 1'intérieur méme du septum.

2) Dictyosomes

Au cours de la différenciation &pithéliale, on observe au voisinage du
noyau, des dictyosomes en cours de formation (Pl. 18, fig. d et e), constitués uni-
quement de quelques petites vésicules et de quelques rares saccules clairs. Dans
chacun des cas, de petites vésicules se détachent du réticulum endoplasmique granu-—
laire ou de la membrane nucl@aire externe et il est tré&s vraisemblable que leur
fusion détermine la formation des saccules golgiens, comme cela a &té décrit danms
de nombreux autres types cellulaires (MORRE ét coll., 1971 ; KESSEL, 1971 ; DUBOIS,
1972).

3) Réticulum endoplasmique
Les cellules mésentériques différenciées renferment de nombreux saccules

ergastoplasmiques disséminés dans tout le hyaioplasme, quoique plus fréquents dans
la région nucléaire.

Le passage de l'état embryonnaire au stade différencié est marqué dans
les cellules mésentériques d'Aeshna cyanea, comme c'est le cas général, par la
diminution du nombre de ribosomes libres et le développement corrélatif de 1l'ergas-
toplasme.

‘ 4) Microtubules

De nombreux microtubules sont observables dans la région nucléaire des
cellules différenciées, alors qu'ils &taient nettement moins fréquents dans les
cellules embryonnaires. Ces microtubules, disposés parallélement les uns aux autres,
s'alignent selon le grand axe de la cellule.

TILNEY (1971) a démontré que l'une des fonctions principales des micro-
tubules est d'assurer et de maintenir la forme cellulaire. Selon FULLILOVE et
JACOBSON (1971) 1les microtubﬁles.pourraient également former une trame rigide qui

obligerait le noyau 3 s'allonger. Bien que de tels rdles aient &t& niés par certains

L4
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(FAWCEIT et coll., 1971),1il n'en demeure pas moins qu'ils sont tout 3 fait plausibles,
particuliérement dans notre matériel ol les cellules et les noyaux, de forme plus

ou moins sphérique, deviennent allongés dans les cellules différenciées.

III - FORMATION DE JONCTIONS ET CONTACTS INTERCELLULAIRES

1) Entre les futures cellules imaginales

En début de différenciation, les futures cellules imaginales, encore
groupées en nids de régénération et réunies par de petits desmosomes (en nombre trés
1limité), ne présentent jamais de zonula continua. Par contre, 1;espace intercellulaire
assez irrégulier renferme du matériel opaque aux électrons, abondant surtout au
niveau de dilatations de 1l'espace intercellulaire (Pl. 20, fig. a) et au point de
bifurcation de plusieurs cellules.

I1 est vraisemblable que ce matériel dérive de celui de petites vésicules
(de diamétre 3 peine supérieur 3 0,05 1) originaires des dictyosomes et dont la
membrane limitante semble de mé€me &paisseur que la membrane plasmique.

S'il semble vraisemblable que ces vésicules sont & l'origine du matériel
dense de la zonula continua, il ne nous a cependant pas été possible de suivre les
étapes successives du processus menant & l'agencement régulier de celle-ci, depuis
1'existence d'un espace intercellulaire irrégulier jusqu'au parallélisme strict des
membranes plasmiques. Peut-&tre faut-il attribuer un rdle particulier dans ce phéno-
méne au réseau microfibrillaire (Pl. 20, fig. b) qui entoure fréquemment les membranes
latérales des cellules en voie de différenciation. GILULA et coll. (1976) notent
également la présence de faisceaux de filaments courant parallé&lement aux jonctions
des cellules de Sertoli de testicule de rat sans qu'ils puissent donner & ces
formations une signification précise.

2) Entre les cellules du tissu réticulé et celles de 1'épithélium imaginal

Au niveau du tissu réticulé, ol il n'y a jamais formation de zonula
continua, seuls de petits desmosomes maintiennent les cellules entre elles. Ceux-ci
relient également les cellules du tissu réticulé 3 celles de 1'épithélium imaginal
(P1. 18, fig. f). Toutefois, en plus de ce mode de liaison, les cellules du tissu
réticulé s'invaginent & l'intérieur des cellules de 1'épithélium imaginal (P1l. 19,
fig. a), en méme temps qu'apparaissent les microvillosités (chapitre III, paragraphe
V). Une fois que les microvillosités et les coiffes de matériel dense qui les

recouvrent sont constituées, ces invaginations deviennent plus nombreuses. Un tel mode

d'ancrage consiste en un pseudopode tubulaire de 0,1 y de diamétre sur 1 y de long
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environ dont 1'axe renferme des structures de nature filamentaire (Pl. 19, fig. b

et c) et dont l'extrémité distale se renfle en une formation sphérique donnant a
1'ensemble 1'aspect d'un clou i t8te ronde. De tels renflements s'observent aussi
sur le parcours du pseudopode et, dans certains cas, garnissent les extrémités d'un
pseudopode digité (Pl. 19, fig. c). Enfin, dans les cellules imaginales, des plaques
de matériel dense peuvent &tre observées au contact de la membrane plasmique faisant
face au pseudopode issu du tissu réticulé (Pi. 19, fig. c). Ces mémes caractéres

se retrouvent sur les coupes diamétrales (Pl. 19, fig. d) de ces renflements qui
montrent deux membranes plasmiques emboltées l'une dans l'autre, appartenant respec-—
tivement 3 une cellule imaginale et a une cellule de tissu réticulé et séparées par
un espace annulaire de 200 a 300 & de large peu dense aux &lectroms.

La particularité principale des invaginations cytoplasmiques du tissu
réticulé a 1'intérieur des cellules imaginales est celle de renfermer des systémes
fibrillaires. A notre connaissance il existe peu d'exemples de tels agencements entre
cellules. Ceux qui s'en rapprochent le plus se retrouvent dans les relations existant

entre les cellules folliculaires et les ovocytes, particulidrement chez les Vertébrés.

(revue par NPRREVANG, 1968). Chez les Insectes, FAVARD-SERENO (1964) a démontré& que
les processus folliculaires s'enfoncent i 1'intérieur du cortex ovocytaire de Gryllus
campestris en s'y dichotomisant & la maniére de racines, augmentant ainsi la surface
de contact entre la membrane oybcytaire et les cellules folliculaires,

~ Si un &change et un transfert de métabolites existe au niveau des ovocytes
une telle relation entre le tissu réticulé et 1'épithélium imaginal parait tout 3
fait invraisemblable 5 par contre, la présence de nombreux filaments dans les processu
que nous avons décrits suggérent que ceux-ci renforcent 1'ancrage des cellules du
tissu r€ticulé dans les cellules de 1'&pithélium imaginal. Il faut noter cependant
que les microfilaments sont toujours nombreux dans les processus folliculaires, que
ce soit au niveau des ovocytes d'Oiseaux (PAULSON et ROSENBERG, 1972) ou de Mammi-
féres (NORBERG, 1972). ’

En conclusion, nous noterons que la formation de la coiffe entourant les

microvillosités a pour conséquence de réduire les contacts cellulaires entre le tissu
réticulé et 1'épithélium imaginal. Il n'est donc pas surprenant que se manifestent
de nouveaux processus d'ancrage dont 1l'efficacité parait &vidente et qui ont pour
rdle de maintenir une certaine cohésion de la paroi intestinale en profond remaniement

durant la métamorphose.
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IV - ACCROISSEMENT DE LA LAME BASALE

Au moment de la métamorphose se forme entre la membrane plasmique des
cellules épithéliales et le treillis formé par la lame basale, un dépdt dense et
finement fibrillaire qui suggére l'adjonction de matériel 3 cette derniére. Au
voisinage de la lame basale sont présentes :

1 - des citernes ergastoplasmiques dilatées et remplies d'un matériel
a peine moins dense aux électrons que celui qui constitue la couche surajoutée 3
la lame basale (Pl. 20, fig. c et d). ‘

2 - de petites vésicules & contenu plus ou moins opaque et dont certaines
sont hérissées (diamé&tre 1000 &) (P1l. 20, fig. f et g).

Les dictyosomes sont rarement situds a proximité immédiate de la lame
basale, mais il en existe néanmoins toujours dans la région infranucléaire. Ils
montrent (Pl. 20, fig. e) une polarité tré&s nette et sont susceptibles d'émettre,
au niveau de leur face de maturation, des petites vésicules 3 contenu opaque, sem-
blables 3 celles qui se trouvent au contact de la lame basale.

L'origine des lames basales des Insectes est encore sujette d contra-
diction. Des études en microscopie électronique (BEAULATON, 1968 b ; WIGGLESWORTH,
1973) suggérent que ce sont les hémocytes qui contribuent 3 1'élaboration des

enveloppes conjonctives, idée présentde depuis longtemps par WIGGLESWORTH (1956

et 1959). Nous mémes avons suggdré (chapitre I, paragraphe I) que les précurseurs
du tissu conjonctif entourant 1'intestin moyen sont &laborés au sein de certaines

cellules de type hémocytaire ou fibroblastique.

I1 n'en demeure pas moins que pour certains auteurs les lames basales
‘sont formées par les cellules sus-jacentes. C'est le cas de la tunica propria des
. ovarioles de Periplaneta americana (BONHAG et ARNOLD, 1961) et surtout des tissus
conjonctifs associés 3 la chalne nerveuse (ASHHURST et RICHARDS, 1964 a et b ; PIPA
et WOOLEVER, 1964, 1965). En fait éelon WIGGLESWORTH (1973) les lames basales
n'auraient pas toutes la méme origine qui pourrait dépendre du tissu, mais aussi
du stade de développement. Au niveau de 1'intestin moyen, la lame basale serait un
produit des cellules épithéliales (WIGGLESWORTH, 1973). Nos observations sont en

accord avec ces conclusions. En effet, l'emplacement du dépdt venant s'ajouter 3

la lame basale souligne son origine épithéliale mésentérique. MARTOJA (1970) tient
d'ailleurs un raisonnement semblable 3 propos du matériel de la lame basale du canal

éjaculateur de Locusta migratoria.
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Les quelques données que nous possédons sur la genése de iames basales
chez les Insectes font toutes état d'un réticulum endoplasmique bien développé
(ASHHURST, 1964 et 1965 ; PIPA et WOOLEVER, 1965) et parfois de la présence de
dictyosomes actifs (MARTOJA et BASSOT, 1965 3 PIPA et WOOLEVER, 1965).

Dans le cas de 1'épaississement de la lame basale mésentérique qui

survient au cours de la métamorphose de la larve d' Aeshna cyanea trois types de

vésicules peuvent &tre observées au voisinage et 2u contact de la lame hasale :
des vésicules hérissées, de petites vésicules denses 3 membrane lisse et enfin des
saccules ou des vésicules dilatées du réticulum endoplasmique granulaire. En ce qui
concerne les vésicules hérissées de 1000 & de diamétre il est classiquement admis
(FRIEND et FARQUHAR, 1967 ;GARANT et NALBANDIAN, 1968) que leur rdle serait plutdt
de convoyer du matériel vers 1l'intérieur de la cellule que d'en exporter, méme si
les démonstrations faites par ces auteurs l'ont &té pour des vésicules situées au
pdle apical de la cellule. Pour ce qui est des vésicules dilatées du réticulum endo-
plasmique, leur présence au voisinage de la lame basale et la similitude du matériel
qu'elles contiennent avec celui du dépdt ajouté & la lame basale parle en faveur
d'un passage direct de matériel du réticulum en direction de la lame basale, processus
également admis par ASHHURST (1964, 1965).

I1 est cependant plus probable que l'origine du matériel ajouté i la
lame basale doive €tre recherché dans les petites vésicules denses qu'émettent les
dictyosomes. En effet, il n'est pas exceptionnel de constater la fusion de petites
vésicules denses avec la membrane plasmique basale, alors que nous n'avons jamais
observé de communication réticulum~membrane plasmique. De plus, la nature glycopro-
téinique de la lame basale voudrait que 1le constituant glucidique soit ajouté a la
partie proté&inique au niveau des dictyosomes, une des fonctions de 1'appareil de
Golgi étant d'associer les deux constituants des glycoproté&ines (revue par BEAMS
et KESSEL, 1968).

En conclusionynous pouvons dire que lors de la métamorphose mésentérique
il y a adjonction d'une couche de matériel fibrillaire 3 la lame basale. Ce d&pdt
supplémentaire est également observable chez certaines larves 4 métamorphose anticipée
- (voir chapitre V). Il demeure cependant un doute sur la nature des vésicules trans-
portant ce matériel de la cellule en direction de la membrane plasmique, bien que
les données morphologiques, mais aussi cytochimiques, soient en faveur d'un transport
assuré par les petites vé@sicules golgiennes. Nous pensons que l'adjonction d'un
dépot & la lame basale pourrait €tre en relation avec 1'élongation notable de 1'in-
testin moyen qui surviendra lors de 1'émergence.

]
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V - GENESE DES MICROVILLOSITES ‘ -

Les microvillosités augmentent la surface de contact entre 1'é&pith&lium
intestinal et la nourriture. Par ailleurs, chez les Vertébrés il a été démontré que
leur membrane renferme de nombreuses enzymes (CRANE, 1966 ; JOHNSON, 1966). Il n'est
donc pas surprenant que l'impoftance et la complexité fonctionnelles des microvillo-
sités intestinales des Vertébrés aient amené certains auteurs (OVERTON et SHOUP,

1964 ; OVERTON, 1965 ; BONNEVILLE et WEINSTOCK, 1970 ; VOLLRATH, 1971) & envisager
le probléme de leur genése. _

Chez les Insectes, seuls JEANTET (1969, 1971) et HECKER et coll. (1971)
avaient, avant notre &tude, signalé la présence de microvillosités a l'intérieur
d'espaces extracellulaires opaques sans approfondir toutefois leur mode de formationm.

Nous ne rappellerons ici que les résultats essentiels d'une &étude anté-
rieure (ANDRIES, 1972 a) réalisée i la fois chez des animaux sacrifiés en cours
d'intermue et chez des larves dont la métamorphose mésentérique &tait avancée.

Les observations montrent la relation &troite,existant entre la formation
d'une coiffe de maté@riel dense a l'apex de la cellule et la gen&se des microvillosités.

1) La coiffe

A 1'apex des cellules en voie de différenciation on note la présence de
nombreuses vésicules a matériel dense d'environ 0,2 | de diamétre (Pl. 21, fig. a
et b). Ces vésicules fusionnent entre elles et avec la membrane plasmique (Pl. 21,
fig. b et Pl. 22, fig. e) de fagon a dilater l'espace intercellulaire (Pl. 21, fig. c)
qui correspondra 3 la coiffe (Pl. 21, fig. a, d, e ; P1. 22, fig. d). De Eelles
vésicules sont d'ailleurs toujours visibles juste sous la coiffe dont elles possé&dent

la méme opacité aux électrons (Pl. 21, fig. e), mais il est aussi possible d'en

trouver au voisinage de 1l'appareil de Golgi (Pl. 21, fig. f),ce qui parlerait en
faveur d'une origine golgienne. A noter que de petites vé@sicules (0,05 |y de diamétre)
claires et parfois "hérissées'" peuvent &tre également observé@es d proximité de la
coiffe (Pl. 21, fig. d).

Le matériel de la coiffe est APS +, il se "colore" en microscopie &lec-
tronique par la technique de THIERY (1967) au thiosemicarbazide (72 h.)-protéinate
d'argent aprés oxydation péricdique ce qui laisse présager l'existence de glycopro-
téines.

Par contre, aprés "coloration'" par un mélange acide chromique-acide

phosphotungstique selon RAMBOURG (1967) (Pl. 22, fig. f), seules quelques zones de
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la coiffe, au voisinage des membranes des microvillosités et de la coiffe apparaissent
contrastées. Il est A4 noter que le marquage obtenu au niveau des vésicules denses se
limite également & un halo périphérique.

2) Les microvillosités

Les vésicules dont la fusion détermine la genése de la coiffe sont
entourées d'une membrane de 70 a 75 & de diamétre (Pl. 22, fig. e) d'aspect identique
3 celle qui recouvre les digitations cytoplasmiques dont semblent issues les micro-
villosités.,

Les critéres qui permettent d'affirmer que ces digitations correspondent
bien aux futures microvillosités sont : '

1 - le diamétre sensiblement constant (0,1 u) de ces digitatiéns qui
correspond a celui des microvillosités des cellules fonctionnelles.

2 - l'existence de faisceaux de filaments dans le cytoplasme apical et
au sein des digitations (P1l. 21, fig. d et e) tout comme dans les microvillosités.

A noter que des faisceaux de filaments semblent parfois venir s'attacher & la mem-
brane plasmique apicale avant la formation de la coiffe (P1l. 22, fig. c).

3 - 1'observation de coiffes "matures' intraépithéliales débarrassées

de leur matériel opaque, mais dont les microvillosités scnt recouvertes d'un '"cell

coat" (Pl. 22, fig. a et b).
DISCUSSION
I1 importe i présent‘de discuter nos propres résultats d la lumiére des

données bibliographiques et d'essayer de les interpréter.
graphiq y P

1) Réle des vésicules denses

Un des caractéres originaux de la gendse des microvillosit&s est sa
localisation intraépithéliale qui semble commune & la majorité des Insectes. Nous
avons vu que les coiffes & 1'intérieur desquelles se constituent les microvillosités
proviennent de la fusion des vésicules 3 matériel dense. Il est logique de penser
que ces vésicules ont le méme rSle que celles décrites par ROHLICH (1962) chez
Dugesia et par BONNEVILLE et WEINSTOCK (1970) chez Xenopus. Ainsi,le contenu des
vésicules denses formerait le matériel de la coiffesalors que leur membrane serait
d 1'origine de celle des microvillosités. ‘

S'il est vrai que les notions actuelles du mode d'assemblage des composés

membranaires entre eux restent trd@s hypothétiques (WINZLER, 1970), il a été bien
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établi que les membranes sont plastiques et qu'elles peuvent se rompre et fusionner
avec d'autres membranes comme c'est le cas dans la pinocytose, la phagocytose ou
1'expulsion d'un produit de sécrétion a la surface cellulaire (références dans
CHLAPOWSKI et NEALBAND, 1971). Le dernier cas envisagé, & savoir l'exocytose, le
plus proche de nos observations, nécessite 1'apposition des deux membranes puis la
formation d'une membrane 3 cinq et parfois 3 trois feuillets (PALADE et BRUNS, 1968 ;
KIM et coll., 1972 ; LAGUNOFF, 1973 ; PALADE, 1975 ; TANDLER et POULSEN, 1976).
Toutefois, lors de 1'exocytose,il y a, aprés la fusion des vésicules, ablation de
portions de membranes excé&dentaires qui sont réutilisées par la cellule (JAMIESON  ‘
et PALADE, 1967 a et b, 1971 ; AMSTERDAM et coll., 1969 ; MELDOLESIet COVA, 1971 ;
MELDOLESI, 1974). |

Dans des cellules non secrétrices, des membranes d'origine golgienne
semblent &galement participer 3 la formation de nouvelles membranes plasmiques
(WHALEY et MOLLENHAUER, 1963) ou étre incorporées dans des membranes plasmiques
préexistantes (HICKS, 1966 ; MASUR et coll., 1972). ‘

2) Role des filaments

Les filaments jouent-ils un rdle morphogénétique dans la genése des
microvillosités ? Aucun document ne nous permet d'affirmer que les filaments formant
1'axe des microvillosités sont responsables de 1'élongation des microvillosités,mais
il est remarquable de constater que ces filaments apparaissent précocement (Pl. 22,
fig. c) dans des zones oli la membrane plasmique apicale est plissée. Aussi semble~til
possible d'imaginer que les endroits ol ces filaments s'insérent sur la membrane
plasmique correspondent i l'emplacement des futures microvillosités, elles—m€mes
formées par adjonction de structures membranaires dérivant des vésicules denses.

Selon Van Der STARRE-Van Der MOLEN et coll. (1972) les faisceaux fila-
mentaires tirent leur origine des microtubules. Dans notre matériel il n'est pas
exceptionnel que des microtubules soient situ@s & proximité des faisceaux de filaments
(P1l. 21, fig. e).

3) Formation du "cell coat" des microvillosités

Un 'tell coat" recouvre l'apex et les faces latérales des microvillosités
lorsqu'elles sont libérées du matériel dense qui les englobait. On peut se demander
quand se constitue ce rev@tement particulier et quelle est son origine.

Il est admis que le "cell coat" se renouvelle & partir de vésicules
golgiennes (BERLIN, 1967 ; RAMBOURG et coll., 1969 ; BENNETT, 1970 ; BENNETT et

LEBLOND, 1970). D'aprés nos résultats, et a titre d'hypothé&se, nous pensons que
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deux types de vésicules peuvent &tre impliquées dans sa formation : les vésicules
denses 3 l'origine de la coiffe et les petites vésicules claires trouvées dans son
voisinage. Le role de petites vésicules 3 l'origine du "cell coat" a été suggéré
par FRIEND et FARQUHAR (1967) et par BENNETT et LEBLOND (1970). Dans le cas de notre
matériel, il semble que, vu la rareté des vésicules claires le '"cell coat' provienne
des vésicules denses dont la fusion a déterminé la genése de la coiffe. Une telle
interprétation rejoint celle proposée par MASUR et coll. (1972) dans leur &étude sur la
vBsicule biliaire du crapaud. Nous suggérons, en outre, que le "cell coat'" pourrait
exister dés les premiers stades de la constitution des microvillosité@s, encore masqué
par le maté@riel dense et faisant partie intégrante de la membraﬁe des vésicules.

I1 est 3 noter qu'une telle interprétation est en accord avec les résultatg

récents obtenus par MICHAELS et LEBLOND (1976) dans leur &tude sur le rGle des gra-

nules apicaux dans le remplacement du "cell coat" des cellules intestinales de souris.
CONCLUSION

Notre &tude de la gendse des microvillosités de 1l'intestin moyen chez
Aeshna cyanea nous a amené a4 proposer un schéma en quatre &tapes (figure 15). La
caractéristique principale de ce processus est qu'il s'accompagne de la formation
d'une coiffe de matériel dense aux électrons, de nature polysaccharidique,au sein
de laquelle s'organisent les microvillosités. Nous nous trouvons en présence d'un
mode de formation qui, s'il semble général chez les Insectes,est original dans le
régne animal. Si les modalités particuli&res & cette gendse sont acquises, certaines
questions n'ont toutefois pu recevoir de réponse satisfaisante. Il en est ainsi du.
r6le de la coiffe pour lequel deux hypothéses sont formulées.

lére hypothése : elle pourrait jouer le rdle d'un milieu protecteur,

favorable sinon 3 la gendse, du moins & la "maturation" des microvillosité&s, permettant
aux cellules se différenciant de devenir fonctionnelles d&s qu'elles ont atteint la
lumiére intestinale.

28me hypothése : elle pourrait favoriser le décollement de 1'&pithé&lium

devenant caduc lors de la métamorphose (JEANTET, 1971).

On est tenté de faire un rapprochement entre les vésicules denses pré-
sentes dans les cellules fonctionnelles et sensées 8tre des réservoirs d'enzymes
digestives (cf chapitre I, paragraphe III) et les vésicules a 1'origine de la coiffe :
méme taille, m@me opacité aux électrons, méme origine, méme "coloration" aprés la
méthode de RAMBOURG (1967), d'ol 1'idée qu'elles pourraient &tre identiques. S'il en
était ainsi, le matériel de la coiffe pourrait correspondre 3 des enzymes digestives
dont la présence expliquerait la digestion du tissu réticulé et de 1'épithélium

larvaire aprés leur rejet dans la lumidre intestinale. D'un autre cGté, les vésicules




denses qui fusionnent & 1l'apex des cellules fonctionnelles pourraient egalement

permettre le renouvellement du '

'cell coat"

garnissant les microvillosités.

Figure 15 : Représentation schéma-
tique de quatre étapes de la genése
de la coiffe et des microvillosités
au cours de l'intermue larvaire ;
les stades 1, 2, 3, correspondent

a des cellules en voie de différen-
ciation, le stade 4 & une cellule
fonctionnelle.

~ Etape 1 : des vésicules opaques
aux 8lectrons, d'origine golgienne,
fusionnent avec 1l'espace intercellu-
laire. Des faisceaux de filaments
apparaissent précocement dans 1l'axe
des futures microvillosités.

~ Etape 2 : la coiffe s'est étendue
a 1'apeﬁ de la cellule et renferme
le méme matériel que celui des vési-
cules denses qui lui ont donné '
naissance,

- Etape 3 : les microvillosité&s sont
libérées du matériel opaque aux
8lectrons et un "cell coat" les
recouvre. La membrane séparant la
coiffe de la cellule sus—jacente
s'est rompue, 3 sa place subsistent
des lambeaux membranaires.

- Etape 4 : cellule fonctionnelle
dont les microvillosité&s sont au

contact de la lumiére intestinale.
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CoNcLusION DU cCHAPITRE III

La différenciation d'une cellule de type embryonnaire en une cellule
fonctionnelle a polarité aussi marquée que 1'est une cellule mésentérique d'deshna
cyanea est un phénoméne complexe dont nous avons pu, grace 3 la microscopie élec-
tronique, suivre quelques étapes. Au cours de la formation de 1'épithélium imaginal
qui a servi de base & notre &tude nous pouvons schématiquement en discerner deux
principales.

Dans un premier temps, alors que du maté&riel ribonucléoprotéique passe du
noyau dans le cytoplasme, il y a division des mitochondries préexistantes, genése
de dictyosomes, augmentation de taille et &longation de la cellule, sans doute en
relation avec la multiplication du nombre des microtubules, tandis que les espaces
intercellulaires sont encore irréguliers.

Dans un second temps, la forme des cellules &tant acquise, il y a appa-
rition de microvillosités 3 1'apex cellulaire au sein d'une coiffe de nature gly-
coprotéinique. Alors que dans la région apicale, une jonction continue relie les
cellules entre elles, un labyrinthe basal s'est développé& au pSle opposé de la
cellule dont la lame basale a &t& renforcde par le dépatrd'une couche de matériel

fibrillaire.
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DEGENERESCENCE DES CELLULES MESENTERIQUES



_59_

La dégénérescence des cellules mésentériques, tout comme leur diffé-
renciation, est un ph&noméne continu qui peut &tre &tudié au cours de chaque intermue.
Toutefois, c'est au cours de la métamorphose que les phénoménes de d&générescence
sont le plus facilement observables, puisqu'ils concernent & la fois le tissu réti-
culé et 1'épithélium larvaire, destinés tous deux a &tre rejetés dans la lumiére
intestinale. _

Comme nous l'avons fait dans une mise au point r&cente (ANDRIES, 1976 c),
nous aborderons successivement les phénoménes de dégénérescence suivie du rejet de
cellules isolées, puis ceux qui affectent la totalité de-l%pithéliumet enfin le
processus de fragmentation de la lame basale qui précéde le rejet de 1'épithélium

larvaire et du tissu réticulé.

I - DEGENERESCENCE ET REJET CELLULAIRE ISOLE

1) Lors d'une intermue ldrvaire

En période d'intermue, il ést assez fréquent de constater le rejet d'une
cellule dans la lumiére intestinale. Le noyau de ces cellules comporte un petit
nucléole et des mottes chromatiniennes compactes'et périphériques (Pl. 23, fig. a).
Le cytoplasme s'éclaircit en méme temps que les microvillosités se boursouflent,
formant des expansions plus ou moins digitiformes qui se vésiculisent et finalement
se détachent de la membrane apicale ; les mitochondries prennent une forme poly-
morphe, parfois en haltdre,set leur matrice s'opacifie ; le réticulum granulaire
disparait, faisant place & des vésicules a4 membrane lisse. Le stade ultime (Pl. 23,
fig. a) est une cellule 3 fond cytoplasmique trés clair, dépourvue de microvillo-
sités, possédant des mitochondries polymorphes & contenu dense et des vésicules
de réticulum lisse. Il est remarquable de constater que ces cellules claires ne
renferment qu'un nombre trés restreint de formations lysosomiales.

Comme nous l'avons signalé précé&demment (chapitre I, paragraphe II), les
cellules mésentériques sont reliées dans leur partie apicale par une zonula continua
qui, lors d'un rejet cellulaire, doit &tre le siége d'un remaniement profond. En
outre, on peut parfois observer la rupture de la membrane apicale suivie de la
"libération" des organites cytoplasmiques dans la lumidre intestinale. La recherche
de la phosphatase acide au sein de 1‘espace intercellulaire (P1. 23, fig. b et c)
limitant une cellule en voie de rejet ou subsistant apré@s rejet d'une cellule
adjacente s'est avérée positive. Comme le prouvent les figures b et ¢ Pl. 23, ce

sont de petites vésicules riches en phosphatase acide, donc de nature lysosomiale ,




- 60 -

qui viennent fusionner avec les membranes plasmiques latérales. _

Cette localisation, quoique assez inhabituelle de la phosphatase acide
a cependant été décrite par différents auteurs(TS'Ao; 1970 ; De MAYER-CRIEL, 1971 ;
PASTEELS, 1971 ; LOCKE et coll., 1973). La présence de la phosphatase acide favo-
riserait donc le rejet des cellules 'usées", comme le suppose De MAYER-CRIEL (1971)
qui note, dans le cas de la glande coquillére d'Artemia salina, que l'activité
phosphatasique acide pourrait jouer un rdle dans le reldchement des jonctions inter-
cellulaires.

2) Lors de la métamorphose

Au cours de la métamorphose apparaissent, au sein du tissu réticulé et
~au voisinage de 1'épithélium imaginal, des formations intracellulaires renfermant
des masses plus ou moins sphériques de matériel dense souvent entourées de deux
membranes (Pl. 24, fig. b).

L'étude de leur contenu cytoplasmique et des dérivés nucléaires qu'elles
renferment va nous permettre d'interpréter ces formations intracellulaires comme
des hétérophagosomes,

a) Structure des hétérophagosomes

De l'observation des constituants cytoplasmiques ressortent deux
points essentiels, 3 savoir, leur richesse en ribosomes (Pl. 24, fig. b et d) et
leur pauvreté en phosphatase acide (P1. 26, fig. b). Les mitochondries sont de
petite taille, les dictyosomes (Pl. 24, fig. d) réduits & des saccules lisses souvent
associés par paires et parfois en boucles fermées, les microtubules groupés en
faisceaux, alors que le réticulum endoplasmique forme des lames et plus souvent des
boucles qui peuvent entourer des masses denses, des ribosomes et des vésicules
ergastoplasmidues dilatées et renfermant un matériel protéique (Pl. 26, fig. c).

La plupart des masses denses présentes dans les hétérophagosomes corres—
pondent 3 des mottes chromatiniennes, comme l'ont démontré la coloration régressive
a4 1'"E.D.T.A. selon la méthode de BERNHARD (1969) (Pl. 25, fig. a) et la technique
de MOYNE (1973). L'enveloppe ne porte de ribosomes que sur sa face externe (Pl. 24,
fig. ¢). Des spécialisations de 1l'enveloppe, mimant des pores nucléaires peuvent
étre observées particuliérement lorsque 1'enveloppe est doublée extérieurement par
une boucle de réticulum endoplasmique granulaire (Pl. 25, fig. b). Il s'agirait,
dans ce cas, de spécialisations rappelant les lamelles annelées.

Comme ces dérivés nucléaires n'incorporent pas l'uridine 3H (Pl. 25,

fig. ¢) ils correspondent sans doute d une forme de dégénérescence nucléaire.
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Ces formations intracellulaires poss&dent donc tous les organites d'une
cellule, bien que parfois sous une forme altérée. Leur position au sein d'une autre
cellule, leur grande taille et leur richesse en dérivés nuéléaires nous améne 3 les
considérer comme des cellules ou des portions cellulaires ingérées par d'autres. Par
leurs caractéristiques (fragmentation et condensation nucl@aires et cytoplasmiques)
et leur évolution (densification et homogénéisation du fond hyaloplasmique sans
participation de lysosomes) elles sont assimilables aux corps apoptotiques décrits
par KERR et coll. (1972) et non,comme le suppose JEANTET (1971), & des vacuoles
autophagiques. Elles méritent donc la dénomination d'h&térophagosomes.

b) Origine des hétérophagosomes

On peut admettre que les hétérophagosomes présents au sein du tissu
réticulé proviennent de cellules de 1l'épith&lium imaginal ou de cellules issues des
nids de régénération dont le noyau et le cytoplasme se sont condensé et fragmenté.
Certaines cellules du voisinage, aprés phagocytose de ces débris, ont acquis les
caractéristiques du tissu réticuld auquel elles vont se méler. Ces cellules, qui
n'ont probablement aucune activité& lytique 3 1'égard des éléments séquestrés ne
jouent qu'un simple rdle d'isolement et de transport des cellules altérées.

Une telle interprétation s'applique également 3 des cellules de régé-
nération au sein desquelles il est parfois possible d'observer des vacuoles de
grande taille (Pl. 24, fig. a) qui dépriment le ncyau de la cellule. Ces vacuoles
renferment essentiellement, en dehors de quelques "résidus' cytoplasmiques plusieurs
masses denses entourées chacune d'une enveloppe (Pl. 24, fig. a) qui vraisembla-
blement dérivent d'un noyau pycnotique. Notons & ce propos, que, dés 1942, WIGGLES-—
WORTH signalait 1'existence, au sein ces cellules &pidermiques de Rhodnius prolizus
de "gouttelettes chromatiques' résultant de la dissolution de noyaux pycnotiques.

Signalons enfin que lorsque 1'épithélium imaginal est constitué&, il est

possible d'observer quelques fragments nucléaires (Pl. 26, fig. d) dans des cellules
dépourvues de microvillosités et a noyau pycnotique, faisant extrusion & la surface
de 1'épithélium imaginal. Ces cellules pourraient, quant 3 elles, une fois rejetées,
s'immiscer aux cellules du tissu réticuld qui les surmontent sans étre toutefois

phagocytées par elles.
CONCLUSION

La présence de corps apoptotiques au moment de la réalisation du tissu

réticulé et de 1'épithélium imaginal n'est gudre surprenante puisqu'elle survient
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d un moment ol les phénoménes de prolifération cellulaire ont &té intenses.
Comme le notent KERR et coll. (1972) 1'apoptosis et la mitose sont des processus

complémentaires et opposés assurant la régulation des populations cellulaires.

Il - DEGENERESCENCE DE L'EPITHELIUM LARVAIRE ET DU TiSSU RETICULE

Quoique les mécanismes responsables de la "mort cellulaire programmée'l,
selon 1'expression de LOCKSHIN et WILLIAMS (1965), soient encore mal connus, il
parait vraisemblable que le point de départ de ce processus doive &tre recherché
au niveau nucléaire (WEBSTER et GROSS, 1970), la dégradation de 1'ADN étant conco-
mitante sinon antérieure 3 la mort cellulaire (WILLIAMS et coll., 1974).

L'étude de la dégénérescence des cellules mésentériques vue sous l'angle
de 1'évolution nucléaire,puis dans sés répercussions sur les organites cytoplasmiques
a fourni des données préalables (ANDRIES, 1972 b) qui ont &été reprises ultérieurement
d'une maniére plus détaillée (ANDRIES, 1975 a).

1) Evolution nucléaire

a) Dans le tissu réticulé

Peu avant le début de la métamorphose mésentérique, les cellules

les plus superficielles des nids de régénération ont une forme arquée ; il est
trés vraisemblable qu'il s'agit des cellules qui sont & l'origine du tissu réticulé.

En début de différenciation, alors que le tissu réticulé est présent sous
forme de calottes a& 1'apex des nids de régénération (Pl. 27, fig. a), les noyaux
gardent une structure encore voisine de celle des cellules indifférenciées, bien
qu'ils soient désormais indentés.

En cours de métamorphose, le tissu réticulé forme un anneau entre les

épithéliums larvaire et imaginal (Pl. 27, fig. b). On assiste alors & un &claircisse-

ment progressif du fond nucléoplasmique (Pl. 28, fig. a), en méme temps qu'y appa-—
raissent des granules denses au contour non tranché atteignant jusqu'ad 0,2 u de
diamétre (Pl. 27, fig. h). Le nucléole apparalt condensé et de nature essentiellement
fibrillaire, les mottes chromatiniennes, elles aussi condensées, sont plaquées contre
1'enveloppe nucléaire (Pl. 28, fig. a), bien qu'elles soient encore Feulgen positives.
Peu avant le rejet du tissu réticulé dans la lumiére intestinale, en
raison de la régression et parfois de la quasi-disparition de la trame interchroma-

tinienne, le nucléoplasme apparalt virtuellement vide. Seuls y subsistent de nombreux
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granules denses.

b) Dans 1l'épithélium larvaire

Peu avant le rejet de 1'épith&lium larvaire dans la lumiére intes-—
tinale, les mottes chromatiniennes, de taille réduite, sont accolées & 1'enveloppe
nucléaire et au nucléole (PL. 27, fig. g). Sur le fond nucléoplasmique &clairci
ressortent, outre le nucléole compact et les mottes chromatiniennes citées, des
plages denses de nature chromatinienne (Pl. 27, fig. d et e) au sein ou 3 la péri-
phérie desquelles on peut observer des granules ayant sensiblement 300 & de dia-
métre.

En résumé,on peut dire que la dégénérescence nucléaire des cellules du
tissu réticulé et de 1'épithélium larvaire se manifeste par :

1 - la petite taille des nucléoles gssenﬁiellement fibriilaires‘dévenuéi
compacts et denses.: |

2 - la condensation des mottes chromatiniennes et leur localisation contre
1l'enveloppe nucléaire. Dans les cellules &pithéliales larvaires, elles entourent
fréquemment le nucléole,

3 - l'apparition au sein du nucléoplasme de sphérules de matériel dense
dont la périphérie est fréquemment garnie de granules. De tels granules sont éga-
lement observables au sein de plages chromatiniennes. Corrélativement, 1l'espace
interchromatinien est démasqué, bien que cela soit moins net dans les cellules de
1'épithélium larvaire.

Tous ces critéres semblent indiquer que 1'é&volution des noyaux du tissu
réticulé et de l'é@pithélium larvaire peut €tre assimilée a un début de caryolyse,
ainsi que TRUMP et coll. (1965 b) le signalent chez la souris.

2) Evolution des organites cytoplasmiques

a) Au niveau du tissu réticulé

Vu le caractdre éphémére du tissu réticulé, il nous a paru préfé-
rable de passer en revue ici toute l'&volution des cellules qui le constituent,
depuis le moment ol elles sont reconnaissables jusqu'id ce qu'elles entrent en dégé-
nérescence.

Le premier critére qui permet de distinguer les cellules qui vont former
le tissu réticulé est, outre leur position & 1'apex des nids de régénération, 1'appa-
rition de vacuoles (Pl. 28, fig. c) de grande taille ayant fréquemment une position
juxtanucléaire. Ces vacuoles, parfois en continuité avec des saccules du réticulum

endoplasmique (Pl. 28, fig. d), sont fréquemment en relation avec des globules
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lipidiques (P1l. 28, fig. c) qui sont tr&s abondants dans les premiers jours de la
formation du tissu réticulé, comme 1l'a confirméela coloration au noir Soudan B sur
coupes 4 congélation.

En début de différenciation, le nombre des organites cytoplasmiques
reste modéré : mitochondries de petite taille, saccules ergastoplasmiques peu abon-
dants, dictyosomes peu nombreux. Le nombre de ribosomes est important et, accessoi-
rement, nous pouvons trouver des corps multivésiculaires, des formations autopha-
giques et des corps denses. Enfin des microtubules sont épars dans le cytoplasme.

En cours de métamorphose le fond hyaloplasmique a tendance 3 s'&claircir
du fait de la régression du nombre des ribosomes (Pl. 28, fig. d). Nous n'assistons
pas, comme c'est le cas pour les futures cellules mésentériques imaginalés, a une
multiplication intense des organites cellulaires.

En fin de métamorphose, peu avant son rejet dans la lumidre intestinale,
le tissu réticulé présente en microscopie optique, un aspect hyalin. En microscopie
électronique, il subsiste, sur un fond généralement clair, de rares ribosomes sou-
vent adhérents aux membranes du réticulum endoplasmique, quelques mitochondries,
des microtubules et des petites vésicules. Le Golgi a disparu et le réticulum endo-
plasmique est fréquemment dilaté, de méme que le sont les crétes mitochondriales.

b) Au niveau de 1'épithélium larvaire

Nous rapporterons ici l'aspect des organites en fin de métamorphose,
peu avant le rejet de 1'épithélium larvaire dans la lumiére intestinale.

. Les mitochondries sont caract@ris@es par une diversité de

structure et un polymorphisme remarquables. Trés généralement, elles sont de grande
taille et présentent des cré@tes dilatées et,plus accessoirement,des zones de matériel
dense au sein de la matrice mitochondriale (Pl. 29; fig. b) dont l'opacité@ aux élec-
tronsy,généralement modéréeypeut devenir sensiblement nulle. Exceptionnellément des
inclusions de type filamentaire ont pu &tre discernées & 1'intérieur de la matrice
mitochondriale (P1l. 29, fig. c).

. Les dictyosomes semblent avoir disparu au moment du rejet
de 1'épithélium larvaire dans la lumidre intestinale.

. Le réticulum endoplasmique est encore bien développé,

contrairement au Golgi, mais sa forme différe de cellule & cellule. D'une fagon
générale il a tendance & se vésiculiser (P1l. 28, fig. e).

. Les formations autophagiques et les vésicules denses sont!rr

partibuliéfément nombreuses dans 1'épithélium larvaire (P1l. 28,fig.b)Les formations
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autophagiques sont des corps sphériques ou ovales atteignant 2 U de diamétre et
entourés d'une seule membrane (cytosomes de la nomenclature d'ERICSSON et coll.,
1965). Il est fréquent d'observer (Pl. 29, fig. d) des lames ergastoplasmiques en
forme d'arc situdes presque bout 3 bout et portant des ribosomes presque exclusi-
vement sur leur face externe. Il est vraisemblable que les portions cytoplasmiques
ainsi délimitées sont & l'origine des vacuoles autophagiques.

Les vésicules denses atteignant 0,5 U de diam@tre sont délimitées par
une membrane généralement plissotée et renferment un matériel plus ou moins gra-—
nuleux.

. Les espaces intercellulaires sont fréquemment dilatés et

remplis d'un matériel granuleux (Pl. 28, fig. f).

. Les microvillosités ont généralement disparu de la surface

apicale (Pl. 29, fig. a).
3) Etude autoradiographique
L'intensité des synth&ses d'ARN ou de protéines mises respectivement en
évidence par incorporation d'uridine 3 H (2 h. de temps d'incorporation) et de
leucine 3 H(3 h. de temps d'incorporation) illustre parfaitement les processus de
mort cellulaires.

a) Incorporation d'uridine 3 H

En début de métamorphoseyalors que 1'épithélium imaginal n'est pas
constitué et que le tissu réticulé commence 3 se différencieryles sytnhéses sont
nettes dans les noyaux des cellules de ré&génération & l'origine de l'épithélium
imaginal. Cependant, ce sont les noyaux des quelques cellules en voie de différen-
ciation larvaire et ceux des futures cellules du tissu réticulé qui sont les plus
abondamment marqués (Pl. 27, fig. c). Par contreyles noyaux des cellules épithéliales
larvaires (Pl. 27, fig. c) n'incorporent plus l'uridine 3 H.

En cours de métaﬁorphoée. le marquage subsiste au niveau des futures
cellules imaginales et de celles du tissu réticulé, bien qu'il y soit plus modéré.
En fin de métamorphose, peu avant le rejet de 1'épithélium larvaire et
du tissu réticulé dans la lumiére intestinale, aucune synth&se n'est plus décelable
dans les noyaux du tissu réticulé (Pl. 27, fig. £f) ni dans ceux de 1'épithé&lium
larvaire ; seuls les noyaux de 1'épithélium imaginal incorporent encore 1'uridine
3 H (P1. 27, fig. f).

b) Incorporation de leucine 3 H

L'évolution de 1'incorporation de leucine 3 H est calquée sur celle

d'uridine 3 H. Au sein de 1'épithélium imaginal le marquage reste intense tout au
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long de la différenciation cellulaire. Au niveau du tissu réticulé et de 1'épi-
thélium larvaire l'incorporation régresse au cours de laiqétamoy?hose et devient
sensiblement nulle peu avant leur rejet dans la lumiére intestinaie.

En général, les cellules d'un tissu qui incorporent & un moment donné
la leucine 3 H, incorporent &galement l'uridine 3 “H avec une intensité relative
sensiblement égale. La seule différence notable concerne 1'épithélium larvaire,
dont les synthé&ses ribonucléoprotéiques sont nulles ou tr&s faibles en début et

en cours de métamorphose, alors que les synthéses protéiques y sont encore intenses.
DISCUSSION

1) Altération des organites cytoplasmiques

La vacuolisation du réticulum endoplasmique a été interprétée comme une
des manifestations caract@ristiques du processus de mort cellulaire (TRUMP et coll.,
1962 ; HELMINEN et ERICSSON, 1968 ; HOURDRY, 1969). Mais la dilatation du réticulum
endoplasmique est-elle une conséquence de la dégénérescence nucléaire ? Si nous
nous référons aux travaux de FLICKINGER (1968 a), nous pouvons admettre que le
noyau a pour role de maintenir la forme du réticulum endoplasmique. Cette hypothése
permettrait d'expliquer les dilatations du réticulum endoplasmique observables en
cours et en fin de métamorphose, 3 la fois dans les cellules du tissu réticulé et
dans 1'épithélium larvaire. Par contre, il ne semble pas que l'on puisse éxpliquer
de cette maniére la formation des grandes vacuoles apparues tout au début de la
différenciation du tissu réticuléd, alors qu'ad ce moment celui-ci ne présente encore
aucun signe de dégénérescence nucléaire. Dans ces conditions il paralt plausible
d'attribuer & de telles vacuoles un rdle particulier en relation avec la formation
des globules lipidiques, auxquels elles sont &troitement apposées.

Les résultats des expériences d'énucléation cellulaire de FLICKINGER
(1968 a et b) permettraient €galement d'interpréter la diminution de la teneur en
ribosomes et 1'involution de 1'appareil de Golgi.

En ce qui concerne les altérations mitochondriales, nos observations
(dilatation des crétes, augmentation de taille, accumulation de matériel dense au
sein de la matrice) rappellent celles de TRUMP et coll. (1965 a) dans l'é@tude d'une
nécrose expérimentale et celles plus récentes de FLICKINGER (1973) et de Mc GILL
et coll. (1973) a la suite de l'adjonction d'un inhibiteur des synthéses mitochon-
driales, le bromure d'@thidium, 3 leur milieu de culture. Nos résultats pourrailent

donc s'expliquer par une inhibition des synthéses mitochondriales.
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Quant aux inclusions filamentaires elles sont trés probablement 1'illus-
tration d'un processus de dégénérescence mitochondriale (références dans YAMAMOTO
et coll., 1969).

2) Genése des formations autophagiques

L'apparition de formations autophagiques est une des caractéristiques
essentielles de la dégénérescence de 1'épith&lium mésentérique larvaire d'deshna
cyanea. Ce méme phénoméne &tudié chez Sarcophaga bullata s'accompagne de 1'appari-
tion de nombreux corps denses correspondant a4 des lysosomes (MISCH, 1963, 1965)
et serait (RADFORD et MISCH, 1971) sous contrdle de 1l'ecdysone. Cependant nous
n'avons pu observer, aprés injection d'o-ou de B ecdysone en début de dernier stade
larvaire (chapitre V), une augmentation notable du nombre des vacuoles aﬁtophagiques
dans 1'&pithélium larvaire, alors que l'épithélium imaginal a fait son apparition
sous l'effet de 1'hormone injectée. Des facteurs, autres qu'hormonaux, seraient
donc responsables de la gendse des vacuoles autophagiques. Celle-ci pourrait &tre
la conséquence de 1'anoxie des cellules de 1'épithélium larvaire qui, & la suite
de la mise en place de 1'épithélium imaginal, ne sont plus alimentées en substances

“

nutritives et en 0,, une telle relation ayant déja été démontrée (références dans

ERICSSON, 1969).

2’

CONCLUSION

I1 ressort de notre &tude sur 1'é&volution de 1'épithélium larvaire et
du tissu réticulé au cours de la métamorphose que le noyau joue un r6le prépondérant
lors de la dégénérescence cellulaire de ces formations. Que ce soient la vacuoli-
sation du réticulum endoplasmique, la disparition des dictyosomes ou la diminution
du nombre des ribosomes, toutes ces manifestations de la mort cellulaire peuvent
étre expliquées par l'arrét des synthéses nucléaires faisant suite 3 1'inactivation
du noyau ; par ailleurs, les altérations du chondriome peuvent €tre expliquées par
un arrét des synth@ses mitochondriales, alors que l'augmentation du nombre de vacuo-—
les autophagiques (dans 1'épithélium larvaire) serait une conséquence de 1l'anoxie
des cellules. Enfin,il se pourrait que la caryolyse nucléaire, responsable des
altérations cytoplasmiques que nous avons décrites, soit elle-méme le résultat d'un
arr@t de 1l'oxygénation des cellules du tissu réticuléd et de 1'épithélium larvaire
qui surviendrait au moment de la gen&se de 1'épithélium imaginal. SELIGMAN et coll.
(1975) ont suggéré une hypothé&se semblable concernant la mort des cellules hypo-

dermiques alaires de Diptéres.
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II] - FRAGMENTATION DE LA LAME BASALE ET REJET DE L'EPITHELIUM
LARVAIRE ET DU TISSU RETICULE

Ce processus ne peut &tre compris que si l'on examine attentivement la
région basale des cellules du tissu réticulé et de 1'épithélium larvaire dont
1'aspect change en fonction des étapes de la mise en place de 1'épithélium imaginal.

1) Avant la gendse de 1'@pithélium imaginal

Les cellules épith&liales larvaires, comme les cellules du tissu réticulé,
s'insérent sur la lame basale. Au l4e jour de 1'intermue,considéré comme le début
de la métamorphose, les '"pieds" rétrécis des cellules &pithéliales larvaires et des
cellules du tissu réticulé sont enserrés entre les volumineux nids de régénération
(P1l. 30, fig. a). A ce stade, seuls subsistent, dans les fines travées cytoplasmiques,
quelques saccules ergastoplasmiques ou mitochondries et de nombreux microtubules ;
parfois un globule lipidique ou un corps multivésiculaire dilate & ce niveau le
"pied" cellulaire.

De la phosphatase acide est pré@sente au niveau de certains espaces inter-
cellulaires (Pl. 30; fig. b). |

2) Au moment de la gendse de 1'épith&lium imaginal

L'examen des régions sus~jacentes 3 la lame basale permet de constater :

1 - la rupture des membranes plasmiques en divers endroits ;

2 - la présence, au sein ducytoplasme, de fragments de lame basale
(P1. 30, fig. c et Pl. 31, fig. a et b) provenant du "bourgeonnement' de celle-ci
(P1. 30, fig. c). Les membranes plasmiques restent au contact de ces lambeaux de
lame basale (Pl. 31, fig. b), tant que ceux-ci ne sont pas encore trop d&sorga-
nisés. Il semble d'ailleurs que cette désorganisation puisse €tre l'@ uvre de la
phosphatase acide dont on décé&le la présence au sein de 'vacuoles" de grande taille
(P1. 31, fig. a) qui pourraient dériver de la lame basale. La phosphatase n'apparait
cependant au niveau des lambeaux de lame basale qu'apr@s la fragmentation de celle-
ci.

3) Aprés la gendse de 1'épithélium imaginal

Seules les futures cellules imaginales sont au contact de la lame basale.
Celle-ci, cependant, n'a pas une 8paisseur constante (Pl. 31, fig. c), puisqu'en
certains points, les cellules imaginales sont inséré@es uniquement sur la mince
couche fibrillaire (adjointe au cours de la métamorphose) qui les sépare des tra-

chéoles. C'est toujours au sommet des replis que la lame basale dessine que la
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fragmentation a lieu, 13 ol précisément les cellules larvaires s'inséraient entre
les gros nids de régénération.

I1 est hasardeux de se prononcer sur le mécanisme responsable de la
fragmentation partielle de la lame basale. Peut-€tre ne faut—-il y voir qu'un effet
mécanique di 3 la multiplication des cellules de régénération et surtout i leur
différenciation en cellules imaginales, celle-ci s'accompagnant d'une nette augmen-—
tation de volume et tendant ainsi a rejeter les cellules larvaires et celles du

tissu réticulé dans la lumiére intestinale.
CONCLUSION

La fragmentation de la lame basale permettant le rejet de 1'é&pithélium
larvaire et du tissu réticulé dans la lumiére intestinale est un phénoméne surprenant.
Nous pensions que la déconnexion des cellules épithéliales larvaires et des cellules
du tissu réticulé s'opérait par l'intermédiaire de la seule phosphatase acide pré-
sente dans les espaces intercellulaires, d'autant que ce mécanisme semble responsable
du rejet isolé de certaines cellules épithéliales larvaires dans la lumiére du tube
digestif. Si la présence de phosphatase acide a pu, effectivement, €tre démontrée
au sein des espaces intercellulaires de la région basale, il n'en demeure pas moins
que le rejet de 1'épithé&lium larvaire et du tissu réticulé nécessite la rupture et

la fragmentation partielle de la lame basale.

CONCLUSION DU CHAPITRE 1V

Les phénomeénes de différenciation et de dégénérescence qui se d&roulent
lors de la métamorphose selon la chronologie indiquée ci-dessous se suivent de
trés prés et se chevauchent méme :

. lde jour de l'intermue : - apparition des premiéres cellules du tissu
réticulé sous forme de calottes d@ 1l'apex des nids de régénération 3

- arrét de l'alimentation.

. 17e jour de l'intermue : — genése de 1'épithé&lium imaginal dont les
cellules alignées parallélement les unes aux autres forment un anneau complet ;

- perte de l'adhérence du tissu réticulé (qui
s'étend en forme d'anneau entre les épithéliums larvaire et imaginal) et de 1'épi-
thélium larvaire par rapport & la lame basale.

. 19¢ jour de 1'intermue : - début de la genése des microvillosités a

1'apex des cellules imaginales ;
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- début de la dégénérescence des cellules du
tissu réticulé et de l'épithé&lium larvaire.

. 2le jour de l'intermue : - épithé&lium imaginal constitué ;

- dégénérescence et rejet des cellules du tissu
4réticulé et de 1'épithélium larvaire dans la lumidre intestinale.

La quasi-simultanéité de certains de ces processus nous a amené 3 recher-
cher la relation existant entre la genése de 1'épithélium imaginal et la dégénéres-
cence de 1'épithélium larvaire et du tissu réticulé. Nous pouvons remarquer, en
premier lieu, que la dégénérescence de ces épithéliums survient peu avant leur rejet
dans la lumidre intestinale, une fois que 1'&pithélium imaginal est différencié sous
forme d'un anneau complet. Durant quelques jours, les cellules du tissu réticulé et
de 1'épithélium larvaire ne se trouvent plus insérées sur la lame basale et, par
conséquent, n'ont plus de contact avec 1'hémolymphe, seule source des métabolites
et de 1'02 nécessaires & la vie des cellules. |

' En définitive, la différenciation de 1'&pith&lium imaginal dont on
verra plus loin (chapitre V) le déterminisme hormonal est donc responsable :

1 - de fagon directe, de la perte d'insertion des cellules du tissu
réticulé et des cellules larvaires sur la lame basale ;

2 - de facgon indirecte, de leur dégénérescence,

La figure 16 illustre les modalités de la dégénérescence de l'épithélium
larvaire et du tissu réticulé,ainsi que les liens existant entre ce phénoméne et la
genése de 1'épithélium imaginal.

La métamorphose mésentérique des Odonates différe de celle des autres
Hétérométaboles par la formation d'un épithélium transitoire, le tissu réticulé.
Celui-ci est caractérisé par 1'absence de microvillosités et par une multiplication
trés modérée (ou méme inexistante) des organites cytoplasmiques : il a donc les
caractéristiques d'un &pithélium abortif. Les Odonates ne sont pas les seuls
Insectes @ présenter un tel &pithélium qui a &galement &té décrit chez les Diptéres
(PEREZ, 1910) comme un épithé&lium nymphal abortif. Avec STRAUB (1943), nous pouvons
conclure qu'il en est de méme chez les Odonates dont le comportement larvaire durant
la phase principale de la métamorphose (qui s'é@tend du début du jeline 3 1'émergence)

est de type nymphal (figure 16).
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CONTROLE HORMONAL DE LA METAMORPHOSE MESENTERIQUE
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Les cellules de régénération de l'intestin moyen font preuve, au cours
du développement post embryonnaire, d'une activité mitotique et différenciatrice
incessante. Dans les heures qui suivent l'exuviation de la larve, les cellules de
régénération se divisent en plus grand nombre, leur différenciation augmentant le
nombre de cellules fonctionnelles, ce qui permet un allongement du mésentéron.
Durant 1'intermue de nombreuses cellules fonctionnelles vont ensuite &tre progressi-
vement éliminées et remplacées par d'autres cellules issues des nids de régéné-
ration dans lesquels les mitoses peuvent &tre plus ou moins abondantes (elles sont
relativement nombreuses, par exemple, 3 la suite de la prise dé nourriture).

S'il est difficile de déterminer la part exacte des facteurs qui inter-
viennent lors de la prolifération et de la différenciation cellulaires au cours
d'une intermue larvaire banale, il en va différemment au dernier stade larvaire,
caractérisé par la métamorphose. Dans ce cas les phénoménes de prolifération et
de différenciation prennent une telle ampleur qu'ils s'étalent sur plusieurs jours
et intéressent la quasi-totalité des éellules de régénération. La différenciation
de trois types d'épithéliums A partir de cellules de méme origine rend possible
une &tude expérimentale qui doit permettre de tifer des conclusions sur le déter-—
minisme de la métamorphose mésentérique. En d'autres termes, une telle &tude doit
nous renseigner sur le déterminisme des phénoménes de prolifération, de différen-
ciation et de dégénérescence cellulaire dans 1l'intestin moyen, au cours de la
métamorphose. En effet, les ph&noménes suivants se succédent au dernier stade
larvaire (figure 1) :

- une augmentation tré&s importante du nombre de cellules de régénération
qui va de 300 3 500 cellules par coupe transversale jusqu'a prés de 3000.

- la différenciation du tissu réticulé

- la différenciation de 1'épithélium imaginal

- la dégénérescence, puis le rejet en bloc de 1'épithélium larvaire et
du tissu réticulé.

Ces différentes manifestations de la métamorphose mésentérique ne se
présentant qu'au cours de la derniére intermue, il semble &vident qu'elles sont
en relation avec le contexte hormonal propre d cette &tape du développement.

Pour tenter d'é@lucider le déterminisme de ces phénoménes nous avons
cherché 3 perturber le taux des hormones impliquées dans la métamorphose, 1'hormone
juvénile et 1'ecdysone. Nous avions 3 notre disposition un mimétique de 1'hormomne
juvénile, 1'éther méthylique de farnesol (E.M.F.), don des laboratoires HOFFMANN-

LAROCHE, de 1'o-ecdysone des mémes laboratoires et des laboratoires SIEMES et enfin




_73_

de la B-ecdysone de MANN Research Laboratories. Toutefois, avant d'aborder
les résultats obtenus par l'injection de ces hormones il &tait important de
connaltre le taux des hormones endogénes au cours de la derniére intermue.

1) Taux des hormones au cours du dernier stade larvaire

a) Hormone juvénile

Aucun travail n'a été fait chez Aeshmna cyanea pour déterminer le
taux d'hormone juvénile présent au cours du dernier stade. Il n'en demeure pas
moins qu'il est évident que ce taux diminue nettement en tout début d'intermue
pour devenir sensiblement nul pendant la majeure partie du stade.

b) Ecdysones (o + B)

Grdce 3 1l'emploi du test Calliphora,SCHALLER et HOFFMANN (1973) ont

montré l'existence d'un pic d'activité lié 3 1l'ecdysone qui se situe au dernier tiers
de l'intermue d'deshna cyanea. -

La récente mise au point de techniques de dosage (dosages radioimmuno-
logiques ou méthode de couplage chromatographie en phase gazeuse-fragmentométrie
de masse) plus sensibles et plus spécifiques que le test Calliphora ont démontré
la présence de deux pics d'ecdysone chez des Insectes holo-ou hét&rométaboles
(Pieris brassicae : LAFONT et coll., 1974 ; Locusta migratoria : BOUTHIER et coll.,
1975 ; Tenebrio molitor : DELBECQUE et coll., 1975 ; Manduca sexta : TRUMAN et
RIDDIFORD, 1974 ; BOLLENBACHER et coll., 1975), le premier pic étant moins élevé
que le second.

Si le pic hormonal présent au dernier tiers de l'intermue d'deshna cyanea
paralt certain, les résultats négatifs obtenus durant les 2 premiers tiers de
1'intermue doivent €tre interprétés avec beaucoup de prudence.

2) Principe de la manipulation

Il s'agit d'injecter lat&ro-dorsalement entre lefe et le 5Se tergite et
a différents moments qui suivent la derniére ecdysis larvaire soit :

- une solution de 10ul d'E.M.F. dans de 1'huile de tournesol 3 une
concentration variant de 0,5 3 10 7. L'E.M.F. employé, bien que n'étant qu'un
mimétique de 1'hormone juvénile en a les propriétés (KRISHNAKUMARAN et SCHNEIDERMAN,
1963, 1965 ; SCHNEIDERMAN et coll., 1965 ; SCHALLER et DEFOSSEZ, 1974). Notons
aussi que le fait de diluer 1'E.M.F. dans l1'huile garantit son efficacité (GILBERT
et SCHNEIDERMAN; 1960 ; WIGGLESWORTH, 1963, 1969 a et b). o

- une dose de 10 & 80yg de B-ecdysone. La solution de basé d'a—-ecdysone
est de 0,2 ou 1 mg par ml de solution d'éthanol 3 10 %, celle de B~ecdysone de

0,5 ou de 1 mg par ml de la méme solution.
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Les animaux ont é&té sacrifiés dans les 24 heures qui suivent la
coloration des griffes, ceci pour plusieurs raisons :

1 - chez les témoins la coloration des griffes apparait au 1l7e jour
de 1'intermue, au moment ol s'&difie 1'@pithélium imaginal. Nous avons admis que
ce critére de morphologie externe, facile & observer, apparalt avec le méme synchro-
nisme chez les expérimentés.

2 - il a été impossible de maintenir en '"survie" les animaux injectés
de B~ecdysone au deld de 24 heures aprés la sclérification des-griffes. Par contre,
des animaux injectés des mémes doses d'a-ecdysone ont pu €tre sacrifiés plus tardi-
vement.

Par ailleurs, les larves d'deshna cyanea se pré@tent assez aisément a

1'ablation de leurs glandes ventrales ou glandes de mue (DEROUX-STRALLA, 1948

SCHALLER, 1960.) supposées, par comparaison avec d'autres Insectes, €tre la source
de 1'o~ecdysone (CHINO et coll., 1974 ; KING et coll., 1974 ; BORST et ENGELMAN,
1974 ; HOFFMANN et coll., 1975 ; BOLLENBACHER et coll., 1976) ; la sécrétion de
1'a~ecdysone étant elle méme, par 1l'intermédiaire de 1'AMP cyclique (VEDECKIS et
coll., 1976), sous le contrdle de 1'hormone prothoracotrope des cellules neuro-
sécrétrices du cerveau. Les larves permanentes obtenues apr@s ablation des glandes
ventrales nous ont permis d'étudier le rOle de celles-ci dans la métamorphose
mésentérique et surtout de constater l'effet d'injections isolées d'a- (10 ou 60ug)

ou de B-ecdysone (0,1, 1, 10 et 100ug).

I - ROLE DE L'HORMONE JUVENILE : EFFET DE L'INJECTION DE L'E.M.F,

Le contrdle hormonal de la métamorphose mésentérique d'Aeshna cyanea a
fait 1'objet d'une publication antérieure (ANDRIES, 1975 b) dans laquelle ont &té
" rapportés non seulement les effets de L'E.M.F., mais &galement ceux de 1l'a— et de
la B-ecdysone.

Avant de rappeler les effets de 1'E.M.F. sur le mésentéron, soulignons
d'abord qu'au point de vue de la morphologie externe nos données (figure 17)
concordent sensiblement avec celles de SCHALLER et DEFOSSEZ (1974) qui, opérant
sur des larves du dernier stade, ont précisé les résultats que l'on obtient en

fonction de la dose et du moment de l'injection.
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1 0,5 0,2 01 0,05
1
2
3
4 Figure 17 : Résultats d'in-
5 jection d'E.M.F. sur la
morphologie externe de larves
6 : , du dernier stade, en fonction
de la dose (en ul, en abcisse)
7 et du moment de 1'injection
(en jours, en ordonnée).
8
9
larve surnumeéraire ~adultoide adulte

Trois catégories d'animaux ont ainsi &té mis en &vidence : des larves
surnuméraires, des adultoides, formes présentant i la fois des caractdres larvaires
et imaginaux et des adultesde morphologie imaginale typique.

En ce qui concerne les effets de 1'E.M.F. sur le mésenté&ron, nous
pouvons distinguér, suivant la dose utilis@e et le jour de l'injection, deux caté-
gories d'animaux : des larves surnuméraires et des animaux en cours de métamorphose.

1) Les larves surnuméraires

Ce sont les mémes doses d'E.M.F. injectées dans des conditions identiques
qui sont responsables de 1l'inhibition de la métamorphose, tant au niveau du mésen-—

téron que de la morphologie externe.
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Dans 1'intestin moyen on note 1l'absence :

1 - de crise mitotique (des mitoses isolées sont cependant observables,
les cellules néoformées assurant le remplacement des cellules usées de 1'épithélium
larvaire)

2 - de différenciation des cellules du tissu réticuléd

3 - de genése d'un épithélium imaginal

4 -~ de dégénérescence des cellules épithéliales larvaires

2) Les animaux en métamorphose

. Le tissu réticuléd

Tous les animaux, qui, morphologiquement, correspondent a
des adultoides ou & des adultes, présentent au moins une &bauche de tissu réticuld
(PL. 32, fig. b, c et d). Chez les adultoides, celui-ci comprend un nombre de
cellules plus ou moins important qui est en relation avec la dose et le moment de
1'injection de 1'E.M.F, Plus l'injection est précoce et importante, plus le tissu
- réticulé est inhibé.

. L'épithélium imaginal

Comme les animaux ont été sacrifiés dans les 24 heures qui
suivent la coloration des griffes, elle-méme concomitante du début de la genése de
1'épithélium imaginal des témoins, ce dernier n'apparalt jamais complétement cons-—
titué. Fréquemment il ne se présente qu'3a 1'état d'ébauche (Pl. 32, fig. a) ou

complétement indifférencié.

. L'épithélium larvaire

Il a toutes les caracté@ristiques de celui des témoins sacri-
fiés au moment de la coloration des griffes, les signes de dégénérescence au niveau

ultrastructural n'étant que peu ou pas manifestes.,

CONCLUSTIONS

1 - I1 est possible d'inhiber la métamorphose de l'intestin moyen par
une injection précoce d'E.M.F. au début du dernier stade larvaire. Des doses moins
importantes ou des injections plus tardives n'emp&chent pas l'apparition de 1'épi-
thélium imaginal et du tissu réticulé@ dont 1'importance est modulée par ces deux
paramétres expérimentaux.

Une telle conclusion est en accord avec les résultats obtenus aprés
implantation de corpora allata ou aprés injection de mimétiques de l'hormone juvénile
chez les Lépidoptéres (Galleria mellonella : PIEPHO, 1963, PIEPHO et coll., 1964 ;
SEHNAL, 1968 ; SEHNAL et MEYER, 1968 ; PLANTEVIN, 1975 ; Hyalophora cecropia :
RIDDIFORD, 1972) et les Coléoptéres (Tenebrio molitor : EMMERICH, 1968 ; SOCHA et
SEHNAL, 1972). Une seule note discordante est amenée par BHASKARAN (1972) qui a
constaté que l'intestin moyen de Sarcophaga bullata n'est pas affecté par 1'hormone
juvénile. Soulignons cependant qu'il ne s'agit que d'une. étude morphologique et,
comme le remarque justement 1'duteur, qu'il est possible que 1l'application de

1'hormone juvénile ait &té trop tardive.
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2 - L'injection de 1'E.M.F. emp@che le déroulement de la crise mitotique
affectant les cellules de ré&génération dont la multiplication est nécessaire 3 la
gendse du tissu réticulé et de 1'épithélium imaginal. Comme nous le verrons
(chapitre V, paragraphe II), les divisions cellulaires, puis leur différenciation
imaginale, sont sous contrdle de 1'ecdysone.

I1 semble donc que 1l'un des effets principaux de 1'hormone juvénile est
d'empécher les événement médiatés par l'ecdysone, ce qui semble €tre le cas pour les
synthéses d'ADN (LOGAN et coll. 1975), mais aussi pour les synthéses d'ARN et de
protéines (PATEL et MADHAVAN, 1969 ; CONGOTE et coll., 1970 ; SEKERIS, 1972), les
synthéses cuticulaires (OBERLANDER et TOMBLIN, 1972 ; SOCHA et SEHNAL, 1973), la
différenciation ovarienne (LAVERDURE, 1971), 1'é@vagination des disques imaginaux
(CHIHARA et coll., 1972) ou l'activité des puffs chromosomiques (LEZZI, 1974).
Notons cependant que, pour certains auteurs, l'hormone juvénile exercerait un
effet inhibiteur au niveau des synthéses d'ADN (ZLOTKIN et LEVINSON, 1968 ; RAO
et KRISHNAKUMARAN, 1974 ; VIJVERBERG et GINSEL, 1976).

[T - ROLE DE L'ECDYSONE

La réponse de la larve a l'injection d'a— ou de B-ecdysone peut &tre
observée en premier lieu au niveau du tégument. C'est d’ailleurs la réponse
tégumentaire (la coloration des griffes) qui nous a servi de point de repére
pour 1'étude des effets de l'ecdysone sur 1l'intestin moyen.

Notons ici que le délai séparant le moment de 1'injection hormonale de
celui de la coloration des griffes dépend de 1'ecdysone injectée et du jour de
1'injection comme le démontrent les valeurs du tableau ci-dessous obtenues &

partir de 36 injections d'o-ecdysone et de 47 de B-ecdysone.

Jour de 1'injection..ceeiseeenrenseeronnnnossncnsonans f 0 i 1 f 3 f 5 f 7 f 9

InJectlon de 10 a 80ug d'a-ecdysone’ 7,838,138,439,239,6310
.Délai de sclérification’ -— e e e T T
: des griffes (en jours), InJectlon de 1 a 80ug de B-ecdysone’ 6,3:6,4:6,6:7,1:6,7:6,9

s 48 esw »e

4 se e eu
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De la lecture de ce tableau nous pouvons conclure :

1 - que la sclérification des griffes est plus précoce apré&s injection
de B-ecdysone qu'aprds celle d'o~, et ceci quelle que soit la dose injectée et
le moment de 1'injection. Le délai entre le moment de l'injection et 1'apparition
de la sciérification des griffes est, en général, inférieur 3 7 jours chez les
larves injectées de R-ecdysoneyalors qu'il est voisin de 8 jours et demi aprés
une injection d'a-ecdysone.

2 - que, malgré certaines variations individuelles, le délai de réponse
est plus important lorsque l'injection est plus tardive. Ceci est particuliérement
net lorsqu'il s'agit d'une injection d'a-ecdysone.

L'effet de 1'ecdysone au niveau de la morphologie externe a fait 1l'objet
d'une publication récente (ANDRIES et MOUZE, 1975) dont nous ne rappellerons ici
que les points les plus importants, 3 savoir :

1 - que des injections d'ecdysone (cou B, indifféremment), au jour O et
1 de la derniére intermue, engendrent des animaux dont tous les organes &tudiés
(labium, épines abdominales, cercoides, cerques, appendice dorsal), & l'exception
des ailes, sont de nature larvaire.

2 - que des injections pratiquées aprés le premier jour sont 3 1l'origine
d'adultoides dont les caractéres imaginaux sont d'autant plus accusés que l'injection
a été pratiquée plus tardivement au cours de l'intermue.

3 - que l'obtention d'adultes parfaits n'a toutefois pas été possible,
malgré des injections réalisées plus tardivement (jusqu'au 9e jour de l'intermue).

4 - que les effets enregistrés aprés l'injection de B-ecdysone sont plus
rapides que ceux obtenus aprd@s administration d'o-ecdysone.

1) Induction expérimentale de la multiplication cellulaire dans les nids

de régénération
L'injection d'a~ ou de B-ecdysone a des larves d'deshna cyanea du dernier
stade, pratiquée en début d'intermue, est susceptible de provoquer la genése anti-
cipée d'un épithélium imaginal, le tissu réticulé étant, quant & lui, fré&quemment
réduit (figure 18).
Dans nos conditions expérimentales, 1'épithélium imaginal renferme de
1200 (cas d'une injection de B-ecdysone) & 2500 cellules (cas d'une injection
d'a-ecdysone) par coupe transversale, ce qui signifie que les 300 a 500 cellules
de nature embryonnaire, présentes dans les nids de régénération au moment de
1'injection, se sont (ijyisées activement. A la lumiére de ces résultats, et en
utilisant d'autres protocoles expérimentaux, nous serons en mesure d'apporter des

conclusions sur le rdole de 1l'ecdysone dans les synthé&ses d'ADN, prélude a toute

augmentation du nombre des cellules de régénération.
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Trois modalités expérimentales ont &té retenues :

. La premiére concerne des larves devenues permanentes aprés
ventralectomie. Les comptages du nombre de cellules par codpe transversale chez
les témoins et chez les opérés doit nous prouver le caractére indispensable de
l'ecdysone & la réalisation de la crise mitotique, prélude & toute métamorphose
mésentérique,

. La deuxiéme concerne des larves du dernier stade injectées,
avant le moment de la crise mitotique, non seulement d'ecdysone, mais aussi de
thymidine 3H. Cette manipulation doit nous permettre de calculer le pourcentage
de cellules de régénération engagéesdans les synthéses d'ADN aprés injection
d'ecdysone.

. La troisiéme s'applique 3 des larves de 1l'antépénultiéme
ou de l'avant-dernier stade. Elle doit mettre en reliefle rdle de l'ecdysone dans
les phénoménes de multiplication en dehors de la métamorphose.

a) Effet de 1'ablation des glandes ventrales et de leur '

réimplantation

I1 est possible d'inhiber la métamorphose par ablation des glandes
ventrales en début d'intermue du dernier stade (SCHALLER, 1960). Dans ce cas le
nombre de cellules de régénératioh ne dépasse jamais les valeurs observées chez
les animaux du dernier stade sacrifiés dans les 6 premiers jours de l'intermue
avant le début de la crise mitotique (figure 19), ainsi que 1'a montré une &tude
ant@rieure (SCHALLER et ANDRIES, 1970 a).

L'implantation de glandes ventrales & des larves permanentes se répercute
trés rapidement sur la multiplication des cellules de régénération. C'est ce qu'ont
montré (SCHALLER et ANDRIES, 1970 b) des larves permanentes de l'avant-dernier stade
dgées de prés de 6 mois et sacrifiées 24 ou 48 heures aprés l'opération. On constate
en effet une &lévation de l'index mitotique, 3 savoir le rapport du nombre de
cellules en méta— ou anaphase sur le nombre total de cellules de régénération;

(de 40 a 50. 10_4 au lieu de 12 3 30.10-4) et une augmentation du nombre de cellules
de régénération (il dépasse les 500 par coupe transversale chez les animaux sacri-
fiés 2 jours aprés 1l'implantation).

L'implantation de glandes ventrales reconnues comme la source de 1'a-
ecdysone (si l'on se référe aux travaux faits Zn vitro : CHINO et coll., 1974 ;
ROMER et coll., 1974 ; KING-et coll., 1974 ; BORST et ENGELMAN, 1974 ; HOFFMANN
et coll., 1975 ; BOLLENBACHER et coll., 1976) est donc responsable de 1'augmentation

du nombre des mitoses et de 1'accroissement du nombre de cellules de régénération.
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Figure 19 : Nombre de cellules de régénération par coupe transversale
du mésentéron de larves permanentes du dernier stade (points noirs)
sacrifiées 34 des moments variés (temps en jours) aprés l'ablation
des glandes ventrales. Les droites Al, Az et A3 correspondent aux
larves témoins chez lesquelles s'&difie 1'&pithélium imaginal (cf
figure 12).

b) Effet de 1'injection simultanéde de B-ecdysone et de thymidine

3H en début d'intermue

Six larves du dernier stade dgées respectivement de 42 & 88 heures,
soumises 3 une injection simultanée de 20ug de B-ecdysone et de 5ul de thymidine
3Hyont &t& sacrifiées 7 jours plus tard. Dans ces conditions, le tissu réticulé
est trés réduit et 1'épithélium imaginal au moins ébauché.

95 % des cellules de 1'&pithélium imaginal et du tissu réticulé appa-
raissent marquées (Pl. 37, fig. b), alors que 10 Z au plus des cellules de 1'épi-
thélium larvaire, soit sensiblement une centaine d'entre elles, le sont.

L'injection de g-ecdysone stimule donc les synthéses d'ADN de la
grande majorité des cellules de régéndration. Cette stimulation interviendrait

dans des délais tré&s rapprochés si 1'on admet que la durée de vie de la thymidine

exogéne est de moins de 6 heures (SELMAN et KAFATOS, 1974).
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Le fait qu'une centaine de cellules de 1'épith&lium larvaire soient
marquées n'est gudre surprenant si 1'on sait que cet &pithélium est encore
fonctionnel au moment de 1'injection. Il est donc normal qu'il existe un rempla-
cement de ses cellules et ce ne serait qu'ultérieurement, au moment de la diffé-
renciation du tissu réticulé et de 1'épithélium imaginal, que cesserait la
restauration de 1'épithélium larvaire.

c) Effet de 1l'injection de B-ecdysone i des larves jeunes non

impliquées dans la métamorphose

29 larves de l'anté&pénultidme (A.P.S.) ou de l'avant-dernier stade
(A.D.S.) ayant jeliné pendant 4 jours ont &té injectées respectivement de 2,5 ou
de 15 g de B-ecdysone et sacrifiées 24 ou 48 heures plus tard. Le poids moyen
de la larve dans chacun de ces stades est de 0,25 g et 0,50 g respectivement.
Des comptages de figures méta- et anaphasiques ont &té réalisées sur
20 coupes sériées et le nombre moyen de cellules de régénération calculé i partir
de 3 coupes prises parmi les vingt. Les valeurs de 1'index mitotique sont consi-

gnées dans le tableau suivant :

: : Ecdysone : Valeur de 1'index mitotique : :
: Stade : .7, - : N
:larvaire; injecteeen : . _~—~,Temoins,
. ‘ug/g poids frais 24 h. apr@s injection 48 h. aprés injection | .
: - : , : -4 : - : 3
:  APS : 10 : 14,7 . 10 : 33,5 . 10 : - :
: ADS : 30 : 29,5 . 107 : 35,9 . 10°% 15,6.10 4

I1 en résulte que :

1 - les valeurs enregistrées chez les expérimentés sacrifiés 48 heures
aprés l'injection différent significativement, au risque de 1%, des valeurs
obtenues chez les témoins ou chez les larves de l'antépénultiéme stade sacrifiées
24 heures aprés l'injection.

2 - les valeurs de 1l'index mitotique des larves des deux stades succes-—
sifs sacrifiées 24 heures aprés l'injection ne différent pas significativement de
celles des témoins choisis parmi les A.D.S. Pour les larves de l'avant dernier
stade comparéesaux témoins de méme stade, il y a 12 % de chances pour que 1l'écart
enregistré puisse se produire sous l'influence des seules fluctuations fortuites.

L'écart observé entre les larves de 1l'antdpénultiéme et celles de 1'avant-dernier
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stade est difficilement explicable. Peut €tre est-il une conséquence du taux de

B-ecdysone trois fois plus &élevé & poids égal & l'avant dernier stade.
CONCLUSION

Les ré@sultats obtenus, autant par ablation ou réimplantation de glandes
ventrales, que par injection d'ecdysone (o ou ), nous montrent que cette hormone
stimule les synth&ses d'ADN des cellules de régénération etypar voie de consé-
quence, leur multiplication dans 1'intestin moyen d'deshna cyanea .

Cette stimulation qui s'opére non seulement au dernier stade, mais aussi
lors d'une intermue banale concerne, du moins lors de la métamorphose, la quasi-
totalité des cellules de régénération.

Ces résultats ne sont guére tré&s surprenants, puisque le rSle longtemps
controversé des ecdysones dans les synthéses d'ADN est désormais admis par la
plupart des auteurs, qu'il s'agisse de 1'a- (OBERLANDER, 1969, a et b, 1972 ;
COURGEON, 1972 ; LOGAN et coll., 1975), de la B-ecdysone (CHIHARA et coll., 1972 ;
OHMORI et OHTAKI, 1973 ; LOGAN et coll., 1975) ou encore_l'inokostérone (BULLIERE
et BULLIERE, 1973). Notons qu'ant&rieurement plusieurs auteurs avaient pressenti
que l'ecdysone &était capable de stimuler les synth&ses d'ADN <n vivo (BERREUR,

1965 b ; KRISHNAKUMARAN et coll., 1967).

En fait, si tous les problémes ne sont pas encore résolus et si des
incertitudes demeurent sur le rdle de 1'ecdysone dans la synthé&se d'ADN c'est
sans doute 3 cause de données incomplé&tes sur le seuil hormonal, le taux d'excrétion
de 1'ecdysone ou la compétence des tissus effecteurs. Ains%, il a &té montré que
des concentrations &levées de P-ecdysone ont un effet inhibiteur, des concentrations
faibles un effet stimulateur sur les disques alaires de Galleria mellonella (OBER-
 LANDER, 1972). Par ailleurs la B-ecdysone peut stimuler, inhiber ou ne pas modifier
le taux des synthéses d'ADN des disques imaginaux alaires et de pattes de Calliphora
erythrocephala suivant le moment ol ces organes sont prélevés (VIJVERBERG, 1973).

2) Induction expérimentale de la métamorphose mésentérique

Il importe & présent de savoir dans quelles conditions les processus de
la métamorphose mésentérique qui, & la fin du dernier stade larvaire, aboutissent
d la formation de 1'épithélium imaginal et au rejet du tissu réticulé et de 1l'épi-
thélium larvaire, peuvent &tre soit hatés par l'injection d'ecdysone 3 des larves
normales, soit provoqués par 1a‘m§me injection chez des larves permanentes. A cet

effet, la morphogenése mésentérique et la dégénérescence de 1'é&pithélium larvaire
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doivent 8tre &tudiés en fonction du jour de 1'injection, de la dose administrée
et de la nature de 1l'ecdysone (o ou B) injectée.

a) Morphogenése mésentérique

0-Chez des larves normales injectées d'o- ou de B-ecdysone

en début d'intermue

Ainsi que 1'indique la figure 18 la formation du tissu réticulé
et celle de 1'épithélium imaginal que 1'on observe a la suite de 1'administration
d'ecdysone est fonction des trois paramétres déja cités.

. Gendse de 1'épithélium imaginal

+ Influence du jour de l'injection

Une dose suffisamment forte d'a— (40 ou 80pg) ou de

B-ecdysone (>10pg) permet la réalisation d'un &pithélium imaginal lorsqu'elle

est injectée 3 partir du jour 1. La méme injection au jour O permet seulement
1'accroissement du nombre de cellules des nids de régénération. A noter cependant
qu'un animal sacrifié 1 jour et demi apré&s la coloration des griffes et ayant
recu 80ug d'o-ecdysone au jour O montre au sein de quelques rares nids de régé-
nération un alignement de cellules préfigurant la gendse d'un épithélium imaginal
(P1. 33, fig. a). v

+ Influence de la dose administrée

Seules les doses d'oecdysone &gales ou supérieures a
40ug et les doses de fBrecdysone supérieures & 5ug permettent la réalisation d'un
épithélium imaginal (Pl. 33, fig. b et c). Notons cependant que des injections
de 1 3 5 ug de B-ecdysone réalisées du 5e ou 9e jour de l'intermue permettent un
début de différenciation de 1'épithélium imaginal (Pl. 33, fig. e).

+ Influence de la nature de 1'ecdysone (o ou B)

La lecture de la figure 18 montre qu'un &pithé&lium imaginal
différencié peut €tre obtenu avec des doses plus faibles de B- que d'a-ecdysone.
La différence de nature de 1'hormone injectée se répercute aussi sur l'intensité
de la prolifération et de la différenciation. En effet, le nombre de cellules ima-

ginales observé par coupe transversale est :

Valeur maximale ' Valeur moyenne:

:a-ecdysone

2545 1758

:B-ecdysone 1135 : 983

s ee se

..
.
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+ Aspect cytologique des cellules de 1'épithélium imaginal

Les cellules de 1'épithélium imaginal induit par une injec-
tion d'ecdysone ne différent pas, au point de vue ultrastructural, de celles de
1'épithélium se constituant lors d'une métamorphose non perturbée. Ainsi, entre
autres critéres de différenciation, 1'adjonction d'une couche de matériel fibrillaire
i la lame basale s'observe chez les animaux expérimentés dont 1'&pithélium imaginal
est formé. Toutefois il est certain que le degré de différenciation, illustré en
particulier par la genése des microvillosités A 1l'apex des cellules (Pl. 34, fig. a

et P1. 35, fig. ¢), varie d'un animal & un autre.
CONCLUSIONS

1 - la gendse d'un épithélium imaginal peut &tre obtenue aprés injection
d'a~ ou de B-ecdysone lorsque celle-ci a lieu au deld du jour O.

2 - 1'édification d'un épithélium imaginal nécessite des doses plus
fortes d'o- que de B-ecdysone. ‘

3 - le nombre de cellules de 1'épithélium imaginal est prés de 2 fois

plus é€levé aprés injection d'g-ecdysone qu'aprés administration de B-ecdysone.
DISCUSSION

A la suite de la multiplication cellulaire, les cellules de régénération
‘nouvellement formées se différencient, soit dans le sens nymphal (gené&se du tissu
réticulé), soit dans le sens imaginal (gendse de 1'épithélium imaginal), ce qui
implique, du moins dans la réalisation de 1'épithélium de la future imago, un
processus de croissance cellulaire et de multiplication des organites, conditionné
par la synthése d'ARN au niveau nucl@aire.

D'aprés nos résultats il paraft évident que c'est l'ecdysone qui est
responsable de la genése de 1'épithé&lium imaginal et des synthéses qui la précédent,
d'autant que chez les témoins 1'épithélium imaginal s'édifie précisément lors du
pic atteint par le taux d'ecdysone au dernier tiers de la derniére intermue (SCHALLER
et HOFFMANN, 1973). De plus, il semble bien que la B-ecdysone soit plus active que
1'a-, ne serait-ce que parce que la réponse obtenue apré@s injection de B-ecdysone
est plus rapide (7 jours) que celle observée aprés administration d'a —ecdysone

(8 3 10 jours). Il serait tentant de penser que l'g-ecdysone doive &tre transformée
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en B-ecdysone pour permettre la réalisation de 1'épithélium imaginal, 1l'a-ecdysone
correspondant dans ce cas 3 une prohormone (MORIYAMA et coll., 1970). La grande
rapidité avec laquelle s'opére cette transformation chez Aeshma cyanea (SCHALLER

et coll., 1975 ) ne permet cependant pas d'expliquer le décalage entre les effets
de 1'o~ et de la B-ecdysone. Le fait qu'il faille plus de 4 fois plus d'a-ecdysone
que de B- pour obtenir un résultat identique peut &tre relié au métabolisme de
1'g-ecdysone en début d'intermue. Selon SCHALLER et coll., 1975 une grande partie
de 1'g~ecdysone injectée en début d'intermue & des larves d'Aeshna cyanea est en
effet excrétée sans avoir &té transformée en R-ecdysone. Il en est de méme chez
Locusta migratoria (HOFFMANN et coll., 1974) et chez Calliphora erythrocephala(YOUNG,
1976) en début de dernier stade larvaire. Notons également que chez 1'aeshne, 1l'in-
testin moyen est 1'un des sites privilégiés de la formation des conjugués inactifs
(SCHALLER et HOFFMANN, 1975).

Par ailleurs il existe dans la litt&@rature de trés nombreuses indications
sur le rS6le des ecdysones dans les synthé&ses ribonucléoprotéiques ou protéiques.
Nous ne citerons que quelques références de travaux effectués im vivo (SEKERIS et
coll., 1965 ; NEUFELD et coll., 1968 ; PATEL et MADHAVAN, 1969 ; ARKING et SHAAYA,
1969 ; SAHOTA et MANSINGH, 1970 ; APPLEBAUM et GILBERT, 1972), Zn vitro (PATEL et
MADHAVAN, 1969 ; WYATT et WYATT, 1971 ; RAIKOV et FRISTROM, 1971 ; APPLEBAUM et
GILBERT, 1972 ; OHMORI et OHTAKI, 1973 ; FRISTROM et coll., 1974 ; YUND et FRISTROM,
1975) ou i partir de noyaux isolés du tissu adipeux (CONGOTIE et coll., 1969 ;
SEKERIS, 1972) ou des glandes salivaires (ALONSO, 1972). Une mention spéciale doit
8tre faite au travail de SAHOTA et MANSINGH (1970) qui démontra que l'ecdysone
exogéne poss@de un effet stimulateur sur les synthé&ses d'ARN et de prot&ines au
niveau de l'intestin moyen d'Antheraea pernyi.

L'une des fonctions les mieux &tablies de l'ecdysone est celle de
stimuler ou de déclencher des synthéses d'ARN, probablement messagers et de nature
spécifique (CLEVER et ROMBALL, 1966 ; MARMARAS et SEKERIS, 1972 ; BAR-ZEV et
KAULENAS, 1975), qui, & leur tour commanderont les synthéses proté&iques, dont
certaines, spécifiques (RUH et coll., 1974) permettent la croissance et la diffé-
renciation cellulaire. Il est incontestable que la forme la plus active dans ces
processus est la B-ecdysone. Ce sont cependant les ARN ribosomaux qui représenfent
la majeure partie des ARN nouvellement synthétisés (PETRI et coll., 1971), ceux-ci
possédant une activité translationnglle plus importante que les ribosomes présents
avant le traitement hormonal et &tant responsables de 1l'accroissement des synthéses

protéiniques (SIEGEL et FRISTROM, 1974).
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En résumé,et en nous basant sur nos résultats et sur ceux d'autres
auteurs, il est vraisemblable qu'un taux &levé de B-ecdysone assure la diffé-
renciation des cellules de régénération en cellules de 1'épithélium imaginal
grdce 3 la synthé@se d'ARN tant messagers que ribosomaux.

. Genése du tissu réticulé

+ Influence du jour de 1l'injection

L'examen du mésentéron d'animaux injecté&s au jour O et
sacrifiés dans les 24 heures qui suivent la coloration des griffes ne permet pas,
quelle que soit la dose d'o- ou de B-ecdysone, de constater l'existence de
cellules du tissu réticulé (Pl. 34, fig. b). Font toutefois exéeption 3 animaux
injectés respectivement de 10, 40 et 80lg d'a—ecdysone au jour O et maintenus en
survie un jour et demi apré&s la coloration des griffes chez lesquels il existe
quelques cellules du tissu réticulé au dessus des nids de régénération (P1l. 33,
fig. d). Le nombre, toujours trés faible, de 30 & 60 cellules par coupe transver-
sale, au lieu de plus d'un millier chez les témoins, ne représente cependant que
2 32 4 7 du nombre total des cellules de régénération.

L'injection plus tardive d'ecdysone permettra la réalisation d'un tissu
réticulé plus ou moins important. A titre d'exemple voici les pourcentages du
nombre de cellules du tissu réticulé par rapport au nombre total de cellules issues
des nids de régénération, obtenus pour des injections de 10 3 30pg d'q—ecdysone
réalisées au :

- jour 1 : 2 3 97 (PlL. 34, fig. d)

- jour 3 : 15 a 23 %
jour 5 ¢ 15 a 34 7 (PlL. 34, fig. c¢)

- jour 7 : 15 3 33 7

- jour 9 : 38 % (1 seule valeur)

A titre de comparaison, ce pourcentage est de 30 d 40 7 chez les témoins.
Nous ne disposons pas de telles données aprés injection de B —ecdysone, car beaucoup
d'animaux ont &été sacrifiés pour une étude en microscopie électronique.

+ Influence de la dose administrée

Il ne semble pas qu'il y ait de trés grandes différences
34 cet égard comme le montrent les valeurs en pourcentage du nombre de cellules du
tissu réticulé aprés injection de f-ecdysone au 7e jour de l'intermue. Ce pourcen-—
tage oscille entre des limites assez faibles (7 & 16 7), les valeurs les plus
fortes résultant de doses moyennes de P-ecdysone (10 ou 20pg), les plus faibles

de doses nettement inférieures (1 ou 2,5ug).
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+ Influence de la nature de l'ecdysone (o ou B)

Le pourcentage de cellules du tissu réticulé (par rapport
au nombre total de cellules issues des nids de régénération) ést plus important
aprés injection d'g-ecdysone qu'aprés administration de R-ecdysone. C'est ce
que montre le tableau suivant qui indique le nombre de cellules par coupe trans—
versale observé chez des animaux sacrifiés soit dans les 24 heures suivant la
coloration des griffes (les 2 colonnes de gauche), soit de 1,5 & 4 jours aprés

la coloration des griffes (colonne de droite).

R—ecdysone g—ecdysone g~ecdysone

Valeur maximale 245 296 634

Valeur moyenne 153 198 445

85 80 se 8> e se e e
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+ Aspect cytologique du tissu réticulé

L'aspect des cellules du tissu réticulé des animaux
expérimentaux est caractéristique, qu'il s'agisse de la vacuolisation intense du
cytoplasme, de la richesse en globules lipidiques de grande taille (P1. 35,
fig. a et b) ou de la pauvreté& en ribosomes (P1l. 35, fig. a et c¢). En microscopie
optique, 1'€osinophilie du cytoplasme est trés faible et les noyaux, de grande
taille, sont caractérisés essentiellement par leur pauvreté en mottes chromati-

niennes périphériques et par la petite taille de leur nucléole.

CONCLUSIONS

- le nombre de cellules du tissu réticulé est le plus &levé lorsque
1l'injection d'a - ou de B-ecdysone a lieu 3 partir du 5e jour de 1l'intermue.

- des injections réalisées au jour O ne permettent que la formation
d'un nombre infime de cellules du tissu réticulé, cellules qui ne peuvent &tre
reconnues comme telles que si le sacrifice des animaux a lieu plus d'un jour
aprés la coloration des griffes (normalement la gendése du tissu réticulé apparait

3 jours avant la coloration des griffes chez les témoins).
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-~ le nombre de cellules du tissu réticulé est plus important aprés
injection d'o-ecdysone qu'aprés administration de B-ecdysone.

B - Chez les larves permanentes injectées d'a- ou de B-ecdysone

Nous venons de voir que 1l'injection d'a- ou de B-ecdysone assure
la réalisation d'un épithélium imaginal lorsqu'elle est faite thez des larves du
dernier stade (en dehors du jour 0). Le tissu réticulé& obtenu, toujours plus ou
moins réduit, présente cependant un nombre de cellules plus &levé aprés injection
d'o-ecdysone qu'aprés administration de B-ecdysone. Ceci est particuliérement vrai
pour des animaux inject&s d'une dose d’o-ecdysone ne permettant pas la réalisation
de 1'épithélium imaginal (¢ 30ug) et sacrifiés plus d'un jour aprés la coloration
des griffes.

Deux explications peuvent €tre formulées :

1 - le nombre plus important de cellules du tissu réticulé obtenu aprés
injection d'o-ecdysone peut €tre attribué au fait que 1'épithélium imaginal se
forme plus tardivement aprés injection d'a-ecdysone qu'aprés celle de B-ecdysone ;
on peut admettre que la présence d'une dose massive de B-ecdysone court-circuiterait
1'étape du tissu réticulé.

2 - la genése du tissu réticulé est sous la dépendance de l'g-ecdysone,
1'g-ecdysone ayant un rdle qui lui est propre comme cela semble €tre le cas lors
de 1'induction de certains puffs chromosomiques (CLEVER et coll., 1973), de
1'évagination et de la différenciation de disques imaginaux (MANDARON, 1973) ou
des synth&ses d'ADN (COURGEON, 1972 ; OBERLANDER, 1972).

Pour tenter de répondre 3 cette alternative nous avons injecté soit de
1'a~,80it de la B-ecdysone,3 des larves dépourvues d'ecdysone par ablation de leurs
glandes ventrales (SCHALLER et HOFFMANN, 1973).

. Injections de B-ecdysone

Des larves du dernier stade privées de leurs glandes de
mue en tout début d'intermue sont injectées aprés un délai minimum d'une cinquan-~
taine de jours d'une solution de B-ecdysone, puis sacrifiées aprés que la colo-
ration des griffes soit manifeste.

Les effets au niveau de la morphologie externe ont été rapportés dans
une publication antérieure (MOUZE et coll., 1973) dont nous ne rappellerons ici
que les résultats essentiels. Une injection unique d'o- ou de B-ecdysone & des
larves permanentes rétablit dans des délais trés brefs les phénoménes de la mue
(apolyse et synthése cuticulaire), mais n'est pas en mesure d'assurer une méta-

morphose normale de ces larves qui acquiérent des caractéres adultoides.
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Les effets au niveau mésentérique sont fonction de la dose injectée.
+ Dose de lug
Les 7 larves permanentes injectées 50 & 103 jours aprés
la ventralectomie donnent des résultats comparables entre eux : les nids de régé-
nération sont plus volumineux que chez les témoins et semblent avoir fourni quelques
cellules en voie de différenciétion.

+ Dose de 10ug

Les 7 larves permanentes injectées 45 3 108 jours apreés
1'ablation des glandes ventrales présentent, en degd de 1'épithé&lium larvaire
plus ou moins rejetéd dans la lumiére intestinale, un nouvel épithélium de type
imaginal (Pl. 37, fig. c¢) comme c'est le cas dans une métamorphose normale.

Le tissu réticulé est toutefois absent chez de tels animaux. Dans un
seul cas nous avons pu remarquer quelques cellules 3 1'apex de 1'&pithélium en voie
de constitution dont la pauvreté en ribosomes et l'aspect caryolytique du noyau
suggéraient 1'appartenance au tissu réticulé. Dans ce cas toutefois le nombre de
ces cellules n'atteignait pas 5 % du nombre total des cellules en voie de diffé-
renciation (valeur moyenne : 1300 par coupe transversale).

De ces données il résulte donc que l'injection de B—ecdysoné a des
larves permanentes assure la réalisation d'un épithélium imaginal, alors qu'elle
ne provoque pas la gen&se du tissu réticulé et qu'elle ne permet une métamorphose
normale au niveau tégumentaire.

. Injections d'g—ecdysone

Le principe de la manipulation est le méme que précédemment
et les effets sur la morphologie externe sont comparables a ceux observés aprés
administration de B-ecdysone. Notons simplement qu'ici encore la coloration des
griffes apparait plus tardivement aprés injection d'a-ecdysone qu'aprés adminis-
tration de B-ecdysone.

+ Dose de 10ug

L'injection de 10 g d'o-ecdysone permet uniquement
1'accroissement du nombre de cellules de régénération (valeur moyenne : 1300
cellules par coupe transversale).

+ Dose de 60ug

Cette dose a été administrée a 4 larves permanentes du
dernier stade 48 i 56 jours aprés la ventralectomie. Trois des larves sacrifiles
quelques heures aprés la coloration des griffes présentaient chacune une réponse

mésentérique différente en ce qui concerne le degré de différenciation de
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1'épithélium imaginal. En effet, ce dernier est soit absent (les cellules de
régénération trés nombreuses formant*cependant de gros nids), soit 3 1l'état
d'ébauche (Pl. 38, fig. c), soit enfin complétement constitué (Pl. 38, fig. b).
Dans ce dernier cas il comporte plus de 2000 cellules par coupe transversale.
Chez une quatriéme larve, sacrifie un jour aprés la sclérification des griffes,
1'épithélium imaginal est &galement constitué et 1'épith&lium larvaire refouléd
dans la lumiére intestinale.

En ce qui concerne le tissu réticulé, celui-ci n'est pas observable
chez les larves permanentes injectées dont 1'épithélium imaginal ne s'est pas
différencié. Par contre, chez une larve oli celui-ci est différencié on a pu
dénombrer soixante dix cellules de type réticulé (Pl. 38, fig. b) par coupe
v transversale, soit 3 Z du nombre total.

Bien que le nombre des animaux expérimentés soit faible, on constate
qu'une dose unique de 10yg d'o-ecdysone ne permet que la multiplication des
cellules de régénération, alors qu'une dose unique de 60ug d'o-ecdysone assure
en plus la genése d'un épithélium imaginal, mais ne permet pas un développement

notable du tissu réticulé.
CONCLUSION

Compte tenu des différences dans les doses utilisées et du délai de
réponse, nos résultats prouvent que l'og—~ecdysone administrée aux larves permanentes
a les mémes effets que la B-ecdysone.

Du fait de 1'absence d'ecdysones endogénes chez les larves permanentes
d'deshna cyanea (SCHALLER et HOFFMANN, 1973) et de la rapide dégradation des
ecdysones injectées (SCHALLER et coll., 1975) il semble que 1'injection hormonale
agisse comme un déclic d'une chaine de réactions (ASHBURNER, 1973) responsable de
la multiplication, puis de la différenciation cellulaire.

Enfin, il faut remarquer que le nombre de cellules du tissu réticulé
des larves permanentes injectées d'o~- ou de B-ecdysone reste infime, et du méme
ordre de grandeur que celui observé chez les larves normales auxquelles de 1'ecdysone
a €té administrée au jour 1. Ceci revient 3 dire que la larve normale en début
d'intermue, tout comme celle privée de sa source d'ecdysone depuis quelques mois
répondent de maniére identique 3 un apport donné d'a- ou de B-ecdysone. Ce qui est
valable pour la réponse mésentérique, l'est aussi pour la morphologie externe

~
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puisque les larves rendues permanentes au jour 1 de la dernidre intermue et
injectées d'a- ou de B-ecdysone deviennent des adultoides 3 caractdres larvaires
prédominants. '

b) Dégénérescence de 1'épithélium larvaire
g p

La nette augmentation du nombre des structures lysosomiales des
cellules mésentériques larvaires de Sarcophaga bullata provoquée par une injection
de B-ecdysone, a conduit RADFORD et MISH (1971) & envisager que 1l'hormone de mue
agit directement sur les cellules épithéliales larvaires. De tels résultats ne
s'observent cependant pas chez 1'aeshne ol 1l'injection de doses variables d'a-
ou de B-ecdysone 3 des moments différents de la derniére intermue ne provoque pas
d'augmentation notable du nombre des structures lysosomiales. Néanmoins, 1'évolution
de 1'épithélium larvaire semble dépendre des conditions expérimentales qui comman-
dent la présence ou non de 1'épithélium imaginal. l

o — Chez les animaux dépourvus d'un épithélium imaginal

. Effet de 1'injection d'c-ecdysone

L'épithélium larvaire ne présente généralement pas de signe
particulier de dégénérescence, si ce n'ést au niveau de quelques cellules, comme
c'est le cas dans n'importe quel épithélium fonctionnel.

Parmi les animaux &tudiés, un seul cependant (injecté au jour 1 de
30ug d'a~ecdysone) montrait des signes d'altération d'une catégorie d'organites,
en l'occurence des mitochondries qui apparaissent cupuliformes (Pl. 36, fig. a),
parfois emboitées les unes dans les autres.

. Effet de 1'injection de B-ecdysone

L'épithélium larvaire est généralement élevé et indenté@ et

il est susceptible d'émettre des bourgeons 3 son apex. Certains de ceux~ci sont

~nucléés (Pl. 36, fig. b), ce qui est la preuve d'un rejet cellulaire. Les micro—-
villosités restent fréquemment localis@es au fond des indentations épithé&liales.
I1 convient cependant de distinguer les cas résultant soit d'une faible dose, soit
d'une dose forte.

+ Injection de 1 d 5ug du jour O au jour 3

Il existe une certaine uniformité en ce qui concerne la
structure des cellules &pithéliales d'une méme larve, ce qui n'empéche pas une
grande variabilité d'un animal 3 un autre. Chez certains les cellules ont conservé
la structure typique d'un épithélium fonctionnel, chez d'autres elles correspondent
a un épithélium en cours de dégénérescence : noyaux caryolytiques,ré&ticulum endo-

plasmique dilaté, dictyosomes annulaires, mitochondries dilatées ou cupuliformes...
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En fait, chez ces animaux il semble bien que la mort cellulaire ne soit pas
1'apanage des seules cellules épithéliales larvaires, mais intéresse plus ou
moins fortement toutes les cellules, méme de régénération. Ainsi la mort cellu-
laire entrevue serait la conséquence d'une perturbation de toute la physiologie
de 1'animal qui entrafnerait la mort, &tant donné que les animaux injectés de
B-ecdysone ne survivent généralement que de peu au moment de la coloration des
griffes.

+ Injection de 10 3 80ug au jour O

Chez les animaux injectés d'une telle dose de B—ecdysone
les cellules épith&liales larvaires sont de deux types : cellules claires disposées
dans 1'axe des nids de régénédration et cellules sombres (Pl. 36, fig. é). Les
cellules claires ne possédent que peu d'organites, mais sont susceptibles de montrer
la présence de coiffes dans lesquelles s'effectue la gené&se des microvillosités.
Cette structure indique qu'il s'agit de cellules en voie de différenciation ou
différenciées depuis peu, ce qui n'empéché pas certaines d'entre elles de présenter
des images de dégénérescence affectant les microvillosités, les noyaux entrés en
caryolyse ou les mitochpndries devenues cupuliformes. Il est tout & fait remarquable
d'ailleurs que certaines de ces cellules claires, les plus atteintes, ne présentent
plus qu'un nombre infime de ribosomes ce qui, pour le moins, permet de mettre en
doute leur capacité fonctionnelle. Dans ce cas il est certain que nous enregistrons
le caractére nocif des injections importantes de B-ecdysone au jour O.

g — Chez les animaux pourvus d'un épithélium imaginal

Les seules études ultrastructurales ont &té réalisées chez des
animaux injectés de B-ecdysone.

D'aprés nos résultats il est impossible de donner une vue d'ensemble
~de 1'épithélium larvaire qui s'appliquerait 3 tous les animaux expérimentés. Chez
certains, celui-ci semble encore fonctionnel si l'on en juge par la structure des
organites et la présence réguliére de microvillosités & 1l'apex. Chez d'autres, il
est évident qu'il est plus altéré, la dilatation des espaces intercellulaires
(P1. 36, fig. d) étant le critdre d'altération le plus fréquent, particulié&rement
chez les animaux ayant regu les doses les plus fortes. Il faut noter aussi que
les mitochondries peuvent &tre cupuliformes, ce qui est le cas essentiellement chez
les animaux injectés en début d'intermue. -

Généralement, 1'épithélium larvaire n'adhére plus d la lame basale,
mais il n'est qu'exceptionnellement rejet& dans la lumiére intestinale (cas

d'injections réalisées au 9e jour).
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Toutefois, lorsque de 1'g-ecdysone est administrée en quantité
importante (40 ou 801g) et que le sacrifice a lieu un i deux jours apré@s la
coloration des griffes, on observe que 1'épithélium larvaire et le tissu réti-
culé sont rejetés dansla lumiére intestinale (Pl. 37, fig. a).

Dans ce cas, comme dans la métamorphose normale, il est possible que

la perte d'adhérence 3 la lame basale soit en partie responsable de la dégéné-

rescence de 1'épithé&lium larvaire.
CONCLUSION

L'étendue et le degréd des signes de dégénérescence que l'on observe
dans 1'épithélium larvaire 3 la suite d'une injection plus ou moins précoce
d'ecdysone semblent 1iés aux conditions expérimentales (doses utilisées et moment
de 1'injection), ce qui n'exclue toutefois pas une certaine variabilité dans les
résultats. Ainsi, pour des conditions données, 1'épithélium de certaines larves
a conservé une structure type de caracté@re fonctionnel, alors que chez d'autres,
on note des signes de dégénérescence plus ou moins avancée (caryolyse, altérations
des organites cytoplasmiques et dilatation des espaces intercellulaires). Il
- semble cependant difficile de distinguer les signes de dégénérescence épithéliale
qui accompagnent normalement la métamorphose mésentérique, ici eimplement hatée
par 1l'injection d'ecdysone, de ceux provoqués par une injection massive dont le

caractére nocif ne semble pas faire de doute.

CONCLUSION DU CHAPITRE V

Au cours du dernier stade larvaire 1'intestin moyen d‘'4deshna cyanea est
le thédtre d'une série de modifications qui, 3 la suite de 1'épithélium larvaire,
font apparaitre le tissu réticulé, dont on a rappelé le caractdre de formation
nymphale transitoire, lui-méme relayé par 1'épithélium imaginal. Ces changements
font inévitablement penser aux remaniements tégumentaires qui marquent si profon-
dément la métamorphose des Insectes holométaboles. Il est admis & l‘'heure actuelle
que les cellules épidermiques responsables de prestations cuticulaires (larvaire,
nymphale, imaginale) si différentes d'un stade & 1'autre du développement ont &té
programmées en vue de ces différenciations successives. Peut-on admettre pour les-
cellules dont dérive le tissu réticulé@ une programmation différente de celle qui

affecte les cellules destinées 3 former 1'épithélium imaginal ?
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1) Programmation "nymphale" et imaginale des cellules de régénération

Si, dé&s le début du dernier stade larvaire, toutes lee cellules de
régénération étaient programmées dans le méme sens, il nous serait impossible
d'expliquer les variations du nombre des cellules du tissu réticulé& en fonction
du moment de l'injection d'ecdysone, tandis que le nombre de cellules de 1'é&pithélium
imaginal reste sensiblement constant pour une injection donnée d'ecdysone (a ou B).

I1 semble donc qu'il faille admettre 1'existence de deux programmations
différentes, s'échelonnant dans le temps, 4 savoir, une premi&re de type nymphal
qui détermine les cellules souches du tissu réticul@ et une seconde de type imaginal
qui programme les cellules 3 l'origine de 1'épithélium imaginal. Soulignons cependant
que nous n'avons pas réussi, par injection de thymidine 3H en début de dernier stade,
3 marquer sélectivement 1l'un ou 1'autre de ces épithéliums.

Comme une injection d'E.M.F. appliquée au jour 1 ou 2 inhibe la genése
du tissu réticulé, alors qu'une administration plus tardive est sans effet, il est
logique de penser que la programmation des cellules du tissu réticulé s'effectue
3 ce moment. Il est cependant plus difficile de discerner la pé&riode a laquelle
s'effectue la programmation des cellules souches de 1'épith&lium imaginal puisqu'il
est encore possible, par des injections tardives d'E.M.F. (du moins pour une dose
maximale de 1pl administrée dans les neuf premiers jours de l'intermue), d'empécher
la formation d'un &pithélium imaginal complétement différencié. Tout en admettant
que la raison en a &té le sacrifice trop précoce des animaux expérimentés qui
survivent difficilement & la sclérification des griffes, nous ne pouvons pas ex-
clure totalement le fait que 1'injection ait pu inhiber la formation d'un épith&lium
imaginal. Quoiqu'il en soit, nous constatons une augmentation sensible du nombre
de cellules de régénération, ainsi qu'un alignement des cellules du futur épithélium
imaginal (P1l. 32, fig. a), aprés injection d' 1yl d'E.M.F. au jour 5. Bien qu'aucun
autre critére de différenciation ne soit visible, nous en concluons que la: program—
mation imaginale se déroule avant le 5e jour de la derniére intermue. S'il en &tait
autrement, cela ne changerait rien aux rdles respectifs que l'on peut attribuer
dans la programmation 3 1'hormone juvénile ou 3 son mimétique 1'E.M.F, et i l'ec-
dysone, tant chez les témoins que chez les expérimentés.

2) RBle respectif de 1'hormone juvénile et de 1l'ecdysone

Il est communément admis qu’un taux élevé d'hormone juvénile est respon-
sable d'une programmation larvaire, un taux moyen d'une programmation nymphale et
enfin un taux faible ou nul d'une programmation imaginale. Plus ré&cemment, les

travaux relatifs 3 Manduca sexta ont amené divers auteurs (TRUMAN et RIDDIFORD, 1974 ;
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TRUMAN et coll., 1974 ; RIDDIFORD, 1975 ; NIJHOUT, 1976) 3 envisager l'@ventualité
d'un rdle de l'ecdysone dans la programmation ; 1'hormone juvénile n'interviendrait
que pour diriger la séquence dans laquelle le tissu est engagé ; ainsi se réali-
serait le modéle larvaire en présence d'hormone juvénile, ou le modéle nymphal en
son absence. Une telle interpré&tation ne nous permet cependant pas d'expliquer
comment une injection d'ecdysone au jour 1, par exemple, inhibe presque complé&tement
la formation du tissu réticulé, alors qu'elle permet la genése d'un épithé&lium
imaginal. Comme la programmation des cellules souches du tissu réticulé se fait
avant celle des cellules & 1l'origine de 1'épithélium imaginal, une telle injection
devrait avoir un effet inverse. Il est donc probable, bien que les sites ré&cepteurs
de 1'ecdysone et de 1'hormone juvénile soient différents (CHIHARA et FRISTROM,
1973), que 1'ecdysoné interfére avec 1l'hormone juvénile pour programmer d'abord

les cellules souches 3 1'origine du tissu réticulé, puis celles 3 l'origine de
1'épithélium imaginal. Sans préjuger du mode d'action de l'ecdysone et de 1'hormone
juvénile a 1'échelon cellulaire, on peut penser que c'est un certain &quilibre
entre les taux respectifs de ces hormones qui serait responsable des programmations
nymphale, puis imaginale, dans 1'hypothé&se ol le taux d'hormone juvénile reste
inférieur 3 un certain seuil. Dans ces conditions nos résultats expérimentaux
s'expliquent de la manidre . suivante :

. Injection d'ecdysone au jour O (fig. 20, a)

Le taux d'hormone juvénile étant vraisemblablement encore
élevé le jour de l'exuviation, 1l'injection d'une forte dose d'o— ou de B-ecdysone
fait que les deux hormones sont présentes en méme temps 4 un taux inhabituel. L'hor-
mone juvénile est alors en mesure de moduler l'action de 1l'ecdysone ce qui se
traduit généralement par un accroissement du nombre de cellules de régénération,

tandis qu'il n'apparait qu'un nombre infime de cellules du tissu réticulé.

. Iﬁjection d'E.M.F., ou d'ecdysones au jour 1 (fig. 20 b et c)

L'injection d'E.M.F. au jour 1 ou méme 2 est encore suscep—
tible d'inhiber complétement la métamorphose mésentérique (fig. 20, b) ce qui
laisse entrevoir que la programmation n'est pas encore achevée & ce moment. Cependant
le taux d'hormone juvénile endogéne présent chez la larve dés le lendemain de
1'exuviation doit avoir diminué suffisamment pour que l'injection d'o- ou de B-ecdy-
sone en quantité importante détermine la programmation des cellules souches dans le
sens imaginal (fig. 20, c)..Par contreylorsque la dose d'ecdysone injectée est

trop faible, il n'est pas possible d'obtenir la genése d'un &pithélium imaginal.
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Dans ces conditions il serait tentant d'affirmer que le type de
réponse mésentérique est uniquement la résultante du rapport quantitatif d'ec-
dysone et d'hormone juvénile. Mais comme le soulignent GILBERT et coll. (1975)
a propos de la cuticule synthétisée au moment de la métamorphose on peut &galement
invoquer la quantité absolue d'hormone juvénile dont la valeur jouerait le rdle
principal.

. Injection d'ecdysones au jour 5 (fig. 20, d)

Les programmations nymphale et imaginale des cellules de
régénération &tant acquises, 1l'ecdysone ne fait que les extérioriser. A noter,
cependant, que les doses faibles de B-ecdysone (<51g), qui ne permettent pas la
réalisation d'un épithélium imaginal, n'assurent pas non plus la différenciation
d'un nombre important de cellules du tissu réticulé ; ceci s'explique peut-&tre
en raison de l'insuffisance de la dose ou alors parce que chez les animaux sacri-
fiés trop précocement les cellules du futur tissu réticulé ne peuvent pas encore
€tre distingues de celles qui sont destines & former 1'&pithélium imaginal.

. Injection d'ecdysones aux larves permanentes (fig. 20, e)

Nous avons vu que la réponse obtenue équivaut 3 celle enre-

gistrée chez des larves normales lors de l'injection d'a- ou de B-ecdysone au jour 1.
Deux hypothéses sont envisageables :

1 - la programmation a lieu en début d'intermue comme chez les larves
normales

2 - la programmation a lieu au moment de l'injection

Si la détermination a lieu en début d'intermue, l'injection d'a~- ou de
B-ecdysone devrait donner des résultats comparables & ceux enregistrés chez les
animaux non ventralectomisés inject@s 3 partir du 5e jour. Comme ce n'est pas le
cas, nous devons donc admettre que la programmation est différée jusqu'au moment
de l'injection. Nous ignorons cependant si 1l'hormone juvénile est synthétisée par
les larves permanentes. Le fait que de 1'ecdysone injectée 3 des larves normales
puisse favoriser la synthése d'hormone juvénile (SIEW et GILBERT, 1975 ; JOLY et
JOLY, 1975) ne nous renseigne pas sur le comportement des larves permanentes a cet
égard. Il est toutefois trés vraisemblable que le taux d'hormone juvénile est trés
faible chez ces derniéres. Dans ces conditions, la programmation qui en résulte
est donc essentiellement de type imaginal,

3) RGles respectifs de 1'a— et de la B-ecdysone

Il est remarquable de constater que la genése d'un épithélium imaginal

est plus rapide aprés l'injection de B-ecdysone qu'apré@s celle d'a-ecdysone, ce
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obtenus en fonction du moment de 1l'injection d'E.M.F., d'a- et de

B-ecdysone au cours de la derniére intermue (en jours), ainsi que la

réponse du mésentéron 3 ces injections. A noter que celle-ci est

toujours plus rapide aprés administration de B-ecdysone.

a) Injection
b) Injection au jour 1 d'E.M.F.
¢) Injection
d) Injection

e) Injection

au jour 1 d'a- ou de B-ecdysone

au jour 0 d'o—- ou de B—ecdysone

au jour 5 d'a- ou de B-ecdysone

3 des larves permanentes d'a- ou de B-ecdysone




_99_

qui se traduit,en particulier,par un nombre plus faible de cellules différenciées,
non seulement dans 1'épithélium imaginalymais aussi dans le tissu réticulé. L'ec—
dysone serait donc responsable de la multiplication des cellules de régénération avec
cependant un effet différent selon qu'il s'agit d'o- ou de B-ecdysone.

Tous nos résultats expérimentaux concernant l'utilisation d'o- ou de B-
ecdysone, autant sur des larves normales que ventralectomisées, tendent & prouver
que l'o~ ecdysone exerce une action spécifique sur les synthéses d'ADN.

Les recherches sur les effets de 1'o~ ou de la B-ecdysone in vitro dans
la métamorphose des disques imaginaux de Galleria ont montré le rSle déterminant
de l'a-ecdysone dans la synth&se d'ADN (OBERLANDER, 1969 a et b) et ont mis en
évidence une action inhibitrice de la B-ecdysone envers la stimulation de la syn-
thése d'ADN par l'a-ecdysone (OBERLANDER, 1972). Cet auteur émet 1'hypothé&se selon
laquelle, dans un développement normal, l'a-ecdysone induit la métamorphose et la
synthése d'ADN dans les disques imaginaux, mais dés sa conversion en f-ecdysone
le processus de synth&se s'arr@te, tandis que s'engage la morphogendse sous l'effet
de la B-ecdysone.

En 1l'absence d'expdrimentation 7n vitro nous nous bornons 3 constater

que dans le mésentéron d'Aeshna cyanea 1'action plus soutenue de 1l'o-ecdysone
s'exerce avant tout sur la multiplication cellulaire dans les nids de régénération,
alors que la B-ecdysone, opérant plus rapidement en tant que facteur différenciateur
assure essentiellement la genése de 1'épithélium imaginal.

En ce qui concerne plus particulidrement le tissu réticulé, tout se passe
comme si, aprds une injection d'a-ecdysone, les synthéses d'ADN s'arrétaient moins
vite qu'aprés injection de doses moyennes ou fortes de B~ecdysone. En effet 1'appa-
rition réguliére du tissu réticulé 3 la suite d'une injection d'a-ecdysone, alors
que celui-ci est plus ou moins inhibé par la B—ecdysone, s'expliquerait en partie
" de la méme manidre que précédemment. Il n'est cependant pas possible, & défaut de
cultures i<n vitro, d'affirmer que lors d'une métamorphose normale la genése du tissu
réticulé résulte d'une action spécifique de l'o~ecdysone, se trouvant sous la

dépendance d'un premier pic d'ecdysone précédant le pic hormonal principal.




CONCLUSION GENERALE
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L'intestin moyen de 1'Insecte Odonate Aeshna cyanea a fait 1'objet d'une
étude ultrastructurale dans laquelle la morphologie de la cellule mésentérique a &été
abordée d'abord sous son aspect statique, puis sous l'aspect dynamique qui en est
le trait essentiel. Les remaniements de 1'épithé&lium mésentérique qui ont comme point
de départ des cellules de régénération ont été envisagés en fonction de 1'alimentation,
du cycle des mues et enfin de la métamorphose. Celle-ci affecte profondément 1'in— '
testin moyen qui est soumis au cours du dernier stade larvaire & un contrdle endo-
crinien particulier dont les modalit&s ont été étudiées grice 3 des injections d'hor-

mones synthétiques ou de leurs mimé&tiques.

ULTRASTRUCTURE DE L’'INTESTIN MOYEN (SES MODIFICATIONS EN FONCTION DE
L'ALIMENTATION ET DE LA MUE)

L'étude ultrastructurale de 1'épithélium mésentérique a révélé 1'existence,
en dehors de la grande masse des cellules épithéliales principales, de plusieurs
types cellulaires de nature exocrine ou endocrine indiscutable. Toutefois, le nombre
restreint et les difficultés de mise en &vidence en microscopie optique de ces cellules
sécrétrices ne nous ont pas permis de leur assigner un rdle physiologique particulier.
Une attention particuliére a &té apportée aux cellules de régénération groupées en
nids 3 la base de 1'épithélium. Ces cellules de type embryonnaire, caractérisées par
une activité mitotique et différenciatrice incessante, sont destinées tout au long
de la vie larvaire et imaginale A pourvoir au remplacement des cellules &pithéliales
qui, usées par leur activité digestive, sont rejet@es dans la lumiére intestinale.

Les modifications des cellules mésentériques, liées & 1'alimentation et
34 la mue n'avaient jusqu'd présent fait 1l'objet que de peu de travaux. La prise de
nourriture par la larve ou l'absorption d'eau au moment de son exuviation se tra-
duisent par des variations morphologiques et ultrastructurales de 1'épithélium intes-
tinal. Parmi les premiéres on note une augmentation du diamétre de l'intestin moyen
avec, comme corollaire, la diminution de la hauteur de l'épith&lium. Quant aux modi-
fications que présente la cellule mésentérique au cours d'un cycle digestif, elles
sont l'expression de sa fonction physiologique normale. Les plus remarquables de
ces modifications sé manifestent avant tout au niveau du réticulum endoplasmique
granulaire et agranulaire. Ce dernier, abondant & proximité de la membrane apicale,

est censé capter les molécules ayant diffusé & travers cette membrane. Le contenu
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des vésicules du réticulum lisse passerait ensuite 3 l'int&rieur de profils ergas-
toplasmiques dont le rOle serait de convoyer un certain nombre de métabolites de

la région apicale en direction des espaces intercellulaires de la région basale.
Notons, en outre, que l'arrivée de la nourriture dans la lumiére intestinale provoque
1'exocytose de granules denses apicaux, considéré&s par certains auteurs comme des
réservoirs d'enzymes digestives, notamment chez les Diptéres.

L'étude ultrastructurale de la membrane péritrophique dont les feuillets
sont destinés 3 emballer les déchets de la digestion a confirmé la morphologie
classique de cette formation chez Aeshna cyanea et a, en outre, apporté des précisions
sur sa gendse. qui se déroule essentiellement au niveau des cellules situées dans
la région de la valvule oesophagienne. La gen&se de la membrane péritrophique est
due, comme 1l'avaient suggéré les anciens auteurs, d un processus de délamination du
plateau strié comportant d'abord l'apparition, entre les microvillosités et au contact
du "cell coat" de ces derniéres, d'une lame fibrillaire qui est ensuite progressi-
vement refoulée dans la lumiére intestinale. Sans doute le mode de transport au
sein des cellules mésentériques des précurseurs de la lame péritrophique reste-t-il
inconnu. Une étude autoradiographique & haute révolution utilisant le fucose 3H
apporterait peut-~8tre la solution de ce probléme et donnerait des éclaircissements
sur le rdle exact des granules denses apicaux. Nous pensons, en effet qu'en dehors
de leur rdle de réservoir d'enzymes, ces granules pourraient, en outre, assurer le
transport du matériel du "cell coat", lequel se trouve au contact de la membrane
péritrophique.

Enfin, nous avons &tabli le rdle capital des granules apicaux dans la
gené&se de la coiffe de matériel dense au sein de laquelle se forment les micro-
villosités lors de la différenciation des cellules mésentériques. Des &tudes
ultérieures permettront peut-&tre de faire le lien entre la présence de grains

apicaux et ces divers processus.

DYNAMIQUE CELLULAIRE (PROLIFERATION., DIFFERENCIATION ET DEGENERESCENCE)
DE L'EPITHELIUM MESENTERIQUE

Les cellules de régénération constituent le point de départ de la dynamique
cellulaire qui est le trait fondamental de 1'é@volution de 1'épithélium mésentérique.
Celui-ci est le siége d'un perpétuel renouvellement au cours duquel se succédent

les processus de prolifération, de différenciation et enfin de dégénérescence des
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cellules mésentériques. La prise de nourriture et le cycle des mues larvaires
interviennent dans leur déroulement, mais c'est avant tout la métamorphose qui
imprime sa marque particuliére 3 1'épithé&lium intestinal dont la structure subit
un bouleversement total. En effet, 1'&pithé&lium larvaire va €tre doublé par un
anneau de tissu réticulé dont la différenciation a débuté@ dé&s le l4e jour de 1l'inter-
mue sur les 24 que compte le dernier stade. Il s'agit d'une formation transitoire
aux caracté@res cytologiques bien tranchés qui sera relayée par 1'épithélium imaginal
apparaissant & partir du 17e jour. Trois jours avant l'émergence 1l'ensemble de
1'épithélium larvaire et du tissu réticulé est rejeté dans la lumidre intestinale.

Il existe une corrélation positive entre la prise de nourriture et la
division des cellules de régénération dont la multiplication active correspond 2
une activité fonctionnelle momentanément accrue de 1'épithélium. Une corrélation
positive s'établit &galement au moment de la mue entre le phénoméne de l'exuviation
et l'activité mitotique des cellules de régénération. En effet, le mode de croissance
particulier aux Insectes entralne aussi un allongement notable de 1l'intestin qui sera
facilité par 1'augmentation rapide du nombre des cellules épithéliales.

Le renouvellement de 1'épithélium mésentérique par cellules isolE&es au
cours des intermues larvaires contraste avec la gendse compléte de celui-ci durant
la métamorphose. Il est évident que la larve du dernier stade se préte bien & une &tude
de la dynamique cellulaire telle que nous l'avons congue. Le comptage des mitoses
dans les nids de régénération et le marquage cellulaire apré&s injection de thymidine
tritide au début de la derniére intermue ont mis en évidence, d'une part l'activité
mitotique intense des cellules de régénération 3 partir du 6e jour de l'intermue,
d'autre part le fait que ces cellules sont douées au départ de potentialités iden-
tiques, car leur descendence est susceptible d'enrichir indifféremment 1l'@pithélium
larvaire, le tissu réticulé ou 1'épithélium imaginal. Mais, 3 la différence de
i'épithélium larvaire dont la restauration cellulaire s'arréte dés le 12e jour, les
cellules destinées & former le tissu réticulé et a fortiori 1'épithélium imaginal,
non seulement continuent & se diviser, mais se différencient plus tardivement, et
ceci dans 1l'ordre d'apparition des formations correspondantes.

Les phénoménes de différenciation entrainent au cours de la métamorphose
mésentérique un arrangement architectural nouveau. Il s'établit, en effet, entre
les cellules de 1'épithélium imaginal nouvellement constitué des contacts de type
zonula continua et entre le tissu réticulé et 1'épithélium imaginal sous—jacent

des jonctions d'un type particulier (dont la description est originale) destinées &
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assurer momentanément une certaine coh&sion de la paroi intestinale en profond
remaniement durant la métamorphose. La lame basale sur laquelle va reposer le

nouvel &pith&lium subit, en prévision d'un allongement notable de 1l'intestin aprés
1'émergence, un épaississement par adjonction de matériel dont 1l'origine mésentérique

est démontrée.

Toute différenciation cellulaire, sous contrSle des synth&ses nuclé-
aires implique la genése d'organites nouveaux. L'évolution nucléaire préludant i la
différenciation cellulaire est caractéris@e par un transit au travers des pores
nucléaires d'un matériel de nature sans doute ribonucléoprotéique. Le noyau de ces
cellules émet, en outre, des bourgeons devgrandetaille, processus que nous pensons
pouvoir étre interprété comme un mode d'épuration, plutdt que comme un transfert de
matériel sensu stricto. L'allongement progressif des cellules s'accompagne de 1l'appa-
rition de nombreux microtubules orientés selon le grand axe cellulaire. La multipli-
cation des différents organites (mitochondries et dictyosomes) a &té suivie, ainsi
que la diminution du nombre des ribosomes libres et le développement corrélatif de
1'ergastoplasme. Enfin la gend&se intra&pithéliale des microvillosités(présentes tant
dans 1'épith&lium larvaire qu'imaginal ; seules les cellules du tissu réticulé en
sont dépourvues) au sein d'une coiffe de maté@riel dense formée & partir de granules
cellulaires apicaux, telle qu'elle a été décrite chez deshna cyanea, semble constituer
un mode de formation original propre aux Insectes.

Les processus de dégénérescence revétent au niveau de 1'épithé&lium larvaire
et du tissu réticulé, destinds a €tre rejetés en bloc, un caracté@re particulier et
illustrent bien la notion de '"mort cellulaire programmée'. En effet, les noyaux de
ces épithéliums perdent leur activitd de synthé&se, et entrent en caryolyse, ce qui
a comme conséquence une série d'altérations du cytoplasme : disparition des dictyo-
somes, diminution du nombre des ribosomes, vésiculisation du réticulum endoplasmique.
L'apparition de nombreuses vacuoles autophagiques dans 1'épithélium larvaire dépendrait
tout comme la caryolyse déjd citée, de 1'anoxie qui frappe les cellules épithéliales
a4 la suite de leur perte d'adhérence & la lame basale, prélude au refoulement des
deux épithéliums lors de la constitution définitive de 1'é&pithélium imaginal.

Par ailleurs, il n'est pas rare d'observer parmi les cellules de régé-
nération destinées & se différencier en cellules imaginales certaines d'entre elles
dont le noyau et le cytoplasme se condensent et se fragmentent. Les débris cellulaires
qui résultent de cette dégénérescence sont finalement phagocytés par des cellules
voisines qui les transportent au sein du tissu réticul&. Un tel mode de dégénérescence,

décrit sous le nom d'apoptosis, qui survient & la suite d'une phase de prolifération
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cellulaire intense, apparalt comme un processus complémentaire de la mitose, dont

le rdle essentiel est d'assurer la régulation des populations cellulaires.

CONTROLE HORMONAL DE LA METAMORPHOSE MESENTERIQUE (ROLE DE L'HORMONE
JUVENILE ET DE L'ECDYSONE)

L'injection d'un mimétique de 1'hormone juvénile, l'ester méthylique du
farnésol, 3 des larves du dernier stade dgées de 1 3 2 jours, dont l'effet est
d'inhiber leur métamorphose (elles deviennent des larves surnuméraires), se répercute
aussi sur le mésent&ron en émpéchant le déroulement de la crise mitotique des
cellules de régénération, prélude & leur différenciation en tissu réticulé& et en
épithélium imaginal. L'utilisation de doses plus faibles ou une injection plus tardive
du mimétique n'emp&chent pas 1l'apparition de ces épithéliums dont 1'importance est
toutefois fonction des variations de ces param@tres. La présence d'un taux élevé
d'hormone juvénile ou l'apport de son mimétique en début de dernier stade sont
responsables d’une programmation larvaire de 1'intestin moyen. L'ecdysone, de son
coté, est 4 1'origine des divisions des cellules de régénération et de leur diffé-
renciation imaginale au cours d'un développement normal. L'un des effets principaux
de 1'hormone juvénile introduite est donc d'emp&cher les &vénements contrGlés par
1'ecdysone, tels la synthése d'ADN, prélude aux divisions mitotiques intenses, et les
synthéses d'ARN indispensables & la différenciation imaginale.

Le r8le de 1'ecdysone dans l'initiation des synthéses nucléaires et des
divisions des cellules de régénération a &té démontré tant chez des larves jeunes,
non impliquées dans la métamorphose, que chez des larves du dernier stade ou encore
chez des larves rendues permanentes par ablation de leurs glandes ventrales. En
effet, 1'ecdysone (sous sa forme Oou sous la forme B, le dérivé hydroxylé de celle-
ci), administrée dé&s le jour O du dernier stade, provoque, une augmentation du
nombre des cellules de régénération. Injectée & des doses suffisantes & partir du jour
1 4 des larves du dernier stade, permanentes ou non, l'ecdysone provoque une diffé-
renciation précoce des cellules de régénération en épithélium imaginal. Les larves
sont sacrifides dé&s qu'apparalt, par transparence 3 travers l'ancienne cuticule, la
sclérification des griffes ; ce phénoméne qui intervient chez les témoins au l7e
jour de l'intermue et coincide avec la différenciation de 1'épithélium imaginal,
se manifeste 7 jours ou 8,5 jours aprds l'injection de O~ ou de B-ecdysone respec-
tivement.

Quelque soit le moment de l'injection (jour 1 ou plus tard), 1'épithélium

induit compte un nombre de cellules sensiblement constant : de 1'ordre de 1200 ou
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de plus de 2000 par coupe transversale aprés apport de - ou d'd-ecdysone respec—
tivement. De plus, le délai entre 1l'injection et la réalisation de 1'épithé&lium
imaginal est toujours plus grand aprés administration d'¢— qu'aprés injection de
B-ecdysone. Celle-ci agirait donc plus rapidement en tant que facteur différencia-
teur, alors que 1'0-ecdysone aurait un rdle spécifique dans les synthéses d'ADN

et agirait avant tout sur la multiplication cellulaire.

Le nombre de cellules du tissu réticulé induit par 1'injection d'ecdysone
et dont l'apparition accompagne en général celle de 1'épithélium imaginal est fonction
de la nature de l'ecdysone introduite @- ou B-). Les valeurs obtenues sont en effet
toujours plus élevées aprés injection d'@- ecdysone dont la spécificité plus grande
a 1'égard des synthéses d'ADN expliquerait en partie l'apparition constante du tissu
réticulé, ainsi que son plus fort développement. Néanmoins, le pourcentage du nombre
des cellules du tissu réticulé présentes dans 1'ensemble des cellules (réticulées
ou imaginales) issues des nids de régénération est toujours plus &levé aprés injection
d'®-ecdysone. '

I1 semble qu'au début du dernier stade larvaire les cellules de régémé-
ration soient le si&ge de deux programmations successives, l'une de type "nymphal",
l'autre de type imaginal, aboutissant & la formation du tissu réticulé, puis de
1'épithélium imaginal. En admettant une action spécifique de 1'0--ecdysone surla
différenciation du tiséu réticulé, il reste i savoir si celle-ci s'exerce au moment
de la programmation des cellules de régénération ou au moment de leur différenciation.
Une réponse pourrait &tre apportée par plusieurs injections successives d'ecdysone
de m@me nature (soit®s soit B ou différente (o-, puis B-ecdysone ou inversement),
ou encore par des cultures 27 Vitro de fragments de mésentéron sur des milieux dont
les composantes hormonales seraient modifiées & volonté.

Les points acquis sur le déterminisme de la métamorphose mésentérique
d'4Aeshna cyanea peuvent se résumer ainsi :

- La programmation '"nymphale", puis imaginale des cellules de régénération
intervient dés le début de la derniére intermue ; tout en restant sous la dépendance
de 1'hormone juvénile, elle demande la présence d'ecdysone.

- La multiplication des cellules de régénération est sous le contrdle de
1'ecdysone. L'o-ecdysone parait exercer une action spécifique sur les synthé&ses d'ADN,
alors que la B-ecdysone contrSle avant tout la différenciation de ces cellules.

- L'g~ecdysone semble favoriser la différenciation du tissu réticulé car,

injectée en début de stade, elle provoque son apparition d'une manidre constante.
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Son faible développement aprés injection de B-ecdysone qui, au contraire, hite
1'apparition de 1'épithélium imaginal pourrait s'expliquer par le fait que la
présence de doses méme faibles de cette hormone a pour effet de courtcircuiter
1'étape du tissu réticulé,

L'analogie signalée parlquelques auteurs entre certains processus de la
métamorphose mésentérique des Odonates et des Diptéres Cyclorraphes, tels l'apparition
puis le rejet du tissu réticulé, mérite d'€@tre réexaminde, chez Calliphora erythrocephaly
par exemple, sous l'angle d'un contrdle hormonal de la gen&se et de 1'évolution de

cette formation intestinale transitoire.
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