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Action temporelle d’ecdystéroides
sur la synthése protéique ovarienne in vitro
chez le Crustacé isopode terrestre Porcellio dilatatus (Brandt)

M. GOHAR, Catherine SOUTY

University de Poitiers, Laboratoire de Biologie Animale,
« Physiologie et Génétique des Crustacés », E.R.A. CNRS N° 230,
40, avenue du Recteur-Pineau, 86022 Poitiers Cedex, France.

Summary. The temporal action of ecdysteroids on ovarian protein synthesis in vitro in the
terrestrial crustacean Isopoda, Porcellio dilatatus (Brandt).

In vitellogenic females of Porcellio dilatatus at stage Cb of the molt cycle (15 to
20 days after molting), ovarian protein synthesis could be stimulted in vitro by ecdysone
and 20-hydroxyecdysone. These ecdysteroids used at subphysiological concentrations
showed diurnal variations in their effects on ovarian protein synthesis. The diurnal rhythms
of these effects of ecdysone were bimodal and those of 20-hydroxyecdysone unimodal.

Introduction.

L'intervention des ecdystéroides dans la formation du vitellus chez les femel-
les adultes d'insectes, ou la glande de mue involue, est dans la plupart des cas
douteuse ou controversée (Hoffmann, 1980 : Hoffmann et a/., 1980 ; Fuchs et
Kang, 1981 ; Handler, 1982).

A l'inverse, chez les Crustacés, la majorité des auteurs accordent a ces hor-
mones un réle dans la vitellogenése a travers les relations mue-vitellogenése (pour
revue voir Besse, 1976 ; Maissiat, 1978 ; Meusy, 1980 ; Charniaux-Cotton, 1980 ;
Picaud, 1983). Ainsi, selon Besse et Maissiat (1971}, le blocage de la mue, provo-
qué chez Porcellio dilatatus par ablation des glandes de mue (= Y-ectomie),
s’accompagne d'un blocage de la vitellogenése. Ce résultat est confirmé chez
Orchestia gammarellus par Meusy et al. (1977) et Blanchet-Tournier (1980) qui
montrent que la glande de mue est nécessaire au maintien de la synthése de la
vitellogénine. D’aprés Andrieux (1981), il semble que chez Carcinus maenas un
taux bas d’ecdystéroides soit corrélé a la croissance des ovocytes.

L'ablation des glandes de mue, chez I'oniscoide Porcellio dilatatus, fait chuter
la synthése de la vitellogénine dans le tissu adipeux (Souty et Gohar, en prépara-
tion), ainsi que la synthése et la libération de la vitellogénine dans I'hémolymphe
(Souty et a/., 1982). Dans le méme travail, ces auteurs montrent qu’une injection
compensatrice de 20-hydroxyecdysone rétablit cette synthése et cette libération.
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D’une facon directe ou indirecte, la 20-hydroxyecdysone est nécessaire au
maintien de la synthése de la fraction exogéne du vitellus protéique (la vitellogé-
nine) chez Porcellio dilatatus. Cependant, l'action de cette hormone sur la
synthése protéique ovarienne est encore mal connue chez les Crustacés. De plus,
si I'on sait que la synthése de la vitellogénine suit un rythme circadien chez Por-
cellio dilatatus (Gohar et al., 1983), aucune approche chronobiologique de I'effet
des ecdystéroides sur la vitellogenése n'a encore été tentée.

Dans un travail récent, Souty (1983} montre que les femelles en reproduction
de Porcellio dilatatus offrent, dans le cycle de mue, une alternance des pics de
synthése de la fraction exogéne et des pics de la synthése protéique ovarienne.
Quinze a vingt jours aprés la mue (Stade Cb), la synthése protéique ovarienne
montre un palier. C’est a ce stade que nous avons testé ['action temporelle, dans
le nycthémére, de I'ecdysone et de la 20-hydroxyecdysone sur la synthése protéi-
que ovarienne.

Matériel et méthodes.

Les femelles de Porcellio dilatatus utilisées proviennent d’élevage en photo-
période artificielle de 18L/6D, et a la température constante de 20 °C. Toutes ces
femelles sont gravides et susceptibles d’effectuer une 2¢ vitellogenése. Elles se
trouvent 15 & 20 jours aprés la mue, soit en stade Cb du cycle de mue. Sur cha-
que animal les deux ovaires sont prélevés et mis 4 h en culture en saliére dans
200 p! de milieu. L'incubation est réalisée a 20 °C en lumiére constante et sur un
plateau tournant.

Le milieu de culture est constitué de liquide physiologique additionné de 1 %
de leucine C (Amersham, activité spécifique 350 mCi/mmole, 50 p Ci/ml) et de
5 9/,, de chacun des constituants suivants : jus d’embryons de Poulet (Difco),
streptomycine (Specia), specilline (Specia) et polymyxine {Pfizer).

L'un des deux ovaires recoit 5 pl d'ecdysone (Hoffmann-Laroche) ou de
20-hydroxyecdysone (Rohto Pharmaceutical Cie) en solution dans de I'éthanol a
5 %, & la concentration de 1,25 pg/ul. La concentration finale de |'ecdysone dans
le milieu de culture est donc de 31 ng/ul. L’'ovaire correspondant recoit 5 pl
d’'éthanol 3 5 %.

Toutes les quatre heures a partir de 4 h 30 aprés I'aube, les femelles sont dis-
séquées et leurs ovaires mis en culture. Quatre heures aprés, les ovaires sont rin-
cés puis homogénéisés par sonication dans du liquide physiologique. Aprés cen-
trifugation, le surnageant est repris, puis divisé en deux fractions aliquotes.

Sur l'une d’elles, les protéines marquées précipitant avec un immunsérum
anti-vitellines (protéines IsVt) sont dosées. Cet immunsérum est obtenu aprés
injection a un lapin d'un extrait ovarien préparé a partir d’ovaires en fin de vitello-
genése, ou la vitellogénine et les vitellines représentent la plus grande partie des
protéines ovariennes (Picaud, 1974). La vitellogénine et les vitellines étant des
analogues antigéniques (Kerr, 1969 ; Croisille et al., 1974 ; Picaud, 1978),
I'immunsérum réagira surtout — sinon exclusivement — contre ces protéines. Le
sérum obtenu est épuisé par de I'hémolymphe de male (voir Picaud et Souty,
1981 ; Gohar et al., 1983). Sur l'autre fraction, les protéines marquées sont
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dosées apres précipitation par I'acide trichloracétique a 20 %. Les résultats inter-
médiaires sont exprimés en coups par minute par ovaire (c.p.m./ovaire). Les
méthodes de dosage utilisées sont expliquées plus en détail par Picaud et Souty
(1981), Gohar et al. {1983) et Souty (1983). Le résuitat final est exprimé sous

T-C

forme de pourcentage de stimulation S = x 100, avec T = c.p.m./ovaire

traité, C = c.p.m./ovaire témoin.
Résultats.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans les figures 1 et 2. L’ecdysone
(fig. 1) montre un rythme bimodal de stimulation de I'endosynthése.
L'un des maximums de stimulation est situé le matin, 4 h aprés laube,
l'autre est situé dans la nuit. En fin de journée, I'effet de I'ecdysone sur la
synthése ovarienne devient légérement inhibiteur. Les protéines totales (fig. 1a} et
les protéines IsVt (fig. 1b) offrent une réponse similaire. La synthése des protéines
totales parait cependant davantage stimulée par I'ecdysone que la synthése des
protéines IsVt. La variation de I'effet de I'ecdysone sur la synthése des protéines
totales au cours du cycle nycthéméral est significative au niveau 1 %, celle des
protéines IsVt au niveau 5 %.
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FiIG. 1. — Action temporelle de I'ecdysone sur la synthése protéique ovarienne.
: Protéines totales ; @ : Protéines IsVt (Protéines précipitées par I'immunsérum anti-vitellines).
N : Echantillon ; ¢ : Photopériode.
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La synthése protéique ovarienne répond de facon unimodale a I'action tem-
porelle de la 20-hydroxyecdysone au cours du cycle de 24 h (fig. 2). Le maximum
est situé au milieu de la journée, 8 h aprés |'aube. Le minimum est placé a la fin
du jour et correspond a une faible inhibition. L'amplitude des valeurs obtenues
pour la synthése des protéines totales {fig. 2a) est supérieure a celle constatée
dans le cas des protéines IsVt {fig. 2b). La variation de la réponse de 14 synthése
protéique ovarienne a |'action de la 20-hydroxyecdysone est significative au niveau
b5 % tant pour la synthése des protéines totales que pour la synthése des protéi-
nes IsVt.

Discussion.

Si I'on excepte le fait que I'amplitude des valeurs obtenues est plus grande
pour les protéines totales que pour les protéines IsVt, les données apportées par
les deux méthodes de dosage sont identiques. Chez la plupart des Crustacés,
I'ovaire synthétise des protéines vitellines (Hinsh et Cone, 1969 ; Lui et a/., 1974 ;
Lui et O'Connor, 1977 ; Arcier et Bonami, 1979). Chez les Isopodes (Souty, 1980 ;
Souty-Grosset, en préparation) comme chez de nombreux Crustacés (Zerbib,
1976, 1980 ; Charniaux-Cotton, 1980 ; De Leernsyder et a/., 1980 ; Arnaud et al.,
1982), ces protéines vitellines endogénes sont surtout synthétisées au début de la
vitellogenése, tandis que l'incorporation de vitellogénine est importante en fin de
vitellogenése. Puisque les ovaires sur lesquels nous avons effectué nos tests
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FIG. 2. — Action temporelle de la 20-hydroxyecdysone sur la synthése protéique ovarienne.
@ : Protéines totales ; (B) : Protéines IsVt.
Autres symboles et conventions voir la figure 1.
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étaient en début de vitellogenése, les résultats que nous rapportons ici — notam-
ment pour les protéines IsVt — concernent trés probablement les protéines vitelli-
nes synthétisées par I'ovaire. D’autre part, Bekri {1983) détermine, chez les femel-
les en vitellogenése et en prémue de Porcellio dilatatus, un maximum de 13 ng/ul
d’hémolymphe pour I'ecdysone et de 10 ng/ul d’hémolymphe pour la 20-hydroxy-
ecdysone. Au stade Cb du cycle de mue, ces concentrations sont, pour I'ecdy-
sone et pour la 20-hydroxyecdysone, respectivement de 5 ng et de 9,4 ng par
d’hémolymphe.

Par comparaison, rappelons que chez Carcinus maenas Andrieux et al. (1976)
déterminent un maximum de 15 ng d’ecdystéroides/pul d’hémolymphe et que chez
Helleria brevicornis Hoarau et Hirn (1978) montrent un maximum de 3 ng
d’ecdystéroides/ul d’hémolymphe chez les femelles. Par conséquent, bien
gu’extra-physiologiques, les concentrations d’'ecdystéroides adoptées dans ce tra-
vail ne s’éloignent pas trop des concentrations maximales observées chez Porcel-
lio dilatatus et certains autres crustaceés.

Ces remarques sur la signification de nos résultats étant faites, nous pouvons
classer les problémes soulevés par ceux-ci dans trois catégories : |'action des
ecdystéroides sur la synthése protéique ovarienne, le rythme d'action de ces sté-
roides, enfin la différence entre les rythmes d’action de l'ecdysone et de la
20-hydroxyecdysone.

Effet de I'ecdysone et de la 20-hydroxyecdysone sur la synthése protéique
ovarienne. — Les deux ecdystéroides que nous avons utilisés stimulent la
synthése protéique ovarienne et, 8 des moments particuliers du nycthémére, cette
stimulation est forte. Ce résultat est & mettre en paralléle avec I'effet stimulateur
de la 20-hydroxyecdysone sur la synthése de la fraction protéique exogéne chez
Porcellio dilatatus (Souty et al., 1982 ; Souty et Gohar, en préparation). Cepen-
dant, a certains moments de la journée, I'action de ces hormones devient légére-
ment inhibitrice sur les ovaires. Fyhn et a/. (1977) montrent également, chez deux
Cirripédes, une action inhibitrice de la 20-hydroxyecdysone sur la vitellogenése.
Une telle action est décrite par Blanchet et al. (1975) chez la crevette Lysmata
seticaudata. L’utilisation de doses largement extra-physiologiques peut dans cer-
tains cas expliquer les effets inhibiteurs des ecdystéroides sur la vitellogenése
observés par différents auteurs. Chez Orchestia gammarellus, Blanchet-Tournier
(1982) remarque qu’un taux bas d’ecdystéroides est nécessaire a la vitellogenése.
Selon leur concentration et selon le moment de la journée, les ecdystéroides
seraient inhibiteurs ou stimulateurs de la synthése protéique ovarienne.

Rythme nycthéméral de I'action de I'ecdysone et de la 20-hydroxyecdysone
sur la synthése protéique ovarienne. — L'effet de I'ecdysone et de la 20-hydroxy-
ecdysone sur la synthése protéique ovarienne varie dans le cycle de 24 h. De tel-
les variations dans les effets des ecdystéroides ont été rapportées pour les phéno-
ménes de mue des Insectes par Truman (1972) chez Antherea permyi, par Truman
et al. (1974) chez Manduca sexta et par Fujishita et Ishizaki {1982) et Fujishita et
al. (1982) chez Samia cynthia ricini, au cours du développement. Dans nos expéri-
mentations in vitro et sur 4 heures, les variations peuvent étre dues a des
rythmes dans le taux hémolymphatique des ecdystéroides (dont le tissu est impré-

Reproduction, Nutrition, Développement, n°® 2-1984. — 4.
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gné au moment du prélévement), a des rythmes dans le catabolisme des ecdysté-
roides ou a des rythmes dans |'apparition des récepteurs ovariens aux ecdystéroi-
des. Actuellement, notre connaissance du contrble de la synthése des ecdystéroi-
des et de leur catabolisme, ainsi que de leur mode d’action sur la synthése protéi-
que est trés incompléte. Cependant, chez les Insectes, d'aprés Truman (1972) et
Fujishita et Ishizaki (1981 ; 1982}, un rythme de neurosécrétion de I’hormone pho-
toracotrope (PTTH) serait responsable de la sécrétion rythmique d’ecdysone par
la glande prothoracique. Cette glande serait elle-méme, selon Mizoguchi et Ishi-
zaki (1982), un pacemaker. Ces variations seraient donc la résultante de phénome-
nes complexes, au niveau neuroendocrine, au niveau endocrine et au niveau de
I'organe-cible.

Différence entre les rythmes nycthéméraux d’action de /'ecdysone et de la
20-hydroxyecdysone sur la synthése protéique ovarienne. — La différence entre
les actions de I'ecdysone et de la 20-hydroxyecdysone testées sur |'ovaire a des
moments particuliers de la journée, semble étre d’ordre quantitatif. Cependant, a
I’échelle de la journée, cette différence apparait étre principalement d'ordre tem-
porel. Ce résultat est nouveau, seules des différences quantitatives entre les
actions de ces deux hormones ayant été observées jusqu’a présent. Ainsi Laver-
dure (1976) observe in vitro une différence quantitative entre I'action de I'ecdy-
sone et celle de la 20-hydroxyecdysone sur les ovaires en prévitellogenése de
Tenebrio molitor. Les résultats que nous avons obtenus suggérent que I'ecdysone
et la 20-hydroxyecdysone régulent des phénomeénes différents impliqués de facon
directe ou indirecte dans la synthése protéique ovarienne. En effet, une activation
de I'ecdysone aprés 20-hydroxylation ne peut pas expliquer ces résultats, puisque
au maximum nocture de stimulation de la synthése protéique ovarienne par
I'ecdysone ne correspond gqu’une action faible de la 20-hydroxyecdysone.

Conclusion.

Le réle des ecdystéroides dans le contrble de la vitellogenése chez les crusta-
cés est encore mal connu, particuliérement en ce qui concerne la synthése protéi-
que ovarienne. Les différences que nous avons observées entre I'ecdysone et la
20-hydroxyecdysone dans la stimulation de cette synthése nous permettent de
suggérer que ces hormones ont des actions différentes sur I'ovaire. Ces observa-
tions rejoignent celles de Quennedey et al. (1983), qui montrent des effets dis-
tincts de I'ecdysone et la 20-hydroxyecdysone sur la différentiation in vitro du
tégument d'une jeune pupe de Tenebrio molitor. De méme, Spindler et a/. (1980)
et Kuppert et Spindler (1982) rapportent chez I'Ecrevisse I'existence de récepteurs
différents pour I'ecdysone et la 20-hydroxyecdysone.

Malgré I'abondante littérature traitant des rythmes nycthéméraux, les méca-
nismes a l'origine de ces rythmes sont inconnus. Cependant, comme le souli-
gne Ceccaldi (1981), une dimension temporelle introduite dans les études relatives
au contréle endocrine et neuroendocrine de la reproduction peut constituer une
voie de recherche fructueuse.

Recu en juillet 1983.
Accepté en novembre 1983.
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