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INTRODUCTION :
L'OSMOREGULATION CHEZ LES VERS MARINS

I - Préambule

Les vers marins sont essentiellement constitués d'annélides et animaux
apparentés (sipunculiens et échiuriens) qui vivent dans les eaux marines ou
saumatres couvrant une étendue qui va des estuaires jusqu'au large des cotes
océaniques. Les polychétes, a quelques rares exceptions pres, forment la majeure
partie des annélides marines. Quelques rares especes d'annélides oligochetes comme
Clitellio arenarius (Miiller) font partie des vers marins.

La plupart de ces vers vivent dans des estuaires et d'autres milieux saumaétres
ou ils sont exposés aux fréquents changements de marée.

La polychete errante Nereis diversicolor en est un exemple. Cette espece de
Nereidae est largement répandue dans le monde et se rencontre dans les vases plus
ou moins polluées depuis la mer baltique,le nord-ouest de I'Europe et le nord-est de
I'Amérique du nord jusqu'a la méditerranée, la mer noire et la mer caspienne
(Smith, 1977). D'autres Nereidae comme Nereis virens et Nereis limnicola sont
moins largement distribuées. Nereis virens se rencontre dans les lagunes de 'océan
atlantique nord. Nereis limnicola a été localisée dans le sable vaseux des estuaires de
I'Oregon en Amérique (Oglesby, 1968a). Les estuaires abritent aussi des polychetes
sédentaires. Celles appartenant a la famille des Arenicolidae sont largement
répandues & travers le monde et se rencontrent dans les marécages et surtout dans le
sable vaseux de certaines plages des c6tes océaniques (Wells, 1963). Quelques
especes oligochétes font aussi partie de la faune des estuaires.

Les autres vers marins non présents dans les estuaires vivent dans les eaux
marines, au large des cdtes. Parmi ceux-ci se trouvent de nombreuses familles
d'annélides polychétes errantes a l'exemple des Glyceridae, Nephtyidae et
Eunicidae. Certains oligochétes comme Clitellio arenarius sont aussi présents en
milieu marin; cette espéce animale se rencontre généralement sur les parois
rocheuses ou dans les fentes rocheuses situées aux endroits ol les changements de
marée sont fréquents. Les sipunculiens et les échiuriens qui sont apparentés aux
annélides par certains traits de leur anatomie et leur structure larvaire, sont tous
marins.

La variation de la salinité est I'une des caractéristiques des eaux estuariennes
Cette variation est en rapport avec les saisons ou les changements de marée. Les
vers qui y vivent sont donc exposés a des fluctuations plus ou moins importantes de
la salinité. Lorsque ces fluctuations se traduisent par une baisse de salinité, elles
créent chez ces animaux un choc que l'on qualifie le plus souvent de stress
hypoosmotique, stress auquel ils doivent faire face pour leur survie. Suite a ce
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Chloride concentration of habitat of Nereis limnicola at Schooner Creek,
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to worm diggings.

Figure I (in Oglesby, 1968 a)



stress, le comportement de ces animaux varie d'une espéce a l'autre et a ét€ bien
étudié par de nombreux auteurs. Parfois, les fluctuations vont aussi dans le sens de
l'augmentation de la salinité du milieu; le comportement des vers dans ces
conditions a été trés peu envisagé.

La salinité des eaux au large des cOtes marines ne varie, par contre, que
légerement. Cette variation est souvent due aux changements de marée. Les vers de
ce milieu ne luttent pas en général pour leur survie parce qu'ils se trouvent dans des
conditions de salinité moins contraignantes.

Dans les paragraphes suivants, nous prendrons en exemple quelques espéces
dont nous étudierons le comportement dans des conditions de choc hypoosmotique
ainsi que les mécanismes d'adaptation mis en oeuvre dans le milieu naturel.

II - Comportement de vers marins en rapport avec la
baisse de salinité de leur environnement naturel.

Les études concernant la réponse des vers marins a l'altération de la salinité
de leur environnement ont été en grande partie effectuées chez les espéces vivant
dans les estuaires a cause des variations importantes de la salinité de ce milieu. En
milieu estuarien, dans les endroits ou la salinité est fortement réduite, on rencontre
en majorité des espéces dites euryhalines parce qu'elles supportent bien les
fluctuations trés importantes de salinité auxquelles elles sont en permanence
confrontées.

Les estuaires sont souvent alimentés en eau douce par des riviéres et fleuves
venant du continent. Pour cela, les variations saisonniéres du flux de ces cours d'eau
constituent 1'une des plus importantes sources de variations de la salinité des eaux de
ce milieu. A titre d'exemple, nous citerons une étude effectuée de 1965 a 1967 a
Schooner Creek, dans I'estuaire de Siletz Bay (Oregon, USA), sur I'une des cétes de
I'océan pacifique. La figure I est une illustration des variations de la salinité des
eaux de Schooner Creek dues aux variations saisonni¢res du flux de Siletz River qui
est la principale source d'eau douce de cet estuaire. On remarque sur cette figure
que les variations de salinité atteignent les eaux interstitielles infiltrées dans les
galeries ou s'abritent les vers. Les pluies, quand elles sont fortes, sont une source de
baisse rapide de salinité dans les estuaires. Il y a souvent émergence des vers a
marée basse et immergence & marée haute. Ces variations de salinité sont toutefois
moins importantes que les variations saisonni¢res décrites ci-dessus. Il est important
de souligner aussi qu'a marée basse I'évaporation éléve la salinité des eaux dans les
estuaires (Johnson,1967).

A T'inverse de celles des estuaires, les eaux au large des cotes océaniques sont
caractérisées par une salinité qui ne varie que légérement avec les changements de
marée. On y trouve en majorité des especes dites sténohalines parce qu'elles vivent
dans des conditions définies de salinité d'eau. Les variations importantes de salinité
sont vraisemblablement dangereuses, voire 1étales pour ces vers. Il convient
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cependant de noter qu'a marée basse, la pluie entraine quelquefois une baisse
sensible de la salinité de ce milieu (Oglesby,1981).

Utilisant des dilutions d'eau de mer artificielle pour créer en laboratoire des
conditions de variation de salinité semblables a celles du milieu naturel, de
nombreux auteurs ont étudié les réponses des vers euryhalins et sténohalins au choc

hypoosmotique.

IIT - Réponses des especes euryhalines. Notions
d'osmorégulation et d'osmoconformité.

Nereis diversicolor est le modele biologique le plus utilisé dans ces études
parce que, dans son milieu naturel, cette espeéce vit dans des conditions de variation
de salinité les plus extrémes. Dans les conditions expérimentale, elle peut résister
dans une marge de salinité allant de I'eau douce a au moins 200% d'eau de mer
normale (Oglesby, 1969a). Lorsque cet animal est transféré de 70% a 50% d'eau de
mer normale (Fletcher,1974), on observe une phase initiale d'augmentation
importante et rapide du volume corporel jusqu'a un maximum (augmentation due a
un important influx d'eau) suivie d'une phase de diminution lente de ce volume
(diminution traduisant un efflux d'eau) jusqu'a un nouvel état d'équilibre ou le
poids corporel reste stable (fig.II). Oglesby(1969b) observe que chez un grand
nombre d'espéces euryhalines et spécialement chez les Nereidae des estuaires, une
grande partie de I'excédent d'eau prise pendant la phase initiale d'influx est perdue
pendant toute la durée du plateau de diminution de volume corporel qui suit. La
tendance au retour a une teneur d'eau beaucoup plus basse, 1 a 3 jours apres
transfert hypoosmotique, est un signe de régulation volumique. D'aprés cet auteur,
les espéces qui régulent le mieux leur volume hydrique prennent le moins d'eau
possible pendant la phase initiale d'influx, gardent leur plateau de diminution de
volume beaucoup plus bas et retournent rapidement au volume du nouvel état
d'équilibre, pour un transfert hypoosmotique donné. D'aprés ce criteére, Nereis
diversicolor est un bon osmorégulateur. Ceci a d'ailleurs été confirmé par de
nombreuses études ( Smith,1955,1970a; Hohendorf,1963; Oglesby,1970). En effet,
chez cette espéce, la régulation hyperosmotique commence lorsque la salinité du
milieu extérieur passe en dessous de 35% d'eau de mer normale (salinité a 15%.). A
la suite de cette régulation, la concentration du liquide coelomique se maintient & un
niveau beaucoup plus élevé que celui du milieu extérieur.

Aux salinités externes extrémement basses, la concentration du liquide
coelomique reste maintenue a environ 1/4 a 1/3 de celle de l'eau normale. En
revanche, aux salinités du milieu extérieur supérieures a 35% d'eau de mer
normale, les variations de la concentration du liquide coelomique suivent celles du
milieu extérieur (fig.Ill); il y a donc osmoconformité du liquide coelomique par
rapport au milieu extérieur. Nereis diversicolor dans cet état est qualifiée
d'osmoconformiste.
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La courbe de variation de la concentration du liquide coelomique de ce
Nereidae en fonction de la variation de salinité externe ne ressemble pas a celle d'un
osmorégulateur dit parfait (fig.Ill); Nereis diversicolor est plutdt un
osmorégulateur partiel. C'est d'ailleurs le cas des vers marins osmorégulateurs.

Par ailleurs, une étude sur les variations de l'abaissement cryoscopique et
des teneurs ioniques du liquide coelomique en fonction de la salinité externe a
montré que la régulation osmotique du milieu intérieur de Nereis diversicolor
s'accompagne d'une régulation de tous les ions (De Leersnyder,1971). Oglesby
(1970) a observé chez ce Nereidae une régulation hyperionique pour Na-+ et Cl- aux
salinités externes inférieures a 25%-35% d'eau de mer normale et une
osmoconformité hyperionique pour les 2 ions aux salinités externes plus
élevées(fig.IV).

Des études sur le comportement en milieu hypoosmotique ont été effectuées
chez 4 espéces de Nereidae (Oglesby,1965,1968b) comprenant, en plus de Nereis
diversicolor, 3 espéces euryhalines vivant dans les estuaires : Nereis (Hediste)
limnicola Johnson, Laeonereis culveri (Webster) et Nereis (Neanthes) succinea
Leuckart. Il a été retrouvé chez ces 3 especes certaines similitudes avec Nereis
diversicolor : 1a régulation hyperosmotique commence lorsque la salinité du milieu
extérieur passe en dessous de 36% d'eau de mer normale, pour s'effrondrer aux
salinités inférieures critiques d'environ 1 a2 3% d'eau de mer normale. Aux salinités
externes supérieures 3 36% d'eau de mer normale, ces 3 Nereis euryhalines sont
osmoconformistes isoosmotiques. La régulation hyperionique pour Cl- a été
observée chez Nereis limnicola aux salinités du milieu extérieur inférieures a 30%
d'eau de mer.

Nereis virens que I'on rencontre aussi bien dans les estuaires que dans les
eaux marines peut, en condition expérimentale, survivre dans une marge de salinité
de 15 a 100% d'eau de mer. Elle est moins euryhaline que Nereis diversicolor,
Nereis limnicola, Laeonereis culveri et Nereis succinea. Oglesby (1982) a observé
chez cette espéce une légere régulation hyperosmotique et hyperionique pour Na+
et Cl-. La régulation hyperosmotique se met en place aux salinités du milieu
extérieur en dessous de 25% d'eau de mer normale et s'effondre aux salinités
inférieures a3 15% d'eau de mer normale. Par contre, aux salinités externes
supérieures a 25% d'eau de mer normale, Nereis virens est osmoconformiste
légérement hyperosmotique (fig.V). Les niveaux de régulation hyperosmotique et
hyperionique chez cet animal sont en général trés inférieurs a ceux observés chez
Nereis diversicolor, Nereis succinea et Nereis limnicola (Oglesby,1969b,1978).

Dans des conditions de laboratoire, les arénicoles survivent aux salinités d'au
moins 23% d'eau de mer, mais ne peuvent, en milieu naturel, résister longtemps
aux salinités inférieures a 50% d'eau de mer normale (Oglesby,1973). Ces vers sont
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moins euryhalins que Nereis vivens. Dans les limites de salinité de survie, la
concentration du liquide coelomique de Abarenicola pacifica et celle d'Arenicola
marina varient avec la salinité du milieu extérieur dans les mémes proportions tout
en se maintenant aux valeurs toujours plus élevées par rapport a ce milieu. Ceci
montre une limitation importante de la capacité d'osmorégulation. Ces 2 espeéces
d'arénicoles sont osmoconformistes hyperosmotiques. Ce comportement est
vraisemblablement commun & toutes les arénicoles (fig.VI). Il a par ailleurs été
observé que le liquide coelomique d'Abarenicola pacifica était 1égerement
hypoionique au milieu extérieur a toutes les salinités. La régulation ionique semble
en général aussi limitée dans cette famille de polychétes.

Clitellio arenarius est isoosmotique en eau de mer normale, mais
osmoconformiste hyperosmotique en milieu dilué. Cet annélide oligochete est
hyperionique pour Na+ et K+ et hypoionique pour Cl- en eau de mer normale ou
diluée dans les conditions expérimentales (Oglesby,1978; Ferraris et Schmidt -
Nielsen,1982; Ferraris,1984).

En résumé, les régulations hyperosmotiques et hyperioniques aux faibles
salinités, couplées a I'osmoconformité aux salinités élevées, semblent étre chez les
vers euryhalins osmorégulateurs la réponse adaptée aux variations de la salinité de
leur environnement naturel. Par ailleurs, chez les vers les moins euryhalins comme
les arénicoles, I'absence d'osmorégulation hyperosmotique est compensée par une
osmoconformité hyperosmotique. Ces vers, par ce moyen, maintiennent plus élevée
la concentration du liquide coelomique par rapport au milieu extérieur dans les
limites de salinité de survie.

IV - Réponses des espéces sténohalines

Les marges de salinités tolérées sont trés réduites chez la plupart des vers
sténohalins a l'exemple des sipunculiens, échiuriens et quelques espéces polychétes
comme Nereis vexillosa et Phyllodoce maculata. A titre d'exemple, la marge de
salinités tolérées par le sipunculien Phascolopsis gouldi va de 100 4 45% d'eau de
mer. A toutes les salinités de survie, cette espéce animale est osmoconformiste, mais
isoosmotique, puisque la concentration du liquide coelomique est semblable a celle
du milieu extérieur (fig.VII). Pour cette raison, on I'a comparée a tort 2 un simple
osmometre, parce qu'en réalité, cet animal posséde des capacités limitées de
régulation volumique aux salinités supérieures a 58% d'eau de mer. Une absence de
régulation ionique a aussi ét€ notée chez P.gouldi (Oglesby,1982). Trois autres
sipunculiens, Themiste dyscrita (Oglesby,1968b; Foster,1970), Phascolosoma
arcuatum (Green et Dunn,1976) et Physcosoma lurco (Harms et Dragendorff,1933)
sont osmoconformistes isoosmotique tout comme Nereis vexillosa (Oglesby,1965).



Apres toutes ces observations, nous pouvons dire que les vers sténohalins,
contrairement aux euryhalins, ont des capacités tres réduites de résistance aux
variations de la salinité de leur milieur naturel. En effet, en réponse aux variations
de salinité externe, dans les limites de salinité de survie de ces animaux, les
mouvements d'eau et d'ions suivent, 3 travers leur tégument, la direction imposée
par le gradient de concentration pour restaurer I'équilibre de concentration de part
et d'autre de la paroi corporelle. Ce sont, pour la pluplart, des osmoconformistes
isoosmotiques et, a ce titre, ils n'ont aucun moyen de survie aux salinités extrémes.

Nous verrons au paragraphe suivant les mécanismes par lesquels, d'une part,
s'opérent les régulations hyperosmotiques et hyperioniques chez les vers
osmorégulateurs et, d'autre part, comment le liquide coelomique reste hypertonique
par rapport au milieu extérieur dans les limites de salinité de survie chez les vers
osmoconformistes hyperosmotiques.

V - Mécanismes d'adaptation chez les osmorégulateurs et
les osmoconformistes hyperosmotiques

V.1.Mécanismes de régulation osmotique et ionique chez les
osmorégulateurs.

Les moyens physiologiques par lesquels les vers marins osmorégulateurs
s'opposent aux entrées d'eau excessives et maintiennent I'hypertonicité du liquide
coelomique quand ils sont transférés d'un milieu de salinité relativement élevée a un
milieu de salinité beaucoup plus faible ont fait I'objet de nombreuses investigations
effectuées en général chez les Nereidae. 1l ressort de ces études que les mécanismes
de régulation osmotique et ionique incluent :

- Un transport actif des sels du milieu extérieur vers le liquide coelomique.
Un transport contre le gradient de concentration a travers la paroi corporelle de
Na+ (Oglesby,1972) et de Cl- (Smith,1970a) a été observé chez Nereis diversicolor.
Mangum et Saintsing (1979) et Mangum, et al. (1980) ont observé chez Nereis
succinea une augmentation importante de I'activité Na+ K+ ATPases au niveau des
parapodes antérieurs lorsque ce ver a été transféré dans un milieu de salinité faible
ou s'effectue la régulation hyperosmotique. Cette observation a conduit ces auteurs
a situer le lieu de transport du Na+ au niveau des parapodes antérieurs.

- Une réduction de la perméabilité a l'eau et aux sels de la surface
corporelle. Oglesby(1968a) a observé, chez Nereis limnicola, une baisse de la
perméabilité au Cl- aprés un transfert hypoosmotique. La perméabilité de la paroi
corporelle de Nereis diversicolor au Na+ et Cl- est réduite aux faibles salinités
(Smith,1976). A un transfert hypoosmotique donné, les espéces les plus euryhalines
prennent moins d'eau que les espéces sténohalines et démontrent ainsi une réduction
de la perméabilité a I'eau de leur surface corporelle (Oglesby,1969b).



- Une production d'urine hypoosmotique. L'urine de Nereis diversicolor est
hypoosmotique au liquide coelomique lorsque ce ver est adapté aux tres faibles
salinités (Smith,1970b). Oglesby(1972) a observé une diminution de la perte
urinaire de Na+ chez le méme animal adapté aux faibles salinités. Smith(1970b)
suggére que la production d'une urine hypoosmotique pourrait considérablement
réduire le total des pertes salées chez les vers adaptés aux milieux proches de I'eau
douce.

V.2. Mécanismes d'adaptation aux faibles salinités chez les osmo-
conformistes hyperosmotiques.

Les mécanismes d'adaptation aux salinités réduites ont ét¢ moins clairement
établis chez certains vers osmoconformistes hyperosmotiques que chez les vers
osmorégulateurs. Des observations faites par certains auteurs ont permis d'obtenir
quelques imformations sur les moyens utilisés par les arénicoles pour maintenir
I'hypertonicité du liquide coelomique en milieu dilué.

Spaargaren et Weber (1979) ont observé dans le liquide coelomique
d'Arenicola marina, une diminution de solutés organiques suite au stress
hypoosmotique et une augmentation d'électrolytes quand ce ver est placé en milieu
de salinité plus élevée. A la suite de ces observations, ces auteurs concluent que la
régulation volumique chez cet animal s'explique par I'équilibre de Donnan qui
s'établit a travers la paroi corporelle.

Reitze et Schottler (1989) ont détecté deux principaux mécanismes de
régulation volumique chez Arenicola marina, suite au stress hypoomotique : I'un est
extracellulaire et l'autre intracellulaire. En effet, pendant I'adaptation en milieu de
salinité réduite (salinité a 12%o.), les cellules de la paroi musculaire de ce ver
diminuent de volume et, simultanément, les concentrations cellulaires d'alanine et
de glycine baissent aussi. Ces deux acides aminés ont été métabolisés puisque leur
diminution est concomitante a I'augmentation considérable de I'excrétion
d'ammoniac en milieu dilué. L'importance de I'alanine et de la glycine par rapport
aux autres acides aminés présents dans la paroi musculaire de cette annélide
polychéte avait déja été signalée (Duchateau-Bosson et al.,1961). La réduction de
leurs concentrations intracellulaires suite au stress hypoosmotique avait aussi été
observée par Felbeck (1980). Les roles des acides aminés dans I'osmorégulation

chez les invertébrés est bien connu de nos jours (voir, par exemple,
Clark,1968,1973).

Rappelons que la régulation hyperosmotique par des substances cellulaires
osmotiquement actives telles que les acides aminés libres et certains ions



inorganiques a d'ailleurs été observée chez les mollusques et les crustacés (Pierce et
Greenberg,1973; Pierce,1982).

En résumé, le maintien de I'hypertonicité du liquide coelomique chez les
arénicoles placées en milieu dilué est lié a la régulation volumique intracellulaire
dans laquelle le métabolisme de l'alanine et de la glycine joue un role important.

V.3. Conclusion

Les vers marins n'ont pas les mémes capacités de résistance aux variations de
salinité externe. Les moyens de résistance qu'ils ont acquis au cours de leur
existence sont en rapport avec les problémes rencontrés en milieu naturel. Ainsi, on
note une faible capacité de résistance chez les vers sténohalins puisque la salinité de
leur milieu varie trés peu. Ils sont, pour la plupart, osmoconformistes
isoosmotiques.

Chez les vers euryhalins, par contre, les capacités de résistance sont plus
grandes et leur permettent (de survivre, ou en d'autres termes) de s'adapter aux
variations importantes de la salinité de leur environnement naturel. Parmi eux, on
distingue les osmorégulateurs dont les capacités de résistance sont beaucoup plus
grandes et les osmoconformistes hyperosmotiques dont les capacités de résistance
sont relativement moins importantes. Les mécanismes d'adaptation aux variations de
salinité externe observés chez les vers sténohalins ainsi que chez les vers euryhalins
osmorégulateurs ou osmoconformistes hyperosmotiques différent donc nettement.

VI- Controle neuroendocrinien de 1'osmorégulation.

Trés peu de travaux ont été réalisés dans ce domaine et les résultats sont
parfois contradictoires.

Les études expérimentales effectuées par De Leersnyder et Durchon (1969)
ont abouti a la conclusion que le cerveau de la néréis ne joue aucun role dans la
balance hydrique. Par contre, chez I'oligochéte marin, Clitellio arenarius, il a été
montré que des facteurs neuroendocriniens sont impliqués dans le maintien, en
milieu dilué, de I'hypertonicité du liquide coelomique. Ces facteurs agissent en
stimulant le prélévement des ions Na+ et Cl-, probablement au niveau tégumentaire
ou intestinal, et en augmentant le débit urinaire. En effet, en milieu dilué, I'ablation
des ganglions cérébroides, d'une part, augmente les pertes de Na+ et Cl-
extracellulaires, et, d'autre part, diminue l'excrétion du liquide extracellulaire
(Ferraris et Schmidt - Nielsen,1982; Ferraris,1984).
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Objectifs de 1'étude

L'adaptation de I'annélide polychéte Nereis diversicolor. OF. Miiller (nom
actuel : Hediste diversicolor) a la vie des estuaires dans un environnement tres
souvent pollué, est maintenant bien connue.

Des mécanismes de défense contre les pollutions métalliques ou bactériennes
ont été détectés chez cet animal puis soigneusement décrits (voir, par exemple,
Demuynck ef al.,1991; Dhainaut-Courtois et al.,1991; Septier et al.,1991; Demuynck
et Dhainaut-Courtois, 1993; Salzet-Raveillon et al.,1993).

Par contre, s'il a expérimentalement ét€¢ démontré que cet invertébré
euryhalin peut résister sans dommage a de grandes variations de salinité
(Hohendorf,1963; De Leersnyder et Durchon,1969; De Leersnyder,1971;
Fletcher,1974 a et b; Mangum et Saintsing,1979; Spaargaren et Weber,1979; Costa
et al.,1980; Costa et Pierce,1983; Pierce et al.,1988; Reitze et Schottler,1989), les
processus physiologiques par lesquels se fait le controle de I'osmorégulation restent
inconnus.

De nombreuses études cytologiques, expérimentales et biochimiques ont
pourtant été effectuées chez la néréis.

En effet, les études du systtme nerveux des annélides polychétes ont été
initiées au 19¢éme siécle (Quatrefages,1865) et sont passées depuis par des étapes
variées marquées par le développement et l'application de nouvelles techniques
(Dhainaut-Courtois et Golding,1988; Pfannenstiel et Grothe,1988). Il convient de
faire un rappel des anciennes études anatomiques et histologiques (revues par
Bullock et Horridge,1965; Dhainaut-Courtois,1970; Dhainaut-Courtois et
Golding,1988) et des premiéres descriptions par Scharrer (1936) des cellules
neurosécrétrices du cerveau de Nereis.

Des études expérimentales effectuées par Durchon et d'autres auteurs (voir,
par exemple, Durchon et Joly,1978) ont établi le statut neuroendocrinien du
cerveau chez cette annélide polychete et les microscopie photonique et électronique
ont de manicre corrélative permis de décrire les différents types de cellules
nerveuses et le complexe neurohémal (revues par Dhainaut-Courtois,1970;
Dhainaut-Courtois et Golding,1988; Pfannenstiel et Grothe,1988).

Par ailleurs, des expériences immunocytochimiques ou biochimiques ont
permis de détecter et de localiser dans le systtme nerveux de ce ver des
neurotransmetteurs classiques et de nombreux peptides immunologiquement
apparentés a ceux des vertébrés (voir, par exemple, Dhainaut-Courtois er al.,1986;
Dhainaut-Courtois et Golding,1988; Baratte ez al., 1990, 1991).

Des reconstitutions particlles de cerveau et de chaine nerveuse ventrale de
Nereidae montrant la distribution des noyaux ganglionnaires (bibl.in Dhainaut-
Courtois, 1970) ainsi que les neurotransmetteurs conventionnels et les différents
types de peptides de vertébrés (Dhainaut -Courtois et al., 1986; Dhainaut-Courtois
et Golding,1988) ont été effectuées.



Aucune des études citées ne concerne l'osmorégulation. I1 convient toutefois
de rappeler que les résultats des études expérimentales effectuées par De
Leersnyder et Durchon (1969) indiquaient que le cerveau de la néréis ne devait
jouer aucun rdle dans la balance hydrique. Ceci parait surprenant puisque le
contrdle neurohormonal de I'osmorégulation a été établi chez les annélides
oligochétes (Takeuchi,1980; Ferraris et Schmidt-Nielsen,1982; Ferraris,1984; Oka
et al.,1984) et achétes (Malécha,1979,1983; Malécha er al.,1986,1989). De plus,
chez les achétes, des molécules immuoréactives avec les anticorps dirigés contre
I'ocytocine (OT), la vasopressine (VP) et l'angiotensine II (A II) de vertébré,
respectivement dénommées "Leech antidiuretic peptide” (LADP) selon la
terminologie anglaise, lysine-conopressine et angiotensine II-amide (All-amide),
ont été récemment isolées et caractérisées (Salzet er al.,1993 a, b et c; Salzet et
al.,1995). 11 a été clairement
démontré dans ce groupe d'annélides que les molécules immunoréactives citées ci-
dessus jouent un role dans le contrdle volumique.

I1 a donc semblé intéressant de reprendre chez Nereis diversicolor les études
relatives a l'osmorégulation par des approches immunocytochimiques et
expérimentales a l'aide des anticorps et des peptides testés chez la sangsue.

En bref, nous avons poursuivi les travaux d'Holmgren(1916),
d'Hanstrom(1927,1928) et de Dhainaut-Courtois(1970) qui  concernent
l'architectonie du cerveau de Nereidae montrant la distribution des noyaux
ganglionnaires dans lesquels sont localisées les cellules immunoréactives. Ceci nous
a conduit a effectuer, a l'aide d'un ordinateur, une reconstitution tridimensionnelle
du cerveau de Nereis diversicolor a partir des coupes sériées. De plus, nous avons
réalisé cette étude dans le but de rechercher chez cet animal la présence de peptides
apparentés a I'angiotensine I(AI), 'AIl et I'OT de mammifére et de déterminer, par
des expériences physiologiques, le rble éventuel de ces peptides dans
'osmorégulation chez la néréis.
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Matéreils et méthodes
I - Matériel biologique

Des spécimens de Nereis diversicolor ont été récoltés au printemps 1994
dans la vase de l'estuaire de 1'Aa, a Petit-Fort-Philippe (France). Les vers ont été
acclimatés au laboratoire a I'eau de mer normale fournie par le laboratoire de
biologie marine de Wimereux, pendant au moins une semaine avant le début des
expériences. Des femelles immatures (diameétre ovocytaire 55-76 um et 90-116 um)
ont été sélectionnées pour cette étude.

II - Antisérums

Les anticorps polyclonaux dirigés contre l'angiotensine 1 (a-Al),
I'angiotensine II (a-AIl) et l'ocytocine (a-OT) de mammifere ont été produits au
laboratoire. Ils ont été obtenus par immunisation de lapins avec des peptides
synthétiques couplés au sérum albumine humain ou a la thyroglobuline et
émulsionnés avec l'adjuvant complet de Freund (Malecha er al.,1986; Salzet er

al.,1993 a et b).
IIT - Immunocytochimie

Cette étude a été réalisée sur le cerveau et la chaine nerveuse ventrale en
microscopie photonique.

II1.1.Coupes a la paraffine

Des prostomiums et des métameres ont été fixés par le liquide de  BOUIN-
HOLLANDE dépourvu d'acide acétique, auquel a été ajoutée une solution saturée
de chlorure mercurique (10%). Aprés déshydratation dans les alcools et passage
dans l'alcool butylique, les pi¢ces ont été incluses dans de la paraffine puis débitées
en coupes sériées de 7 um d'épaisseur dans le plan sagittal ou horizontal.

II1.2.Coupes au cryostat

Des prostomiums ont été fixés pendant 24 heures dans une solution de
paraformaldéhyde a 4% préparée dans le tampon phosphate Sorensen 0,2M, pH 7,2,
puis lavés toute la nuit dans le méme tampon contenant 15% de sucrose et inclus
dans du Tissu Tek (laboratoire Miles, Naperville, Illinois). Les tissus ont ensuite été
congelés dans de l'azote liquide puis débités au cryostat en coupes sériées de 10 um
d'épaisseur (plan sagittal). Les coupes ont été montées sur des lames gélatinées et
brievement séchées a l'air.
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II1.3.Application de la technique

Les coupes a la paraffine et au crystat ont été traitées selon la technique
indirecte d'immunocytochimie (ICC) précédemment décrite (Engelhardt et al.,1982;
Dhainaut-Courtois et al.,1985). Des coupes a la paraffine ont été déparaffinées,
réhydratées et décolorées dans du métabisulfite de sodium a 2%. Elles ont ensuite
été incubées dans des sérums anti-All, anti-Al et anti-OT alors que des coupes
débitées au cryostat ont été incubées uniquement avec des sérums anti-All et anti-Al
Ces antisérums primaires ont été dilués dans le tampon Coons (pH 7,2) avant d'étre
utilisés en incubation (12-16 heures, dilution 1/300,4°C). La spécificité de
I'antisérum a été évaluée par des tests d'absorption dans lesquels I'antisérum dilué a
été incubé avec l'antigéne pendant toute la nuit a une dose de 100 ug d'antigéne/ml
d'antisérum pur. Aprés les premieres incubations et le lavage au tampon, une
deuxiéme incubation de 4 heures par une dilution dans le tampon Coons au 1/40
d'IgG de mouton anti IgG de lapin conjuguées a la peroxydase de Raifort (Institut
Pasteur, Paris) a suivi. La visualisation de l'activité peroxydasique a été effectuée en
plongeant les lames dans une solution de 4-chloro-1 naphtol/méthanol froid
(4m1/200ml de tampon Tris-HCI 0,IM pH 7,6/0,02% H202). Les comparaisons
entre les réactions immunologiques et les colorations histologiques ont été effectuées
par décoloration avec I'acétone (Tramu er al.,1978) des coupes marquées suivie que
d'une coloration selon la méthode de Clark(1955) modifiée, dans laquelle le

chromotrope 2R a été remplacé par I'hématoxyline de Groat (Dhainaut-Courtois et
al.,1986).

IV - Reconstitution assistée par ordinateur

Des tissus ont été fixés au Bouin-Hollande sans acide acétique pendant 24
heures, puis inclus dans de la cytoparaffine et débités en coupes horizontales sériées
de 7, um d'épaisseur. Des coupes de prostomium ont été colorées selon la méthode
de Clark(1955) modifiée comme décrit ci-dessus. Ces coupes ont été par la suite
observées puis photographiées.

Des images de coupes sériées du cerveau projetées a l'aide d'un projecteur
de négatifs (négatifs obtenus aprés développement des films en laboratoire photo)
ont été reproduites sur des papiers millimétrés CANSON. Une reconstitution
tridimensionnelle a été effectuée a partir des images de coupes sélectionnées de
cerveau, selon les méthodes CATIA (Conception Assistée Tridimensionnelle Inter
Active) systtme DASSAULT (France) précédemment décrites (Palluault er
al.,1991; Fewou et Dhainaut-Courtois,1995).

V - Expériences physiologiques

Cette étude a été réalisée pour la premiére fois chez des Nereis diversicolor
femelles ayant un diametre ovocytaire de 90-120 um. Des vers acclimatés a l'eau

12



de mer normale ont été individuellement séchés légeérement sur papier filtre puis
pesés quelques minutes avant l'expérimentation, et leurs poids ont été enregistrés
(poids initial). Ils ont été ensuite répartis en groupes de vers traités et groupes de
vers témoins de 10 a 20 animaux par groupe. Des tests différents ont été
successivement entrepris :

Dans un premier test, 10 ul de sérum brut non dilué¢ contenant des anticorps
a-All, a-Al ou a OT ont été injectés dans le coelome de chaque animal traité
appartenant respectivement aux groupes a-All, a-Al et a-OT avant le transfert en
eau de mer diluée.

Dans un second test, les animaux traités ont regu en injection de 10 ul d'une
solution 3 10 nmol/ml, soit de peptide synthétique (Neosystem) correspondant a
I'angiotensine II-amide (groupe All-amide) isolée chez Erpobdella octoculata
(Salzet et al.,1995), soit d'angiotensine II synthétique (Sigma)(groupe AII). Les
solutions citées ci-dessus ont été obtenues par dilution de peptides synthétiques avec
de l'eau de mer normale et, pour cette raison, les animaux témoins (groupe
Placebo) ont recgu en injection de 10 ul d'eau de mer normale.

Dans les deux tests, des groupes de vers témoins n'ayant regu aucune
injection et, soit transférés en eau de mer diluée (groupe Cdsw), soit restés en eau
de mer normale (groupe Cnsw) pendant toute la durée de 1'expérimentation, ont été
constitués. L'eau de mer diluée a 20% a été préparée par dilution de I'eau de mer
normale avec l'eau distillée. Le liquide coelomique des vers était considérablement
hyperosmotique par rapport a I'eau de mer diluée.

Les expériences ont commencé quand les animaux de tous les groupes ont été
séparément transférés de l'eau de mer normale dans l'eau de mer diluée a 20%,
exceptés ceux des groupes Cnsw qui sont restés dans I'eau de mer normale. Les
variations de poids de ces vers ont été suivies toutes les heures ou toutes les deux
heures depuis le début jusqu'a la fin du test avec séchage rapide des vers suivi de
pesées individuelles. L'effet du traitement a été estimé en calculant aux intervalles
de temps propices qui ont suivi le début du test, la moyenne de variation de masse
de chaque groupe de vers évalué en fraction de masse initiale ou masse avant le
transfert hypoosmotique. Chaque moyenne de variation de masse a été donnée avec
son intervalle de confiance (risque : 0,05). Les différences statistiques entre les
groupes de vers traités et les groupes témoins ont été déterminées soit par l'analyse
de variance a une voie, soit par le test de Student bilatéral et non apparié (Snedecor
et Cochran,1967). :
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Résultats

I - Caractéristiques morphologiques et immunocytochimiques

Les descriptions antérieures du systéme nerveux central de la néréis ont été
nécessaires pour l'identification des structures nerveuses immunoréactives. Il
convient ici de rappeler que 3 des 7 principaux types cellulaires des noyaux
ganglionnaires du cerveau sont situés dans un méme noyau (noyau 20) et que leurs
immunoréactivités différent souvent : le type cellulaire II ou cellule unipolaire
ayant une nette affinité pour le vert lumiére, le type cellulaire Ia ou cellule
fuchsinophile (PF+) de petite taille et souvent bipolaire, et enfin Ie type cellulaire Ib
ou cellule PF+ unipolaire et de grande taille (voir, par exemple, Dhainaut-
Courtois,1970).

Les images des coupes dorsales, médianes et ventrales du prostomium,
reproduites aprés projection de négatifs sont représentées par les figures 1(a,b et ¢);
elles montrent la distribution dans un plan horizontal des 26 noyaux ganglionnaires
du cerveau (voir aussi la vue tridimensionnelle sur la fig.2). La figure 3 présente
une vue horizontale de la chaine nerveuse ainsi que ses 3 principaux groupes
cellulaires (groupe cellulaire antérieur: AG; groupe cellulaire médian : MG; groupe
cellulaire postérieur : PG) selon Dhainaut-Courtois et Warembourg(1967) et
Dhainaut-Courtois(1970).

La description des immunoréactivités obtenues dans cette étude a été
effectuée dans l'ordre suivant : d'abord les immunoréactivités en rapport avec
I'angiotensine II (AIl), ensuite celles en rapport avec l'angiotensine I (AI) et en
troisiéme position, celles en rapport avec l'ocytocine (OT). La spécificité des
immunoréactions a été vérifiée, puisqu'aucun marquage n'a été observé dans les
coupes témoins de cerveau et de métamere incubées, soit dans un milieu dépourvu
de sérum primaire, soit dans un milieu ou le sérum primaire a été préabsorbé par
I'antigéne. La plupart des antisérums testés ont donné de bons résultats avec
cependant quelque différence dans l'intensité du marquage. Les principaux résultats
sont résumés dans le tableaul. Les illustrations présentent des structures, soit
fortement marquées, soit d'une importance particuliére.

I.1.Peptide apparenté a I'Angiotensine II (AIT*)

Les coupes au cryostat et a la paraffine ont montré les mémes
immunoréactions pour 1'AIl et nous avons choisi de décrire seulement celles des
coupes a la paraffine. Les coupes de cerveau des vers plus jeunes (diamétre
ovocytaire 55-76 um) et celles des vers plus 4gés (90-116 um de diamétre
ovocytaire) ont présenté une similitude dans la distribution de l'immunoréactivité
des noyaux ganglionnaires mais pas dans celle des tractus nerveux. Ainsi, 2 ou 3
cellules faiblement 8 modérément immunopositives pour I'AIl ont été observées au
niveau de quelques noyaux ganglionnaires (les noyaux 4,5,7,9,10,14,15 et 17) des
parties antérieure et caudale du cerveau. Plus de 3 péricaryons positivement
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marqués ont été observés seulement dans le noyau 20 (fig.4a). IIs ont été identifiés
apres la coloration de Clark comme appartenant a un petit nombre de cellules de
type Ia, petites et PF+, et 4 une grande cellule PF+ de type Ib. Les fibres nerveuses
immunoréactives du cerveau ont été restreintes aux nerfs (nerfs X + XI) et
commissure optiques (fig. 4a). Chez les vers plus jeunes, alors que largement
distribuées chez les vers plus 4gés, elles ont été observées dans un grand nombre de
tractus nerveux tels que la région du neuropile située au voisinage de I'aire
neurohémale, le neuropile antérieur, le nerf antennaire (nerf II), le nerf sensitif III,
les nerfs palpaires (nerfs V et VI) (fig.4b), le collier périoesophagien en plus des
nerfs et commissure optiques déja mentionnés chez les vers plus jeunes.

Seules les coupes de métameres des vers plus dgés ont présenté des réactions
immunopositives. Les péricaryons immunoposifs de la chaine nerveuse ventrale ont
été exclusivement observés au niveau de 2 grands corps cellulaires appartenant au
groupe cellulaire postérieur. Le cytoplasme de ces cellules a été coloré en vert par
la coloration de Clark. Des fibres nerveuses immunoréactives, largement
dispersées, ont été observées a l'intérieur de la chaine nerveuse ventrale, dans le
neuropile, la racine du nerf II, les fibres géantes latérales et médianes (IGF et
mGF)(fig.5a) et & l'extérieur de la chaine nerveuse, dans les nerfs périphériques
ventraux et parapodiaux (fig.6a). Les structures non nerveuses immunopositives du
métamere étaient exclusivement représentées par les cellules épithéliales tres
souvent situées pres des nerfs périphériques.

I.2.Peptide apparenté a I'Angiotensine I (AI*)

L' immunoréactivité pour I'Al a été plus marquée et plus largement
distribuée que celle pour I'AIl au niveau des cellules du cerveau et de la chaine
nerveuse ventrale. En général, certaines similitudes et une légere différence entre
les deux immunoréactivités ont ét€ observées. Les péricaryons du cerveau
immunopositifs pour I'AI ont été observés dans les noyaux 9,10,13,14,15,20 et 26.
Les péricaryons immunopositifs du noyau 20 ont été limités aux cellules ayant une
affinité pour le vert lumicre. Les fibres nerveuses immunoréactives du cerveau ont
été exclusivement observées dans les nerfs palpaires VI et VII ainsi que dans les
nerfs et commissure optiques. A l'extérieur du cerveau, le marquage du
prostomium a été observé au niveau de I'organe nucal (NO) (fig.4g), un organe
sensoriel de type chimiorécepteur.

Les structures de la chaine nerveuses immunoréactives pour I'Al étaient
restreintes au neuropile et au groupe cellulaire médian (MG) (fig.5¢,d). La
coloration de Clark a, par la suite, révélé que lun des corps cellulaires
immunoréactifs du MG était PF+ alors que les autres n'ayant aucune affinité
tinctoriale pour la fuchsine paraldéhyde ou pour le vert lumiére, appartenaient au
type cellulaire C ou type ordinaire. A l'intéricur du métamére, en dehors de la
chaine nerveuse ventrale, 'immunoréactivité était exclusivement présente dans le
tissu intestinal (fig.6b).
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1.3.Peptide apparenté a I'ocytocine (OT*)

Les immunoréactivités du cerveau et de la chaine nerveuse ventrale pour
I'OT ont été en général bien nettes et plus largement distribuées que celles pour
I'AIl ou I'AL. Le marquage des coupes de cerveau de vers plus jeunes a été assez
semblable & celui des vers plus 4gés. Une grande dispersion de péricaryons
immunopositifs a été observée d'un bout a l'autre du cerveau. Les principaux
noyaux ganglionnaires immunoréactifs pour I'OT ont été représentés par le noyau 4
au niveau antérieur, le noyau 15 au niveau du cerveau moyen (fig.4c) et les noyaux
20 (fig4c,d) et 21 au niveau du cerveau postérieur. Les péricaryons
immunoréactifs du noyau 20 ont été identifiés par la coloration de Clarck comme
appartenant aux petites cellules PF+ de type Ia (fig.4 e). De nombreux autres
noyaux (tels que les noyaux 5,7,8,9,10,13,17,18,22,23,24, et 25) ont été marqués,
mais ont présenté chacun seulement 2 ou 3 péricaryons fortement ou modérément
immunoréactifs (fig.4c et 6f). Des fibres immunopositives ont été observées dans
les pédoncules des corpora pedunculata (fig.6f), au bord de la partie antérieur du
neuropile située prés du noyau 4, a l'intérieur du neuropile au voisinage de l'aire
neurohémale et dans quelques terminaisons axonales de la région infracérébrale
(ICR). Les vaisseaux sanguins sous-jacents a la glande infracérébrale (ICG) ont
aussi été fortement marqués (fig.4c).

Une immunoréactivité importante a été observée dans les coupes de
métamere des vers plus 4gés. L'immunoréaction de la chaine nerveuse a été
exclusivement présente dans de nombreux péricaryons du groupe cellulaire médian
(fig 5b). Ces corps cellulaires étant de type C ou ordinaire (voir, Dhainaut-Courtois
et Warembourg,1967 ; Dhainaut-Courtois,1970) n'ont présenté d'affinité ni pour la
fuchsine paraldéhyde, ni pour le vert lumicre, aprés la coloration de Clark. Le
marquage des structures du métamére a l'extérieur de la chaine nerveuse a semblé
plus intéressant. A ce niveau, l'immuréactivité a été observée dans les vaiseaux
sanguins, les néphridies et quelques cellules intestinales dispersées dans le tissu
intestinal (fig.6 c,e). Pour les vers plus jeunes, l'immunoréactivité des coupes de
métamere était présente exclusivement dans les péricaryons du MG.

II - Reconstitution tridimensionnelle des structures internes du
cerveau

Les structures tridimensionnelles des noyaux ganglionnaires du cerveau ont
été¢ déterminées selon les descriptions antériecures de Holmgren(1916) et
d'Hanstrom(1928) révisées par Dhainaut-Courtois(1970). Ces 26 noyaux
ganglionnaires forment un anneau de corps cellulaires recouvrant aussi bien les
parties dorsales, latérales, ventrolatérales que les bords antéro-et postérolatéraux du
neuropile. Leur distribution autour de ce centre fibreux n'est pas homogene. Ainsi,
le regroupement le plus important de ces noyaux est observé dans la région
postérieure du cerveau (noyaux 15-22)(fig.1a,b et 2¢-f). Les noyaux 16-20 et 22
forment dans cette région un amas resserré qui entoure la partie latérale de la
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commissure mucale au niveau de la limite postérieure du neuropile (fig.1b). Les
noyaux médio-dorsaux (noyaux 8-12) sont dispersés sur la face dorsale du
neuropile (fig.2 c,d) alors qu'a la partie latérale du cerveau se trouve un autre
regroupement important de noyaux qui s'étend du nerf antennaire (nerf II) jusqu'au
voisinage de l'oeil antérieur (noyaux 1-3, 5-7, 13 et26) (fig.2 a,b).

Ce regroupement est cependant moins resserré que celui observé dans la région
postérieure du cerveau. Le long du bord antérieur du neuropile, quelques noyaux
antérieurs forment une chaine qui commence a l'une de ses extrémités par le noyau
4 entourant le nerf stomodéal (nerf I) et se poursuit par les noyaux 23, 24 et 25,
lesquels passent respectivement prés de la racine ventrale du collier péri-
oesophagien, la commissure de celle-ci et la racine des nerfs palpaires (fig. 1c et 2¢
et d).

La vue tridimensionnelle donne aussi des informations sur la taille et la
morphologie des noyaus ganglionnaires. Les noyaux les plus volumineux sont
représentés par les noyaux 4, 7, 10, 17, 19, 20 et 26 (fig.2 b-f). A la différence de
ces énormes noyaux et les noyaux les plus petits du cerveau que représentent les
noyaux 11, 12 et 23 (fig. 2d), les autres noyaux sont de taille relativement
moyenne. Certain noyaux ganglionnaires ont une morphologie caractéristique.
Ainsi, le noyau 15 posséde 2 lobes dorso-ventraux (lobes antérieur et postérieur); le
lobe postérieur est le plus grand des deux (fig. 2e). La partie postérieure du noyau
22 forme aussi 2 lobes (fig. 2f). Le noyau 20 est volumineux dans sa partie dorsale
et se présente ventralement sous forme de pointe (fig. 2f).

III - Etudes physiologiques.

III.1 - Effets des anticorps. En général, le poids des animaux témoins
restés en eau de mer normale a été assez stable tout au long du test (5fig.7 a-c). Par
contre, les vers transférés en eau de mer diluée (groupes Cdsw, a-All, a-Al et a-
OT) ont pris du poids comme décrit précédemment (De Leersnyder et
Durchon,1969 ; Fletcher,1974 a,b) : une augmentation rapide de poids corporel
Jjusqu'a un maximum, suivie d'une baisse lente jusqu'a un nouvel état d'équilibre
auquel le poids reste au-dessus de sa valeur initiale. La prise de poids était
évidemment due a la rétention d'eau a cause du stress hypoosmotisque. Pendant la
premiére heure qui a suivi le transfert hypoosmotique, I'augmentation de poids des
groupes a-All et a-OT a ét€ beaucoup plus faible que celle des animaux témoins en
eau de mer diluée (Cdsw) et cette différence importante est probablement due a
l'injection (fig.7a,b).

L'un des aspects les plus intéressants de cette étude qui mérite d'étre souligné
est que, pendant toute la durée de l'expérience, I'augmentation de poids corporel
des animaux traités (groupes all, a-OT et a-Al) est restée en général plus faible que
celle du groupe témoin Cdsw. Cette différence d'augmentation de poids a été trés
marquée entre les animaux traités des groupes a All et A-OT et les témoins Cdsw
(fig.7a,b). En effet, les moyennes d'augmentation de poids corporel de groupes a-
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OT et a-All ont été significativement différentes de celles des animaux témoins
(groupe Cdsw) respectivement pendant 10 et 15 heures qui ont suivies le transfert
hypoosmotique. Les différences les plus importantes (P<0,01) ont été observées
entre les valeurs du groupe témoin Cdsw et celles des groupes a-OT et a-All
respectivement de la quatrieme a la cinquiéme heure (fig.7b) et de la troisieme a la
dixieme heure (fig.7a) pendant l'exposition en milieu hypoosmotique. Ces
différences significatives ont clairement exprimé l'inhibition partielle de
I'augmentation de poids provoquée par les antisérums polyclonaux anti-All et anti-
OT respectivement dans les groupes a-All et a-OT. Par contre, aucune différence
statistiquement significative n'a été trouvée entre le groupe a-Al et le groupe
témoin Cdsw (fig.7¢); ceci montre l'inefficacité de I'antisérum polyclonal anti-Al.

Il a été rapporté que la modulation volumique chez Nereis diversicolor est
en rapport avec l'activité des néphridies (Fletcher,1974 ab), et notre observation
indique que l'effet inhibiteur des antisérums anti-Al et anti-OT se produit au moins
partiellement par une augmentation de la diur¢se probablement due aux anticorps
anti-AlIl et anti-OT contenus dans les sérums bruts non dilués. Si I'on admet que les
anticorps anti-AIl et anti-OT sont diurétiques, les peptides immunoréatifs
correspondants sont inévitablement antidiurétiques.

La recherche d'évidence supplémentaire concernant le rble exact de la
substance endogéne nous a conduit a effectuer, dans un second test physiologique,
une injection de peptides synthétiques disponibles (I'AIl ou I'All-amide).

II1.2 - Effets des peptides synthétiques. Il est apparu que pendant
I'exposition en eau de mer diluée, 'augmentation du poids corporel des vers ayant
recu en injection I'AIl (groupe AII) ou I'All-amide (groupe All-amide) a été plus
importante que celle des animaux témoins (groupes Cdsw et Placebo). Les
moyennes d'augmentation de poids des animaux traités (groupes AIl et All-amide)
ont été significativement différentes (P<0,01) de celle des témoins Cdsw (fig.8a) ou
des Placebos (fig.8b) pendant les 4 heures qui ont suivi le transfert hypoosmotique.
A partir de 6 heures jusqu'a 8 heures post-transfert, les différences significatives
(P<0,05) ont été observées seulement entre les animaux traités (groupes All et All-
amide) et le groupe Placebo (fig.8b).

18



Illustrations

(fig 1 2 8; tabl. 1)



Figure 1. Horizontal view of the nereis dorsal (a), medial (b) and ventral (c) brain sections showing
the localization of ganglionic nuclei, nerves and commissures. The large arrows show the antero-
posterior direction and the small arrows, the anterior and posterior ceelomic tubes. a, commissure a
(which is the ventral commissure of the ventral roots of circumesophageal connective) ; AE, anterior
eyes ; C, commissure ¢ (which is the dorsal commissure of the dorsal roots of circumesophageal
connective) ; CP, Corpora pedunculata ; d, commissure d (which is the ventral commissure of the
dorsal roots of circumesophageal connective) ; dC, dorsal roots of circumesophageal connective ;
NO, nuchal organs ; NP, neuropile ; OC, optic commissure ; PE, posterior eyes ; v, blood vessels ;
vC, ventral roots of circumesophageal connective. The Roman and Arabic numerals respectively
show the different nerves and ganglionic nuclei.

(in Fewou et Dhainaut-Courtois, 1995)
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Figure 2. Three-dimensional reconstruction of one of the two symetrical halves of brain ganglionic
nuclei in Nereis diversicolor. a, b : horizontal views of the brain showing the dorsal (a) and ventral
(b) faces of some nuclei of the antero-lateral cluster. The large nuclei 7 and 26 are shown as well as a
partial fusion of nuclei 1 and 2, and the well-separated nucleus 3. ¢, d : horizontal views of the brain
showing the dorsal (c) and ventral (d) faces of some anterior, medio-dorsal and posterior nuclei. The
voluminous nuclei 4, 10 and 17 are observed as well as the small-sized nuclei 11 and 23. ¢, f:
horizontal views of the brain showing the dorsal (¢) and lateral faces (f) of some nuclei of the
posterior tightened cluster as well as the lateral nucleus 13 and the tremendous latero-ventral nucleus
14. The anterior and posterior lobes of nucleus 15 are observed as well as the posterior part of
nucleus 22 which presents also two lobes. AE, anterior eyes ; PE, posterior eyes. The Arabic
numerals show the different nuclei

(in Fewou et Dhainaut-Courtois, 1995)
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Figure 3. Horizontal view of the Nereis VNC showing the localization of the 3 major cellular
groups and the segmental nerve roots in a ganglion. The large arrow shows the antero-posterior
direction. AG, anterior cellular group ; MG, medial cellular group ; PG, posterior cellular group ; S,
septum. The Roman numerals show the different nerves.

( in Fewou et Dhainaut-Courtois, 1995)

21



Figure 4. Parasagittal sections through the prostomium. The large arrows indicate the antero-
posterior direction. a : paraffin section of the brain of female nereis (mean diameter of oocytes 55-76
um). Some perikarya of nuclei 9,14 and 20 as well as the optic nerves X and XI are immunoreactive
for angiotensin II. b : Paraffin section of the brain of female nereis (mean diameter of oocytes 90-
116) immunostained for angiotensin II. Immunoreactivity of the palpal nerve VI. ¢, d : Paraffin
sections through the brain of female nereis (mean diameter of oocytes 90-116 pm) immunostained for
oxytocin. Immunoreactivity found in the blood vessels (c) and in nuclei 7, 13, 15, 18 and 20 (c, d).e
: Section shown on (d) decolorized and subsequently stained by Clark’s method showing that
immunoreactivity for oxytocin of nucleus 20 (d) was restricted to the small PF* cell bodies of Cla
type (e). f : Paraffin control section of the brain adjacent to that shown on (d) and stained with anti-
oxytocin preabsorbed with synthetic oxytocin. Immunostaining seen on (d) is abolished after
preabsorption with oxytocin (f). g : Cryostat section through the prostomium of female nereis (mean
diameter of oocyte 90-°116 um) immunostained for angiotensin I. The nuchal organ is
immunoreactive. Ep, epithelium ; Np, neuropile. Bars = 50 pm.

( in Fewou et Dhainaut-Courtois, 1995)



22



Figure 5. Paraffin horizontal sections through the VNC female nereis (mean diameter of oocytes
90-116 um). Large arrows indicating the antero-posterior direction. a : Section showing nerve fibres
(small arrows) within the neuropile and lateral giant fibres immunopositive for angiotensin II. b :
Immunoreactivity for oxytocin (small arrows) of the medial cellular group situated at the level of
nerve-II roots. ¢, d : Sections showing abundant angiotensin I-like material of the medial cellular
group situated at the nerve-II roots level (c¢) and angiotensin I immunopositive nerve fibres (small
arrows) within the neuropile (d). Remark the lateral giant fibres which are not immunoreactive. 1GF,
lateral giant fibres ; MG, medial cellular group ; Np, neuropile. Bars = 50 um.

( in Fewou et Dhainaut-Courtois, 1995)
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Figure 6. Paraffin parasagittal and horizontal sections respectively through the brain and metamere
of female nereis (mean diameter of oocyte 90-116 pm). a : Section immunostained for angiotensin II
showing immunoreactivity of a peripheral nerve (small arrow). The large arrow indicates the antero-
posterior direction. b : Abundant angiotensin I-like material within the intestinal tissue (small arrows).
¢ : Section of a nephridium immunostained for oxytocin. Small arrows : immunoreactivity observed.
d : Control section of a nephridium (Nephr) adjacent to that shown on (c) immunostained with anti-
oxytocin preabsorbed with synthetic oxytocin. Immunostaining seen on (c) is abolished after
preabsorption with oxytocin (d). € : Section immunostained for oxytocin showing some
immunoreactive intestinal cells (small arrows) scattered within the intestinal tissue. f : Section
immunostained for oxytocin showing immunoreactivity of a stalk of Corpora pedunculata (small
arrows). The large arrow indicates the antero-posterior direction. CP, Corpora pedunculata ; Ep,
epithelium ; int, intestine ; m, muscle ; nephr, nephridium ; Np, neuropile ; Oo, oocyte ; parap,
parapodium ; v, blood vessel. Bars = 50 um. ( in Fewou et Dhainaut-Courtois, 1995)
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Figure 7. Effect of intra-ccelomic injection of polyclonal antisera against angiotensin II (a),
oxytocin (b) or angiotensin I (c) on the body mass of Nereis during exposure to hypo-osmotic
medium. Values are means = SD (Risk=5%). Cnsw, control animals exposed to normal sea water ;
Cdsw, control animals exposed to diluted sea-water ; aAl, experimental animals injected with
antibodies against angiotensin 1 ; aAll, experimental animals injected with antibodies against
angiotensin 11 ; aOT, experimental animals injected with antibodies against oxytocin. Experimental
groups of animals are compared with controls Cdsw. The size of each animal group at the end of the
test is given above. Analysis of variance was used to determine statistical significance of differences
between experimental worms (a-All and a-OT) and control animals (Cdsw) during exposure to hypo-
osmotic medium:# P< 0.05;%P< 0.01. ( in Fewou et Dhainaut-Courtois, 1995)
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Figure 8. Effect of intra-ccelomic injection of angiotensin II or angiotensin II-amide on the body
mass of nereis during exposure to hypoosmotic medium. Experimental animals are compared either
with control group Cdsw (a), or with placebo group (b). Values are means * SD. Cnsw, control
animals exposed to normal sea water ; Cdsw, control animals exposed to diluted sea water ; All,
experimental animals injected with angiotensin IT ; AII-NH2, experimental animals injected with
angiotensin II-amide. The size of each animal group at the end of the test is given above. Statistical
significance of differences between experimental worms (AIl and All-amide) and control group
Cdsw (a) or placebo group (b) during exposure to hypo-osmotic medium : # P< 0.05; * P< 0.01
(Student’s t-test). ( in Fewou et Dhainaut-Courtois, 1995)
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TABLE 1 : Distribution in Nereis diversicolor (oocyte diameter ;

related to vertebrate angiotensin II, angiotensin I and oxytocin
(in Fewou et Dhainaut-Courtois, 1995)

90-116 um) of substances

LOCALIZATION
SUBSTANCES PROSTOMIUM METAMERE
RELATED BRAIN OTHER VNC OTHER
. Medial Posterior METAMERE
TO Anterior | Caudal | Other Tissues PROSTOMIAL | Cejlular Cellular Other
nuclei | nuclei STRUCTURES| Group Group (MG) | Tissues | STRUCTURES
(1) 2) (MG)
Antennal nerve (nerve
1)
Nerve II1 Nerve II-root | Peripheral nerves
Palpal nerves (nerves Neuropile Epithehial cells
V and VI) 1GF
All + + Optic nerves (nerves mGF
X and XI)
oC
Neuropile
Circes. Conn.
Palpal nerves (nerves
VI and VII) Peripheral nerves
Al + + Optic nerves (nerves | Nuchal organ + Neuropile Epithelial cells
X and X1) Intestine
oC
Neuropile Blood vessels
oT + + Peduncle of CP Blood vessels + Intestine
ICR Nephridia
+ : present

(1) Anterior ganglionic nuclei : 1-14 ; 23-26
(2) Caudal ganglionic nuclei : 15-22
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IV - DISCUSSION

La localisation exacte des cellules immunoréactives pour certaines molécules
testées nécessitait une trés bonne connaissance de la répartition des 26 noyaux
ganglionnaires. Ceci nous a amenés a réaliser a l'aide d'un ordinateur une
reconstitution tridimensionnelle de ces noyaux. Cette approche technologique pour
la connaissance des structures nerveuses est encore rare actuellement et c'est en tout
cas la premiére fois qu'elle est réalisée chez des annélides. Elle apporte des
informations supplémentaires sur la structure de certains noyaux ganglionnaires par
rapport aux études précédentes (Holmgren,1916 ; Hanstrém,1927, 1928 ; Bullock et
Horridge,1965 ; Dhainaut-Coutois,1970 ; Dhainaut-Courtois et Golding,1988). Il
convient de signaler que le noyau 17 trapézoidal, est impair comme les noyau 12 et
21 précédemment décrits par Holmgren(1916), Hanstrom(1928) et Dhainaut-
Courtois(1970). Quant aux 3 premiers noyaux ganglionnaires appelés "mushroom
bodies", "globuli" ou "corpora pedunculata"(CP) respectivement par Hamaker
(1898), Holmgren(1916) et Hanstrom(1927, 1928), la vue tridimensionnelle montre
une fusion partielle des 2 premiers globuli et la séparation du troisiéme globulus
des 2 premiers (fig.2e,f); ces observations sont en accord avec celles de
Richard(1964) et Dhainaut-Courtois(1970).

Les réactions immunopositives observées constituent une évidence en faveur
de la présence chez Nereis diversicolor de peptides immunologiquement apparentés
a l'angiotensine II, I'angiotensine I et l'ocytocine de vertébré (AI*,AIl*,OT*). Les
colorations obtenues ont varié avec 'dge : elles ont été plus marquées chez les vers
plus agés. Les coupes de cerveau et de métamére des vers plus jeunes ou plus agés
ont présenté des structures immunoréactives pour I'OT. L'immunoréactivité pour
I'AII a aussi été observée a ces 2 niveaux mais seulement chez les vers plus agés,
alors qu'elle était limitée au cerveau chez les vers plus jeunes.

Les immunoréactions les plus importantes ont donc été obtenues chez les
vers plus 4gés, et c'est pour cette raison que nous les avons préférés aux vers plus
jeunes, pour les premiéres séries de tests physiologiques qui ont suivi.

Les noyaux immunoréactifs pour I'OT ont été plus largement distribués a
I'intérieur du cerveau que ceux pour I'AIl. L'OT* du noyau 20 était présente de
maniére frappante uniquement dans les péricaryons des cellules Ia, alors que I'AIl*
du méme noyau était observée seulement dans un petit nombre de cellules Ia et aussi
dans une grande cellule de type Ib. La distribution des fibres nerveuses du cerveau,
immunoréactives pour I'AIl, était plus importante chez les vers plus 4gés. Les
fibres nerveuses du cerveau immunoréactives pour 'OT n'étaient pas largement
réparties; leur présence était limitée 4 un petit nombre de structures nerveuses
comme les pédoncules des corps pédonculés (CP), le neuropile et la région
infracérébrale (ICR). Il est possible que OT* joue un role dans les phénoménes
I'intégration a l'intérieur des pédoncules des CP comme cela a été antérieurement
suppos€ pour la BMSH* (Dhainaut-Courtois et al,1985). Cette hypotheése est

28



renforcée par le fait que, chez les arthropodes, les centres d'intégrations sont
représentés par les CP.

La présence de AII* dans le neuropile, prés de l'aire neurohémale, et celle
de I'OT* aussi bien dans quelques terminaisons axonales de I'ICR que dans les
vaisseaux sanguins sous-jacents est un argument en faveur de leur role
neuroendocrine.

Il convient de rappeler que la région infracérébrale aussi appelée aire
neurohémale est le cone fibreux décrit en microscopie photonique par Bobin et
Durchon(1952) puis en microscopie électronique par Dhainaut-Courtois(1966a,b) et
Golding, et al. (1968) comme étant constitué de terminaisons axonales qui
s'étendent ventralement a partir du neuropile jusqu'a la face interne de la région
postérieure de la capsule collagére du cerveau. Il se peut que ces terminaisons
axonales soient, avec la glande infracérébrale(ICG) sous-jacente, la voie de
transport des granules neurosécrétoires comportant des neurohormones (revue in
Dhainaut-Courtois et Golding,1988). La présence de ces peptides dans les autres
fibres nerveuses est peut-étre l'indice du rble qu'ils pourraient jouer dans la
neurotransmission /neuromodulation, comme, par exemple, I'&-néoendorphine
dans le neuropile du cerveau de la néréis (Dhainaut-Courtois et al,1986).

Les immunoréactivités du métameére pour I'AIl et pour I'OT ont été
importantes seulement chez les vers plus Agés ; aussi, chez ces animaux, des
réactions immunopositives ont été€ observées aussi bien dans la chaine nerveuse que
dans quelques structures situées hors de cette chaine nerveuse. Alors que les
éléments
immunoréactifs pour 'OT de la chaine nerveuse ont été limités a quelques corps
cellulaires du groupe MG, AIl* a été largement distribuée dans cet organe et a été
observée dans quelques péricaryons du groupe PG ainsi que dans quelques tractus
nerveux (neuropile, racine du nerf II, IGF et mGF). La présence de 'OT* dans
certaines cellules intestinales souléve quelques questions : ces cellules font-elles
partie du systéme nerveux intrinseéque de l'intestin, comme c'est le cas chez certains
vertébrés? Sont-elles au contraire des cellules ordinaires de l'intestin? Quelle est la
signification de la présence dans l'intestin de cette substance? Stimule t-elle les
contractions de cet organe comme l'ocytocine dans muscles lisses de la glande
mammaire et de l'utérus chez les mammiféres? Exerce-t-elle un contrdle sur
I'osmorégulation a ce niveau?

Il convient de rappeler ici que, chez la sangsue, une ocytocine* est
colocalisée avec le peptidle FMRF-amide*. Chez la néréis, il a été montré
antérieurement que l'intestin contient de nombreuses cellules immunoréactives pour
le FMRF-amide (Baratte et a/,1990,1991), mais nous ne sommes pas en mesure
actuellement de dire si le peptide OT* et le FMRF-amide sont colocalisés chez ce
ver marin.

Puisque par clivage enzymatique de I'AI on obtient I'AIl qui est la forme
hormonale biologiquement active chez les vertébrés, nous avons pensé que les
immunoréactivités pour ces deux peptides étaient semblables. En fait, aussi bien
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dans le cerveau que dans la chaine nerveuse, l'immunoréactivité pour I'Al a été plus
importante que pour I'AIl au niveau des corps cellulaires et inversement au niveau
des fibres nerveuses. De plus, des structures n'appartenant pas au systéme nerveux
central telles que l'organe nucal et l'intestin ont été immunoréactives pour I'Al,
mais pas pour I'AlIL

L'effet antidiurétique des anticorps anti-AIl et anti-OT chez Nereis
diversicolor est fortement appuyé par l'inhibition partielle de l'augmentation de
poids corporel provoquée par les sérums anti-All et anti-OT pendant I'exposition
en milieu hypoosmotique. L'effet de l'anti-AIl a été plus prononcé que celui de
I'ant1-OT.

Il a été antérieurement rapporté que dans des conditions hypoosmotiques, ce
ver marin s'oppose a la charge volumique et a la déplétion de sels seulement par
une simple augmentation de la production urinaire (Fletcher,1974 ab). Les
anticorps anti-All et anti-OT ont sans doute affecté I'augmentation de poids en
induisant une augmentation significative du débit urinaire.

Le gonflement le plus important observé chez les animaux qui ont regu les
peptides synthétiques en injection par comparaison aux animaux témoins, a
clairement montré que I'AIl et I'All-amide favorisaient 1'augmentation de volume
de Nereis diversicolor en milieu hypoosmotique. Pour cette raison, ces peptides
sont considérés comme étant antidiurétiques chez cet animal. Ce résultat concorde
bien avec l'effet diurétique des anticorps correspondants observé chez ce ver.
L'effet antidiurétique induit par I'AIl semble plus puissant lorsque ce peptide agit
sous sa forme amidée. L'activité biologique de I'AIl ou de I'All-amide dans cette
étude est un indice du rdle véritable de la molécule endogéne de la néréis; cette
molécule serait donc antidiurétique. De ces résultats, on peut conclure que
I'anticorps anti-AIl reconnait au niveau de I'AIl* de la néréis des épitopes
identiques a ceux de I'AIl sur lesquels il se fixe pour inhiber son activité
biologique. La substance AII* de ce ver pourrait donc présenter une parenté de
structure avec I'AIl de mammifére. Dans son environnement naturel, lorsqu'elle est
exposée au stress hypoosmotique, Nereis diversicolor fait face a la prise excessive
de poids, peut-étre en réduisant le taux circulant de ce facteur antidiurétique par
une diminution de sa libération dans la circulation sanguine, ou bien, par une
dilution du sang due a l'entrée massive d'eau. Mais cette hypothése doit étre
vérifiée. Il a aussi été rapporté que la prise de poids chez cet animal était due a un
arrét de l'activité des néphridies (Fletcher,1974 b); cette observation laisse supposer
que l'action biologique de I'AIl* endogéne s'exerce directement ou indirectement
sur les nephridies malgré le fait, qu'a ce niveau, seule la présence
d'immunoréactions pour I'OT ait été décelée.

Bien qu'il soit connu que, chez le polychéte, la balance volumique est
influencée par certaines substances osmotiquement actives telles que les acides
aminés libres, les ions Na+, K+,Ca2+ et Mg2+ (Costa et al,1980,1983; Pierce et
al,1988; Reitze et Schottler,1989), c'est en tout cas la premiére fois que des
arguments en faveur de contrdle neuroendocrinien de I'osmorégulation sont
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présentés dans ce groupe d'annélides. L'AIl* n'est sans doute pas la seule substance
agissant comme une neurohormone dans I'osmorégulation. Il existe peut-tre chez
la néréis de nombreux autres facteurs neuroendocriniens contrdlant
I'osmorégulation comme chez le vertébré ou la sangsue.Si l'on peut facilement
rayer la substance AI* de la liste des facteurs endogénes putatifs de
'osmorégulation, parce qu'elle est inefficace comme chez les vertébrés, le role du
peptide OT* dans l'osmorégulation chez la néréis (partiellement démontré dans
cette étude) a besoin d'étre clarifié par des expériences physiologiques
supplémentaires qui nécessitent l'injection de peptide(s) synthétique(s) ou de
substance(s) endogéne(s). La présence des AII* et OT*, respectivement dans le
tégument et l'intestin, nous fait penser a la possibilité d'un controle exercé a ces
niveaux par ces 2 peptides.

Cette étude a apporté une explication concernant l'expérience de
décérébration qui n'a pas permis d'impliquer le cerveau dans le contrdle de
I'osmorégulation chez Nereis diversicolor (De Leersnyder et Durchon,1969); notre
hypothése est la suivante : si les facteurs de I'osmorégulation sont présents dans le
cerveau, on les trouve aussi a l'intérieur des métameres ou ils sont en fait trés
abondants.

Il convient aussi de remarquer que I'AIT* est antidiurétique chez la néréis
alors que son analogue chez la sangsue est diurétique (Salzet er al.,92). Cette
observation est intéressante puisqu'un peptide a des effets opposés dans deux espéces
différentes appartenant au méme phylum (annélides). La connaissance profonde de
cette molécule chez la néréis exige des investigations supplémentaires qui nécessitent
I'extraction, l'isolement, la caractérisation et I'injection de substance(s) endogéne(s).
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Conclusion générale



CONCLUSION GENERALE

Cette étude a, premiérement, confirmé I'existence chez la néréis de
substances apparentées a I'Al, I'AIl et I'OT de vertébré (AI*, AIl* et OT*). Ces
substances sont présentes dans le systéme nerveux central de cette annélide
polychete, aussi bien au niveau du cerveau qu'au niveau de la chaine nerveuse
ventrale. Elles ont été également observées dans certaines structures telles que
I'organe nucal, l'intestin, les néphridies, les cellules épithéliales du tégument, les
nerfs métamériques et les vaisseaux sanguins (tableaul).

En second lieu, ce travail a aidé par la reconstitution tridimensionnelle
effectuée, a préciser l'architectonie complexe du cerveau de Nereis diversicolor .
Par ailleurs, les schémas issus de cette reconstitution peuvent étre utilisés dans
I'établissement de la cartographie des substances du cerveau de la néréis.

En troisiéme lieu, les recherches effectuées ont confirmé I'existence chez les
annélides polychétes d'un contréle neuroendocrinien de 1'osmorégulation. Ainsi, des
arguments en faveur du réle antidiurétique de 1'AI* ont ét€ réunis apres
observation chez Nereis diversicolor, d'abord de l'effet diurétique de l'anticorps
polyclonal anti-All, ensuite de l'effet antidiurétique des peptides synthétiques
immunoréactifs qui lui correspondent, & savoir I'AIl mammalienne et I'AIl-amide
de la sangsue.

Si I'on sait maintenant que I'AII* exerce un contrdle volumique chez la
néréis, on ne connait malheurecusement ni son mécanisme d'action, ni le ou les
organe(s) cible(s). Il convient de rappeler le mécanisme de régulation
hyperosmotique observé antéricurement chez cette annélide polychéte Nereidae :
diminution de la perméabilité tégumentaire a I'eau et aux ions, production d'une
urine hypotonique, accroissement du débit urinaire, et transport actif de certains
ions. Dans cette optique, il serait intéressant de rechercher si I'action de 'AIT* est
directe et s'exerce sur les néphridies en diminuant a ce niveau la production
urinaire, ou bien, indirecte, et passe par une réduction de la perte de certains ions
extracellulaires qu'elle induirait en stimulant leur transport actif a travers le
tégument, l'intestin ou les néphridies. Rappelons que chez le ver osmorégulateur
Nereis succinea, le site du transport actif de NaCl a été localisé au niveau des
parapodes antérieurs (Mangum et al.,1980). Par ailleurs, Smith(1970b) a observé
que les néphridies de Nereis diversicolor étaient capables de produire une urine
hypoosmotique. Il a aussi été rapporté que chez Clitellio arenarius, il existait une
influence des ganglions cérébraux sur les mouvements de Na+ et Cl-, probablement
a travers le tégument ou lintestin (Ferraris et Schmidt-Nielsen,1982;
Ferraris,1984); par cette influence, ces ganglions induisent une réduction de la
perte de Na+ et Cl- extracellulaire, contribuant ainsi au maintien de I'hypertonicité
du liquide coelomique en milieu dilué.

L'AIl* n'est probablement pas le seul facteur de l'osmorégulation chez la
néréis. La possibilité d'un effet antidiurétique de I'OT* a été partiellement
démontrée dans cette étude. Il serait utile de rechercher chez cet animal la présence
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de substances apparentées aux peptides dont le role dans I'osmorégulation est déja
connu dans certains groupes de vertébrés ou d'invertébrés, comme, par exemple, la
vasopressine chez les vertébrés ou son analogue chez les invertébrés (par exemple :
la lysine - conopressine; Salzet er al.,1993c¢).

Notons d'ailleurs que des immunoréactions pour la vasopressine ou un
peptide apparenté ont déja été obtenues chez Nereis diversicolor (Dhainaut-Courtois
et Golding,1988).

Il serait également intéressant de savoir si le contréle de I'osmorégulation
par la neurosécrétion n'est pas finalement commun a tous les vers marins
euryhalins. L'exemple de Clitellio arenarius et celui de Nereis diversicolor nous
permettent d'en émettre 'hypothese.

Il convient enfin de souligner a nouveau que les capacités de résistance aux
faibles salinités ont une influence sur la répartition horizontale et verticale des vers
marins dans leur environnement naturel. Concernant la répartition horizontale, on
rencontre surtout, en amont des estuaires, au niveau de l'entrée des riviéres ou
fleuves, les vers les plus euryhalins, pour la plupart osmorégulateurs; en aval, le
nombre d'espéces les moins euryhalines augmente au fur et & mesure que l'on
s'approche de l'entrée en mer. Sur les plages des cites océaniques, ce sont les vers
osmoconformistes qui abondent, et au large des cdtes océaniques, on trouve surtout
les vers sténohalins. Quant a la répartition verticale, les capacités de résistance aux
faibles salinités ont une influence sur la profondeur des galeries creusées par ces
vers en milieu estuarien.
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