N

N

La régénération des bras de Sepia officinalis L.
(Mollusque Céphalopode Coléoidé)

Jean-Pierre Feral

» To cite this version:

Jean-Pierre Feral. La régénération des bras de Sepia officinalis L. (Mollusque Céphalopode Coléoidé).
Sciences du Vivant [g-bio]. Université Paris 6 (UPMC), 1977. Francais. NNT: . tel-01541127

HAL Id: tel-01541127
https://hal.science/tel-01541127

Submitted on 17 Jun 2017

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.science/tel-01541127
https://hal.archives-ouvertes.fr




13

17

34

36

38

50

60

76

103

110

131

134

§ Cs1 1 lire
3eme ligne : 1
10eme ligne

§ B, 4eme lign
§ b, 3éme lign
§ c, B8eme lign
17eéme ligne
17éme ligne
20eme ligne

10eme ligne

§ Remarque 10eme ligne

et 105
derniére ligne
11eme ligne

27eme ligne

ire

lire

e

e

e

ERRATUM

et BOLETZKY 1874 a

"
[

"

H
LN}

se font sur eux”,

la basale repose .,:"

fermer la parenthése apres ".,

la ventouse),

lire "un ergastoplasme abondant”,

lire "... environ 300 et 500 A),

lire ... (300 A et ...)

lire (1965 et

lire

lire

¢ lire

lire

lire

»

Hn

le péristaltisme veineux permettrait .,.

DILLY et al,

1967 a et b) au lieu de (1965-1966)

"

1972), de fonction ..,"

lire ",,. 7-8mm de 1'extrémité). Quand,..,

( >50 000 daltons)

BOLETZKY, 1974 b,”

(FRENCH et al.

1976) 44"

lire dans les 2 tableaux pe au lieu de ug

”



UNIVERSITE PIERRE et MARIE CURIE

Paris 6

| THESE présentée

pour |’ obtention du

DIPLOME o DOCTEUR o: SPECIALITE

en BIOLOGIE ANIMALE
mention OCEANOGRAPHIE BIOLOGIQUE

par Jean-Pierre FERAL

Sujet: La régénération des bras de Sepia officinalis L.

( Mollusque Ceéphalopode Coleoide )

Soutenue le 1977 devant la commission composee de :
M. P. Bougis president
M. J.C. Lacroix examinateur

Mme. K. Mangold ”
M. PM. Lenicque rapporteur

M. J. Bergerard membre invite



J'adresse mes remerciements aux équipages du "MYSIS" et de 1'"OBELIA"
aux techniciens et aux chercheurs ainsi qu'd tous les amis qui m'ont ’
apporté leur aide aussi bien d PARIS qu'a ROSCOFF.

Si j'ai pu terminer mes études, c'est en partie grdce d Monsieur P.M.
LENICQUE qui m'a offert la possibilité de travailler avec luti comme
technicien au laboratoire de biologie des Invertébrés marins (Museum -
PARIS). C'est lui qui, en m'associant d ses travaux sur la régénération
m'a initié & la recherche, Il a bien voulu accepter de diriger cette ’
thése avee Madame K. MANGOLD, qui anime l'équipe de teuthologie du

laboratoire ARAGO d BANYULS-sur-MER.

Je leur exprime ict toute ma gratitude pour les encouragements et les
conseils qu'ils m'ont prodigués tout au long de ce travatl,

Je voudrais également assurer de ma gratitude, Monsieur le Professeur

J. BERGERARD, pour avoir mis 4 ma disposition les installations de la
station biologique de ROSCOFF. Cela m'a permis d'effectuer mon travatl
en contact avee d'autres chercheurs, en particulier avec Renata BOUCHER,
qui travaille sur le méme matériel. Monsieur J. BERGERARD, me fatit

1'honneur de juger cette thése.

Ma reconnaissance va aussi d Monsieur le Professeur P. BOUGIS et Monsieur
J.C. LACROIX, Maftre de conférence, qui, malgré leurs multiples occupa-
tions, ont accepté de faire partie du jury,

Je remercie également :

- pour ses fructueux conseils, Monsteur le Professewr C. LEVI, qut m'a
accueilli dans son laboratoire et qui a lu le manuscrit de cette thése;

- Madame P. LEVI et Michel VAN PRAET, qui m'ont apporté leur aide pour
la microscopie électronique ;

- Monsieur FAUBERT, pour la réalisation des photographies.

Enfin, une pensée affectuecuse va d mon épouse et d mes parents qui m'ont
apporté leur soutien moral et financier.




IT

III

Iv

VI

SOMMAIRE

INTRDDUCTIDN L] . . . 1 . 4 . . . . L] . . L] . . . []

Principales observations et travaux effectués sur la

régénération des Céphalopodes .+ + « « « + v « v ¢

CHAPITRE 1 : MATERIEL ET METHODES

RECDLTES ] . . . . . . . . . ] . . . ] . . . . [} [}

E LEVAGE S . . . . L] . . L] . L] L] [ ] . . L] . L] L] . L] ]

A - BBCS « . « 0 ¢« s . I I ] [ R T} ] . .

B - Facteurs abiotiques e b v e s s e e a s
1 - Lumiél‘e . . " . . . v 3 [] [} . . a . 1 .
2 - Température P L T T T T T R T R S
3 - Dxygénation P R T T T T R
4 - Autres facteurs P T T TR T T R R T R

C - Facteurs biotiques « ¢ 8 ¢ t 8 s v s s e @
1 - Nourriture e 1 s 8 8 e ® + 1 x v w2 s

2 - Compétition Densité d'élevage .« v e e

ANESTHESTIE v v v o o o s o o o o o o o o 0 v o o s

MODE OPERATOIRE v « o & & « s s s s s o o o = o &

HISTOLOGIE ET CYTOLOGIE . . « & & o o o+ o o ¢ «

A - Microscopie optique T T T T

B - Microscopie électronique . « + + v o+« 4
MARQUAGE RADIDACTIF e e e e e e e e,

A - Molécule utilisée . .

Pages

10
10

10

A

11
M
13

13

13
14



B - Méthodes de marquage ., .

1 - Injections . oo e

2 - Bains [ . . ' . . .

C - Comptages en scintillation liguide

VII ETUDE DES PROTEINES DU REGENERAT

A - Précipitation des protéines

B - Dosage des protéines .

1 = Réacti‘FS D T R R ]

2 - Mode opératoire . o

VIII ELECTROPHORESES (serum) .+ . .+ .

A - "Disc-électrophorese” .

et isolement du

- Splutions pour la fabrication

1

2 - Fabrication des gels

3 - Migration « 0 oe s

4 - Coloration « « + «
a) Protéines totales
b) Cuprotéines .+ . .
c) Glycoprotéines .

d) Lipoprotéines .

collagéne

B - Electrophorése en gel de SD S polyacrylamide o

1 - Préparation des échantillons

2 - Préparation des tubes et dépbt des échantillons ,

C - Electrophorése en gel & gradient de polyacrylamide ,

CHAPITRE 2 : LA STRUCTURE DU BRAS DE SEPIA OFFICINALIS

I HISTDRIQUE . L] e . L] . L] L] . .
IT CARACTERES EXTERNES e e

III ETUDE ANATOMIQUE, HISTOLOGIQUE ET CYTOLOGIQUE

A - L'épiderme « s 8 v o4 s

Pages

18

18
18

19

21
21
21

21
23

23
23

23
24
25
25
25
26
26
27

27

28
28

29



Pages

B ~ Le derme T ¢ B e 9§ 8 e 9§ 4§ " @ 8 e 2 4 e 8 8 v ¥ 2 36
1 - Le tissu conjonctif I T T S S TR T T R T N TR B 36

a) La substance fondamentale T R S S S T R 38

b] Les cellules ¢ ¢ & " g & 8 8 s 8 ¥ e % " % 8 @ 38

c) Les fibres de collagéne R 38

2 - La coloration de la peau e v & s 3 v @ v v s s 8 40

a) Les chromatophores v e e e e e e st s e s 42

b] Les iridophores e 9 & 8 8 8 § o e o & & & s @ 42

C - Le systéme musculaire « o 8 & 8 " 8 8 0 6 8 8 e e 43
4 - La musculature intrinseque S T T TS S B R 43

2 - Les muscles de la ventouse ¢ » e ® 93 s e B & & @ 45

3 - La musculature acétabule-brachiale v o e e e ot 45

4 - La musculature extrinséque N R 46

5 - Les lames marginales s 9 8 8 e 1 8 o s 8 8 9 v @ 46

6 - La cellule musculaire P TR T T T T T T SR B ) 47

D - Le systéme nerveux brachial .« &« s o v o o ¢ o v ¢ o & 50
1 - Le cordon nerveux axial « ¢ o o ¢« 3 o 0 0 0 e 0 51

2 - Les tractus cérébro-brachiaux .+ « « o o o » « v 52

3 - Les cordons nerveux intra-musculaires .+ « + « s o 52

4 - L'innervation des ventouses « o+ ¢ ¢ s 5 o 0 v 4o 52

5 - La cellule nerveuse e » 9 8 " o ¥ e " e 8 s 9 52

E - Le systéme sanguin ¢ « o s o s 0 0 e 000 e 0w 55
1 - Les vaisseaux P T T T T T T R R R R I T 55

2 - L'innervation des vaisseaux « + +» o ¢ 0 ¢ o 0 0 57

3 - Les cellules e 8§ ¥ 8 8 s s 9 ¢ 8 ° 9 e ¥ v o4 e 3 59

a) Les cellules endothéliales « + &+ « ¢ ¢ o« o » & 59

b) Les péricytes « 3 % 3 ¥ s 2 & s 8 8 9 s s 8 2 » 59

c) Les amoebocytes LR T T T S T T R T T TR S TN N ] 60

F - La névroglia « 8 8 8 ® ¥ s e & 8 8 8§ % e 8 8 8 8 e @ 62

CHAPITRE 3 : ETUDE DE LA REGENERATION DU BRAS DE SEPIA
OFFICINALIS

I EVOLUTION DE LA MORPHOLOGIE EXTERNE

A - Evénements morphologiques . ¢« o « o « o o 0 o o s 0o o 64



B - Facteurs influengant la régénération

1

Nature de 1'amputation . e
a) Bras et tentacules Ve e
b) Nageoire e e s s e e
c) Région du rostre et sépion

d) Autres parties du corps 4

Niveau de 1'amputation . v e
Etat physiologique s e e s
a) Influence de 1'age « o v s
b) Influence de 1'état général

of- Expérimentation v e ow e

B-Analyse des résultats '

RB1le de la température . . . &
a) 10°C v v 0 0 v 0w e e e
b) 14°C T
€) 1B°C v v v v v e e e e e
d) 19°C et e e e e s e

IT ETUDE HISTOLOGIQUE ET CYTOLOGIQUE v

A

Cicatrisation T s T 3 3 e s v s

1 - Le tiSSU CicatriCiel s °» 8 3 e

a) Les amoebocytes .+ «+ & « o

b) Le collagéne « 4+ o s s v

2 - L'épiderme A T T B A

La dégénérescence des tissus .« o =«

H W N

Le tissu nerveux e e e e v s
Le tissu musculaire o o & s
Les amoebocytes T« ¥ e s e & o

Les autres tissus v e s ey

Le blastéeme de régénération . 0 s

1 - La formation « 4 « « « o o & o

2 - L'activation I T T S T T T T )

La régénération s 11 s s o w s

1—L'épiderme s 8 s ¢ s 0 ° 9o o

Pages

66

66
66
67
67
68

68
68
68
68
69
70

72
72
72
74
76

78
78

78
78
80

80
82

a2
85
88
88

88

88
90

S0

90



Pages

2 - Le derme L ] . . ] . 1 ] . L] L] . L] L] . . 1 ] [ ] [ ] [ ] ] [ ] [ ] 92
a) Le tissu conjonctif T 92
b) Les chromatophores et les iridophores e 92
3 - Le systéme musculaire P T T T T 85
a) Les musculatures intrinséque st extrinséque A 895
b) La musculature acétabulaire R 96
4 - Le systéme nerveux et la névroglie R T R S TR 96
5 - Le systéme sanguin I T R T T T T R T S A R I 98

III VARIATIONS DE LA TENEUR EN COLLAGENE DU BRAS ET DES PROTEINES

SERIQUES AU COURS DE LA CICATRISATION ET DE LA REGENERATION, . 102
A - Dosage du COllagéne « ¢ e 3 v T & s o« e T 5 8 8 8 v 3 9 102

1 - Expérience é 140[: ¢ ¢ ® s g > o ® ® o ¢ e 3 8 2 3 302

2 - Expér‘ience é 100[: e v ° s & 8 § & 8 ® e 4« 9 2 e @ 102

B - Comptage en scintillation liguide . « « « « + o+ v + & 108

1 - La radioactivité liée au collagene ST T T S 108

2 - La radioactivité liée aux autres protéines “ v e e 108

C - Electrophoréses du sang de Sepia offietnalis « « « + + . 110

IV ETUDE DE LA CROISSANCE DU REGENERAT DU BRAS DE SEPIA

OFFICINALIS . . . L] . . L L4 . L} L] . A . . L] L} L] . . . . L] L] . 114
A - Définition du bras de Téférence ., . + v v v 4 0w 0w 114
B - Croissance du régénérat pendant les deux premiers mois . 118
DISCUSSION ET CDNCLUSIDN I T R L T T R T T T S S S 120
RESUME e e 8 s € ®* 3 8 s T s T8 s 8 L E LYY 135

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES



INTRODUCTION



La régénération concerne tout le regne animal, dans des proportions diver-
ses, en fonction, semble-t-il,du degré d'évolution de 1'espéce envisagée,
La régénération est plus souvent le fait d'Invertébrés, et parmi ceux-ci,
de ceux & reproduction asexuée. Mais les embryons de Vertébrés (oiseaux,

mammiféres) ont un grand pouvoir de régulation et peuvent remplacer des

parties amputées,

On peut définir la régénération comme ... "la restauration, la reconstitu-
tion ou la formation d'un organe aprés usure, lésion ou perte accidentelle”,
(LENDER 1874)., La régénération est physiologique, si elle est la réponse a
des perturbations internes de l'organisme. Elle est traumatique, si elle
est la réponse a une agression due & un agent extérieur : blessure, ampu-
tation, parasite, Il faut noter aussi l'existence d'une régénération dite
compensatrice d'organe comme le foie, le pancréas ou le rein qui aboutit

non pas & la restauration, mais & une hypertrophie des lobes du foie, du

pancréas ou du rein restant,

La régénération nécessite un apport de matériel cellulaire. Pour certains
auteurs il y aurait des migrations de cellules spécialisées, totipotentes,
qui seraient en réserve. Il semble que le plus souvent, il y ait une dédif-
férenciation de cellules voisines de la blessure. Elle est considérée
comme la source de cellules de régénération, Cette dédifférenciation =st
le fait d'enzymes synthétisés par les cellules toucheées par 1'amputation,
en réponse au traumatisme. Avant la redifférenciation, il y a une dupli-
cation de 1'AD N. Ce fait est caractéristique. Les cellules capables de
se différencier se divisent d'abord. Morphologigquement, 1'"activation”

se traduit par 1'augmentation du rapport nucléoplasmatique (présence d'un
gros noyau avec un nucléole tres visible et d'un cytoplasme réduit).

Aprés division, les cellules se différencient en général en conservant

leur spécificité histogénétique. La différenciation s'exprime en fonction

du milieu cellulaire et hormonal.



=

Les contrdles de la régénération peuvent étre des contrdles a distance,

nerveux ou hormonaux, ou bien ils peuvent émaner du voisinage de la bles-

sure, Il semble que les deux types se rencontrent.

Le systéme nerveux peut avoir un role neurotrophique (action directe,

humorale ou électrophysiologique,du nerf sur les tissus & proximité) ou

un rdle neurosécrétoire (production spécifique de substances par des cel-

lules nerveuses spécialisées, suivie de leur libération dans 1la circula-

tion pour &tre transportées & 1a cible). Le tissu nerveux induit la régé-

nération. Son action semble &tre de nature quantitative, les cellules du

blastéme devant &tre programmées pour répondre & un niveau donné d'hor-

mones., Les mécanismes de base, cellulaires et extracellulaires par les-

quels le nerf agit, sont encore inconnus.

Le systéme sanguin, au moins chez les Vertébrés, semble avoir une grande

importance dans le maintien de 1'état différencié et dans la régénération.

C'est en particulier le manque d'irrigation gui est un des facteurs de la

dédifférenciation cellulaire. Dans certains cas, on a observé une relation

temporelle entre 1la régénération du nerf, le développement de la membrane

basale et la formation des valsseauX sanguins., Mais une relation de cause

3 effet entre ces phénomenes n'a pas encore été prouvée,

=

Nous avons pensé que les Ccéphalopodes pouvaient aider a répondre a

quelques unes de ces questions. Ce sont les Invertébrés les plus évo-

lués dont PACKARD (1972) a établi la co
gularisent a 1'intérieur de 1'embranchement des Mol-

nvergence avec les Poissons, Les

Céphalopodes se sin

lusques par le haut degré d'évolution de leur systeme nerveux. Le cerveau

des Céphalopodes est 1e résultat de la condensation des ganglions typi-

ques des Mollusques. Les céphalopodes ont en plus dévelaoppé de nouvelles

formations comme le ganglion brachial. Les bras sont innervés par d'énor-

mes cordons nerveux composés en partie par une couche ganglionnaire sur

toute leur longueur. De plus, chaque ventouse posséde son propre ganglion.,

Cette structure donne au bras une remarquable autonomie vis-a-vis des

centres nerveux Supérieurs.

Une autre caractéristique des Céphalopodes est leur systéme circulatoire

clos et le volume sanguin important.




nvertébré sont importants du point de vue

Ces traits évolutifs chez un I

expérimental, car tous les organes sont individualisés et accessibles,

en particulier, le cerveau, pour 1'étude des variations des neuro-

sécrétions, et le sang. De plus, la symétrie du systéeme brachial donne

la possibilité de disposer de bras témoins sur le méme individu.

Aprés avoir passé en revue les travaux existants sur la régénération

des Céphalopodes, choisi le matériel et les technigues adéquates (cha-

pitre 1), nous avons d'abord gtudié la structure normale du bras de

Sepia officinalis (chapitre 2). Cette étude a été faite a partir d'ob-

servations personnelles, confrontées avec des études antérieures sur

la Seiche et d'autres Céphalopodes. Puis nous sommes intervenu expéri-
mentalement et avons suivi les événements morphologiques et cytologi-

ques 1iés & la régénération, de méme que le métabolisme du collagéne

et les variations éventuelles des protéines sériques (chapitre 3).

Une étude de la croissance du régénérat compléte ce dernier chapitre.




PRINCIPALES OBSERVATIONS ET TRAVAUX EFFECTUES

SUR LA REGENERATION DES CEPHALOPODES

Les Céphalopodes sont cités de longue date pour la capacité de régéné-

ration de leur bras. Ce phénoméne est d'observation courante chez 1les

Octopodes, et n'a jamais été contesté. Il est décrit dés 1856 par

STEENSTRUP. La premiére étude expérimentale remonte & 1920. Elle a été

faite sur Oetopus vulgarts par LANGE. STEENSTRUP (1856) et BROCK (18886)

nient la possibilité de régénération chez les Céphalopodes décapodes,

comme le fera LANGE en ce gui concerne les bras de Sepia officinalis.

Cependant, elle parle d'une possible régénération compensatrice qui

serait due a la croissance d'un des bras buccauX.

Pourtant, VERRIL (1881 et 1882) observe des remplacements de ventouses

ou méme de parties du bras tentaculaire de plusieurs Teutholdés. ADAM

(1937), signale la régénération du tentacule d'un exemplaire de Sepzo-

teuthis lessoniana. Enfin, ALDRICH et al., (1868) découvrent un cas de

régénération d'un tentacule sur un spécimen de Calmar géant, Architeu-—

this dux, de 1,85m de longueur dorsale de manteau (LDM),

A cbté de ces exemples de régénération traumatique, il existe des cas de
ysiologique aprés autotomie. PELSENEER (1837) pose le pro-
PORTMANN (1852) celui des bras

régénération ph
bléme du bras hectocotyle d'Argonauta.

dorsaux de Tremoctopus violaceus. A ceci, on peut ajouter 1'hectocotyle

d'Ocythoe et de Tremoctopus. RIGGENBACH parle de régénération lente des
bras perdus par autotomie d'Octopus defilippit,

Les expériences sont peu nombreuses sur la régénération d'organes de
Céphalopodes. LANGE a amputé des bras d'Octopus vulgaris, d'Eledone
eirrosa, de Sepia officinalis. Elle a décrit pour les deux premiers, les
événements morphologigues et cytologigues. En 1933, MAY a étudié l1la for-
mation des terminaisons nerveuses dans la ventouse du bras régénéré
d'Octopus vulgaris. En 1940, CALLAN a recherché si la castration d'un

male d’'Octopus vulgaris, avait un effet sur la régénération et la diffé-

renciation de son bras hectocotyle préalablement amputé,




Les expériences sur les Sepioldés n'ont jamais été poussées trés loin,
car les animaux mourraient avant d’'aveoir donné un signe d'une quelcongue
capacité de régénération. C'est le cas de la tentative de LANGE {1920}
sur Sepia offieinalis., Un travail préliminaire effectué & Roscoff, en
automne 1975, nous a permis de vérifier que Sepia offiecinalis est capa-

ble de régénérer ses bras.

I1 faut signaler d'autre part que, dans la nature, les Calmars Lolzigo
forbesi et Loligo vulgaris, présentent assez souvent des stades de régé-
nération des bras et des tentacules. Nous n'avons rien opservé sur
Alloteuthtis.

En ce qui concerne Sepia officinalis, les adultes sont relativement peu
nombreux & régénérer leur bras (2 & 3%) alors que ceux des juvéniles
(LDM 2 3 5 cm) régénerent dans une proportion de 15% (Fig. 1). Ce phé-

noméne n'est donc pas négligeable.

t expériences sur la régénération des

tableau 1.

Les principales observations e

Céphalopodes sont rassemblées dans le
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ORGANES AMPUTES ESPECES AUTEURS
Bras Octopus sp. J.J. STEENSTRUP (1856)
Ventouses Loligo pealei (Lesueur) var.

Bras sessiles
Tentacules

pallida
Ommastrephes illecebrosus
(Lesueur)

A.E. VERRIL (1881)

Bras dorsal
et latéral

Architeuthis harveyi (Verril)

A.E. VERRIL (1882)

Bras
Bras hectocotyle

Octopus fusiformis n, 8p.
Octopus inconspicuus n, Sp.
Octopus cuviert

J., BROCK (1886)

Bras bifides

Octopus vulgaris (Lamark)
Eledone aldrovandi

C. PARONA (1900)

Bras bifides

Vitreledonnella richardi (Joubin)

p——

L. JOUBIN (1800)

Régénération aprés
autotomie

Octopus defilippit

E. RIGGENBACH (1901)

|

Bras bifides

Octopus vulgaris (Lamark)
Eledone moschata (Lamark)

B. HANKO (1813)

Bras

Eledone cirrosa
Octopus vulgaris (Lamark)
(Sepia officinalis (Linné))

M. LANGE¥T1SZD]

Bras bifides

Cucioteuthis unguiculata

L. JOUBIN (1924)

(Steenstrup)
Ventouses Octopus vulgaris (Lamark) R.M. MAY¥T1933]
Bras
Tentacules Sepioteuthis lessoniana (Lesson) W, ADAM (1937)

Bras hectocotyle
Bras

Octopus vulgaris (Lamark)

HoG. CALLAN{&194D]

Autotomie bras
dorsaux

Tremoctopus violaceus (Delle
Chiaje)

A. PORTMANN (1952)

Ventouses . . F.A. ALDRICH
' Tentacules Architeuthis dux (Steenstrup) M.M. ALDRICH (1968)
. Bras Sepia officinalis (Linné)
. Nageoires Sepiola atlantica (d'Orbigny) Présent travail

Loliginidae

TABLEAU 1

2

expérimentateurs




CHAPITRE 1

MATERTIEL ET METHODES




I - RECOLTES

~

Les juvéniles de Sepia officinalis ont été obtenus soit & partir de pontes,

soit capturés.dans la nature. Les pontes ont gté récoltées dans les her-

tera marina de 1'Ile verte (& pied),
ou bien dans ceux de Pempoul (& pied et par dragages).

=

face Stati io-
biers de Zoos ce & la Station Bio

logique de Roscoff,
Ces oeufs sont malntenus en bacs P13X18139 en eau courante convenablement

aérée.

I1 a été trés facile d'obtenir 1la reproduction d'adultes en aquarium, L'ac-

couplement ne pose aucun probléme, Divers supports (tuyaux de caoutchouc,

tique) ont trés bien convenu
i1 a suffi d'enfoncer petit a petit la

grill en plas pour la ponte, Les oeufs étant
es

plutdt déposés prés de 1a surface,
grille dans 1l'eau pour ne pas 1la surcharger en certains endroits, Une fois

entiérement couvertes, les grilles sont disposées dans 1'aquarium de fagon

ation de 1'eau. (Fig. 2 ). A 1'éclosion, les Jeunes

a ne pas géner 1la circul
bacs dont 1le fond est recouvert d'un peu de

sont transplantés dans des
sable.

La durée d'incubation dépend de la température (MANGOLD-WIRZ, 1963 - RICHARD,

1971), 5 semaines environ 3 20°C,
maines & 15°C, La taille 3 1'éclosion dépend de la durée

=

prés de 4 mois & 10°C, L'éclosion couvre

une période de 3 se
d'incubation et de 1
lines).

a taille de 1l'oeuf (plus ou moins grandes réserves vitel-

Les jeunes Sepia ont également été capturées dans la nature au chalut & per-

la senne (principalement dans 1'estuaire de 1la Penzé). C'est dans

=

che et a

ces conditions qu'il est arrivé de prendre des Septola atlantica, ainsi que

de jeunes LolZgo et des Alloteuthis, Il était ainsi possible de récolter

aussi de la nourriture pour les seiches de plus grande taille (crabes, cre-

vettes, poissons).

Nous avons obtenu quelgues adultes a4 partir de jeunes nés au laboratoire ou

capturés, mais la plupart ont été capturé au chalut & panneaux, au chalut &

perche ou a la senne. Il est arrivé d'avoir un individu de temps en temps
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II

=

au chalut 3 perche,

plastique ol 1'eau est renouvelée.

ELEVAGE

L'élevage des seiches est maintenant possible.

3 obtenir un cycle biologique complet en aquarium (CHOE et al., 1963,
CHOE, 1966, RICHARD, 1971, BOLETZKY, 1974 al.

A - Bacs

Les animaux ont été maintenus

aquariums. Ils sont mis dans divers bacs selon leur taille et leur

nombre. Les plus petits ont pu &tre séparés en lots de 5 individus

10

par dragage. Les Sepia en meilleur état sont celles prises a la senne et

A bord, les animaux sont mis dans de grands bacs en

Divers auteurs ont réussi

dans des bacs en plexiglas ou en grands

z = '
dans des casiers (15cm x 15cm) posés sur une réserve d'eau courante

et aérée de 35 litres (modéle ISTPM).

Il faut &viter un débit d’'eau

provoquant un courant trop fort qui perturberait les animaux. (Fig. 3

Le fond des bacs est garni de sable en couche peu épaisse. Un simple

ratissagé hebdomadaire et 1'enlévement des carapaces de crabes et des

tétes de poissons permettent d'éviter son pourrissement, Un renouvel-

lement partiel, tous les mois, aux endroits d'accumulation de déchets

de nourriture (taches noires de réduction) ainsi qu'un grattage des

parois permet de maintenir les animaux dans de bonnes conditions,

B - Facteurs abiotiques

1 - Lumiére

Nous avons laissé les animaux en lumiere naturelle sans influer sur

la photopériode. Nous n'avons pas remarqué de différences notables

=

quant au comportement et a la régénération entre les individus sou-

mis & un éclairage normal et ceux vivant dans un sous-sol,bien moins

éclairé. Les Seiches sont des animaux qui chassent a vue, Il y a

toujours eu des périodes de lumiére suffisante pour qu'’elles puis-

sent se nourrir.
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2 - Température

Les Seiches peuvent vivre entre 30°C et 7°C (RICHARD, 1971).

Cependant, elles ne supportent pas de sautes brutales de tempé-

rature. Nous avons fait des expériences a température ambiante

(Fig. 5) et d'autres a des températures contrdlées. Il s'est tou-

jours agi de chauffer 1'eau pour la maintenir au-dessus d'un cer-

tain minimum., Nous avons employé des résistances thermostatées

"sable-pirex” étanches, de 100 et 250w selon le volume d’'eau 3

chauffer, immergées directement dans le bac. Nous avons pu réa-

liser un chauffage externe pour de petits bacs (Fig. 4). Les expé-

riences a température constante ont été faites aux époques ol les

écarts entre 1la température recherchée et la température de 1'eau

de mer pompée étaient l1es moindres.

En hiver, une ou plusieurs cannes chauffantes thermostatées sont

laissées en permanence dans les bacs pour avoir une température

s'écartant peu de 10°C.
e dernier cas, 1'eau du fond de 1l'aguarium

Les élevages sont faits en circuit ouvert,

ou semi-fermé. Dans C

est transportée a la surface en un autre endroit par un élévateur

a air comprimé. Cet appareil contribue au brassage de 1l'eau qui

est complété par 1'action d'oxygénateurs a pierre poreuse bien

Ce systéme trés simple,
géne dans toutes 1les parties des plus grands aguariums.

disposée. a permis d'avoir une tempéra-

ture homo

3 - Oxygénation

L'oxygénation a toujours 6té satisfaisante grace a 1l'élevage en

cau courante et le brassage perpétuel provoqué, soit par les bul-

jeurs, soit par les glévateurs ou bien par les deux ensemble.

Nous avons considéré étre 3 saturation. C'est le cas des eaux

superficielles pompées par la Station biologique de Roscoff, qui

peuvent méme &tre sursaturées en raison de 1'activité photosyn-

thétique. La quantiteé d'oxygeéne dissout dépend de la température.

Elle diminue quand 1la température augmente.




Figure 5 @ Courbe de températures de 1l'eau pompée par la station
de septembre 1975 & novembre 1876, Chaque point repré-

sente la moyenne des températures des 5 jours précédents.

Figure 6 : Elevage d'Artemia salina. A gauche, dispositif pour
1'éclosion des oeufs. A droite,dispositif pour séparer

les jeunes nauplii des coques et les récupérer,

Figure 7 : Amputation de la nageoire.,
AB : coupure longitudinale,
CODEF : section transverse, Dans ce cas la régénération

n'a pas lieu,
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4 - Autres facteurs

La salinité varie peu au cours de 1'année. RICHARD (1871), signale

qu'elle n'a pas d'influence sur la croissance.

L'eau de mer donne une réaction alcaline par suite de 1'hydrolyse des

carbonates et bicarbonates, ceux-ci étant formés par réaction du gaz

carbonique sur 1l'eau de mer. Pour une augmentation de température,

le pH diminue d'autant plus Que la salinité est grande.

Facteurs biotiques

Parmi ceux-ci, nous n'en avons retenu gque deux.,

1 - Nourriture

Sepia officinalis est un animal carnivore gui se nourrit d'animaux

vivants et chasse & vue des proies mobiles et proportionnées & sa
taille.
RICHARD (1971) et BOL

en fonction du stade att

ETZKY (1974) ont décrit le régime alimentaire

eint par 1'animal.

Nous avons nourri les seiches jusqu'a 5cm de Mysidacés (Paramysis

nouveli et Praunus flexosus) ainsi que
g@lement a partir d'oeufs (BLAUPUNKT] .

d'Artemia salina mis en cul-

ture parall

Les oeufs ont été mis dans de 1'eau de mer sursalée avec du chloru-

re de sodium jusqu'a obtenir environ 40°/,, et chauffée & 25°C dans

une bouteille d'eau minéral
Un bulleur réglé a débit moyen, placé dans le goulot de le bou-

e en plastique ouverte au fond et renver-

sée,

teille permet une agitation hélicoidale qui maintient les oeufs en

suspension (Fig. 6), A 1'éclosion, les nauplii d'Artemia sont sépa-
rés des coqgues vides. Pour cela, on verse le contenu de la bouteille
dans un petit aquarium dans un coin duquel on fait arriver le fais-
ceau d'une lampe. Les larves se concentrent assez rapidement dans
la plage lumineuse, i1 est alors facile de les recueillir par sipho-
nage. Cette opération terminée, il ne reste qu'a les transporter
dans un cristallisoir contenant de l'eau de mer enrichie pour per-

mettre la croissance d'algues vertes. L'eau est aérée par un
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oxygénateur a pierre poreuse et renouvelée par parties, Des adul-

tes d'Artemia ont ainsi &té obtenus en moins de deux semaines.

De 5 & 10cm, nous avons surtout fourni des petits crustacés (Crangon

erangon,Palaemon serratus, Orchestia marina, jeunes Carcinus maenas)

des poissons (Pomatochistus microps, Jjeunes Mugil auratus et Onos

mustellus,

Les individus de tailles supérieures acceptent trés bien les Careinus

maenas, les grosses Palaemon serratus, les Gobius paganellus, Blenntius,

Ammodytes lanceolatus, Onos mustellus, Mugil auratus,

La nourriture est distribuée tous les jours,

Dans les expériences de sous-nutrition, nous avons nourri les animaux

une fois par semaine avec 2 ou 3 petites Palaemon ou alevins de Pomato-

chistus pour chacun (LOM 3 a 4cm), Ceci représentant le minimum jour-

nalier des individus témoins.

Les deux lots d'animaux provenaient du méme bac d'élevage ol ils

étaient maintenus depuis leur naissance et nourris de la méme maniée-

re. Le jeline a commencé au jour zéro., Il n'a pas pu Btre total, cear

dans ce cas, les animauX prennent une flottabilité positive, restent

en surface, dans l'impossibilité de descendre, et finissent par

mourir,

2 - Compétition - Densité d'élevage

I1 faut veiller a ce que ja nourriture soit suffisamment abondante

car sinon, seuls 1les individus les plus forts se nourrissent. Il faut

aussi seéparer les individus par classe d'ége, c'est-a-dire ne pas

laisser ensemble des seiches de tailles trop différentes. Le canni-

balisme n'est pas rare en captiviteé.

RICHARD (1971) a donné une formule selon laguelle la "surface de
seiches” ne doit pas dépasser le 1/10éme de la surface du fond. Dans
tous nos élevages, l1a densité a toujours été de 0,07 a 0,1, Il faut

tenir compte aussi du fait que toutes les proies fouisseuses : Cran-

gon erangon, petites Pleuronectes platessa 1interviennent dans cette

densité.
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III - ANESTHESIE

Au cours d'une série d'expériences antérieures sur des Céphalopodes Octo-

podes, réalisées au Laboratoire ARAGO & Banyuls-sur-mer, nous avons pu

déterminer 1'action anesthésiante de diverses concentrations d’'éthanol

dans 1'eau de mer,

Nous avons fait des expériences & courte et & longue durée avec 1'alcool (et

d'autres anesthésiques). La plus pratique des concentrations essayées (0,5 -

1 -2 -3 -5 et 10%) s'est révélee atre 2%. La majorité des Poulpes

s'endorment en 2 minutes environ. T1s se réveillent en 3 minutes aprés

avoir été plongés dans 1’eau de mer courante.

- L'alcool en solution a 2% est un bon anesthésique pour les Céphalo-
podes. L'installation de 1'anesthésie et l1la récupération sont rapides, La
toxicité est nulle. L'emploi en est f

dose, c'est un excellent calmant perme

acile et peu colteux. A plus faible

ttant, par exemple, le transport

d'animaux.
- L'uréthane (carbonate d'éthyle) a un effet similaire, mais le réveil

est plus tardif pour une concentration a 2%. I1 faut environ 15-20 minutes.

Les muscles sont moins contractés mais on enregistre une mortalité, ce qui

n'apparait jamais avec 1'éthanol & 2%,

- Le MS 222 (isomére de 1a benzocaIne) est un anesthésique employé par
voie buccale en physiologie. 11 est classiquement utilisé pour endormir les
batraciens et les poissons.
de 0,07 g/1 employée pour anesthésier les jeunes saumons.

I1 s'est révélé toujours mortel sur Octopus

~

méme a la dose

Chez Sepia, 1'anesthésie a 1'éthanol se déroule de la méme fagon que chez

Octopus. Les animaux sont d'abord un peu excités, puis ils se calment. Leur

rythme respiratoire diminue, s'arréte parfois. Les Seiches palissent. La

nageoire cesse d'onduler. Les animaux flottent, la t&te en bas, souvent col-

1és au fond par les ventouses des bras qui
arquer que la contraction musculaire est moins grande que chez Octopus,

y adhérent modérément, Il faut

rem

mais il faut une exposition 3 1'alcool plus prolongée pour immobiliser les

bras. Ce fai
aux centres supérieurs qui, eux, subissent 1'action de 1'éthanol,

t s'explique par 1'indépendance du centre brachial par rapport

Comme chez Octopus, le réveil demande quelques minutes apreés le retour en

eau de mer courante.

Sepiola atlantica réagit de la méme maniére.
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MODE OPERATOIRE

Une fois anesthésiés, les animaux sont sortis de 1l'eau, un ou plusieurs

bras sont coupés aux ciseaux, le plus nettement possible, perpendiculai-

L'amputation systématique concerne entre la moi-

b

rement & 1'axe médian.

tié et le tiers distal du bras.

L'amputation de la nageoire se fait aux ciseaux sur l'animal anesthésié.

On peut la faire longitudinalement, sans entamer le cartilage (coupure A-B

Fig. 7) ou bien couper un morceau, transversalement, Quand le cartilage

de la nageoire est touché, 1'animal ne survit pas (coupure C-D-E-F Fig, 7).

Le sang est prélevé pour l'analyse biochimigue. L'animal n'est pas anes-

thésié pour deux raisons i pour qu'il n'y ait pas d'alcool dans le sang

et pour ne pas supprimer le péristaltisme des vaisseaux et les battements
du coeur facilitant la prise de sang.

On utilise une seringue de 5 ml & grande aiguille, Aprés ouverture aux

ciseaux du manteau, on atteint trés facilement la veine céphalique. La

meilleure méthode s'est révélée étre d'aspirer au passage de chaque onde

péristaltique.

Des prélévements directs dans le coeur donnent également de bons résultats.

Notons qu'il est possible d'obtenir de petites guantités de sang sans

sacrifier 1'animal.
Dés qu'il est en contact avec 1'oxygéne de 1'air, le sang, translucide,

devient bleu (oxydation du cuivre de 1'hémocyanine).

Le sang de Céphalopode ne contient pas de fibrine, aussi ne coagule-t'il

pas. Aussitdt prélevé, le sang est mis en tubes. Ces tubes sont, soit mis

au congélateur pour les échantillons & conserver, soit mis dans de 1la

glace fondante pour 1es échantillons devant étre analysés immédiatement,

Parfois, une légere floculation apparait qui sédimente au fond du tube.

Examinée au microscope, cette masse blanchdtre se révele étre composée

d'amoebocytes.
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HISTOLOGIE ET CYTOLOGIE

A - Microscopie optique

Les animaux de petite taille sont immergés vivants dans le liquide fixateur.
Aprés durcissement, le ou les bras intéressants sont disséqués et la suite
de la fixation et des traitements se fait sur eux. La plupart ont été fixés
au Bouin & 5% d'acide acétique. Le liguide de Carnoy a été utilisé pour per-
mettre 1'observation des noyaux. Le formol a 10% dans l'eau de mer a éteé

choisi pour les imprégnations argentigues.

Aprés déshydratation a 1'éthanol, passage dans le butanol-1 , les piéces ont
été directement inclusesen paraffine (T; = 56-58°C) ou dans de 1'"histosec”

(milieu plastifiant MERCK Tp = 56-58°C) .

Les coupes ont été faites a 5 q‘d'épaisseur, (15 4 pour les impregnations

argentiques].

Des colorations ont été pratiquées pour mettre en évidence la topographie
du bras et certains constituants chimigues. Les coupes sont traitées a
1'azan, au trichrome de Masson ou de Ramon y Cajal, & 1'éosine-vert lumiére,

au bleu de toluidine, au bleu alcian (pH 3,5), & la gallocyanine.

B - Microscopie électronigue

Les morceaux de bras sont fixés au glutaraldéhyde & 3% (concentration finale)
dans du tampon cacodylate de sodium 0,4 M (pH 7,4) et du chlorure de sodium

0,3 M pendant 1 heure. Ils sont redisséqués aprés 15 mn s'ils sont trop gros.

=

On lave dans le tampon avec du NaCl & 4%. La postfixation se fait & 1'acide
osmigue & 2% dans le méme tampon. Elle est suivie d'un lavage. Aprés des
déshydratations progressives a 1'éthanol, les piéces sont incluses au durcupan

(FLUKA) .

Les coupes semi-fines sont colorées au bleu de toluidine (certaines n'ont pas

été postosmiées).

Les coupes fines sont traitées par 1'acétate d'uranyle (contrastant) puis

colorées au citrate de plomb (REYNOLDS, 1963). La plupart ont été carbonées.

Les observations ont été faites au microscope électronique HITACHI HU-11E
du Latoratoire de Biologie des Invertébrés marins au Muséum National d'His-

-

toire Naturelle & Paris.
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VI - MARQUAGE RADIOACTIF

A - Molécule utilisée

I1 s'est agi de marquer le collagéne. Le marquage a été effectué avec de
la 14C L-proline (activité spécifique 235 mCi/mM) fournie par 1le CE A,

Gif-sur-Yvette, France. La solution stock est & 100 pCi/ml.

B - Méthodes de marguage

1 - Injections

I1 a d’abord fallu trouver un endroit pour les pratiquer. Aprés plu-

sieurs essais avec des colorants vitaux (bleu de Nil, vert vital Geigy),

c'est la région de la "glande digestive” (BIDDER, 1978), juste sous le

sépion, au voisinage de 1'artere céphalique, qui a été retenue., En
effet, 5 & 10 mn aprés 1'injection a cet endroit, les branchies sont

colorées, ce qui est le signe d'une reprise du produit par la circula-
’

tion générale. Les injections sont pratigquées avec des seringues hypo-

dermiques & insuline de 1ml comportant 40 graduations,

Une quantité de proline marguée équivalant & 50 uCi est dissoute dans

6ml d'eau de mer filtrée. La concentration finale est de 8,3 uCi/ml.

Les injections ont été de O.B‘pCi/g d'animal.

2 - Bains
bilité de survie du bras coupé (36 h dans une saliére

L'étonnante possi

remplie d'eau de mer renouvelée de temps en temps]) et l'ultrastructure

du bras (microvillosités) nous ont poussé & essayer un marquage en immer-

geant les bras isolés du corps a des temps bien définis pour 1’'étude de

la synthese de collagene.

La solution stock de 14[: L-proline a éte diluée afin d'arriver & une

concentration de 1 uCi/ml. Les bras (5 & 9 individus) de chaque stade

ont été mis dans des saliéres contenant 2,5 ml de la solution radio-

active pendant 2 heures, puis ils ont été placés en milieu froid,
100 fois plus concentré en proline, soit 19 mg/ml. L'opération a éte
répétée 3 fois une demi-heure. Les bras ont été rincés 2 fois (1 heure

et 1/2 heure) en eau de mer filtrée (millipore 0,45 JIIn
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C - Comptages en scintillation liquide

Ils ont été faits & 1'Unité de Radiocimmunologie Analytique & 1'Institut
Pasteur sur un spectrométre INTERTECHNIQUE SL 32,

La mesure de la radioactivité [14C L-proline) a été effectuée sur les

fractions protéiniques isolées comme indiqué au paragraphe suivant.

Le mélange scintillant est composé de :

PPO - 2,5 diphényl oxalole .« « & « « + & 0 0 0 0 0 e 12 g
POPOP - 1,4 bis/2 (5 - phényloxazolyl) - benzéne . . . . 0,3 g
Toluéne R 7 R R 31
Triton X 100 T T L R 1,5 1

Les comptages ont été faits & ouverture maximale du canal de mesure.
La durée a été choisie de telle sorte que 1'on totalise toujours entre
2000 et 15000 coups par échantillon. Les résultats sont reportés auto-

matiquement & la minute. Les comptages ont été faits aprés stabilisation

de la température.

Nous nous sommes placés dans des conditions telles gue les phénoménes
d'atténuation soient minima. Pour les phases agueuses, l'aliquot était
de 100 pl pour les 10 ml de mélange scintillant, ce qui est inférieur

au 10 - 15% d'eau compatible avec la mesure (formation d'émulsion).

Les protéines solubilisées & 1'acide formique anhydre ont donné une
couleur rosée (présence de pigments). Nous avons été obligés de réduire
je volume de 1l'aliquot a 25 pl, la coloration atténuant la lumiére émise.

La figure 8 donne les résultats obtenus avec 1'échantillon le plus

coloré.

L’'acide formique anhydre lui-méme n'intervient ni en guenching, ni en

chimiluminescence.

Les résultats finaux ont été rapportés & 1l'unité de poids frais.




cpm/ml

5500 |-

5000 |-

20

10 25 50 100
aliquot HCOOH (ui)
Aliquot
(p1) cpm cpm/ml
200 1004 5020
100 538 5390
50 277 5540
25 140 5600
10 56 5600
Figure 8 Courbe d'étalonnage de 1'extrait acide formique colore

pour le comptage ern

scintillation liquide,

200
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VII - ETUDE BES PROTEINES DU REGENERAT

Le tableau 2 résume 1le mode opératoire.

A - Précipitation des protéines et isolement du collagéne

Aprés avoir été pesés, les bras sont homogénéisés dans un Potter avec du
TCA a 10% & 0°C. Le matériel insoluble a été récupéré par centrifugation
3 16 000 g pendant Smn & 5°C et a été lavé 3 fois dans du TCA & 5% par
resuspension et centrifugation. Le culot lavé est traité par du TCA & 5%
a 90°C pendant 1 heure. Le matériel insoluble est é€liminé par centrifu-
gation. Le surnageant est conservé, Le précipité est lavé au TCA a 5%, Ce
dernier surnageant additionné au précédent constitue la "fraction colla-
géne” qui en fait peut contenir aussi des peptides et des dérivés d’'aci-
des nucléiques (LUKENS, 1965). Le TCA est éliminé par 3 lavages volume
a volume, avec de 1'éther diéthylique. Des aliquots sont prélevés de 1la

phase aqueuse pour les comptages en scintillation et les dosages.

Le culot, constituant la fraction TCA chaud insoluble est solubilisé a
1'acide formique anhydre. Des aliquots servent aux dosages et aux comp-

tages.

B8 - Dosage des protéines

Nous avons utilisé la méthode de LOWRY et al., (1951).

1 - Réactifs

Une gamme étalon est faite & partir de bovine serum albumine (BSA)
lyophilisé MERK de 10 & 508' car il n'y a plus de relation 1linéaire

entre la concentration et la densité optique au-dessus de SOX .
Les solutions sont préparées avant chaque dosage.

Solution A Na2 CO3 ad 2% dans NaOH 0,1 N

Solution B CUSO4. 5 H20 a4 0,05% dans du tartrate double
de sodium et de potassium a 1%

Solution C : Solution A (50 volumes) + Solution B (1 volume)

Le réactif de Folin (MERK) est dilué deux fois avec de 1l'eau distilleée

pour avoir une solution acide normale.
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Homogénéisation
TCA 10%, 0°C

Centrifugation
16000 g, 5°C, 5mn

Surnageant 1 Culot 1

Lavage TCA 5%
Centrifugation

Surnageant 2 Culot 2

Lavage TCA 5%
Centrifugation

Surnageant 3 Culot 3

Reprise du collagene
TCA 5%,80°C, 1 heure

Culot 4 |- Centrifugation
Fraction haw Fraction TCA chaud
insogggzg d Lavage TCA 5% soluble
Centrifugation
Culot 5 Surnageant 5 | + | Surnageant 4
Elimination du TCA
3 lavages & 1'éther diéthylique (v :v)
Solubilisation +
HCOOH anhydre Phase aqueuse
COMPTAGE EN DOSAGE ik COMPTAGE EN

SCINTILLATION LIQUIDE (méthode de LOWRY) SCINTILLATION LIQUIDE

TABLEAU 2 : Extraction des fractions protéiniques
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2 - Mode opératoire

A 1 ml de "blanc”, de standard BSA ou d’échantillon & doser, on ajoute
5 ml de la solution C. On agite et on attend 10 minutes aprés les-
quelles on ajoute 0,5 ml de réactif de Folin. On laisse réagir pen-
dant 30 minutes aprés avoir bien secoué les tubes. Aprés une éven-
tuelle dilution & 1'eau distillée des échantillons trop colorés, on
lit la densité optique & 750 nm. Nous avons effectué les lectures

sur un spectrophotométre UNICAM SP 1700,

VIII - ELECTROPHORESES

A - Disc-électrophorése

Nous avons utilisé la technique de "disc-électrophorése” qui permet de
séparer les ions que sont les protéines & un pH donné et d’obtenir une
grande finesse de résolution grce a un prétamisage de 1'échantillon &
travers un gel de polyacrylamide a4 larges pores. Sur le gel de migration,
on coule un gel de tassement, de méme nature., Il permet a la quasi tota-
1ité des protéines de 1'échantillon de se concentrer & la surface du gel
de migration en une fine fraction. La migration s'effectue en fonction

du poids moléculaire et du point isoélectrique. La mobilité des protéines
est une résultante de ces deux paramétres. Elle variera selon le pH du gel
et du tampon. Ceci explique gque des bandes peuvent paraltre nettement
séparées ou confondues, nettes ou floues. Le diamétre du tube intervient
aussi. Les électrophorégrammes réalisés en tubes de 3mm de diamétre inté-
rieur, s'ils se développent plus vite, sont moins nets que ceux faits en

tubes de 5mm.

1 - Solutions pour la fabrication des gels

Solution A :

Acide chlorhydrique 1N « « v v « & v & o &+ o 48 ml
o Tris e v v e e e s e v e e e e e 36,3 g
Temed . o ¢ ¢ 4 v 0 s 0 e a0 s e e s 0,23ml
. Eau distillée g¢S«Pi + « » s+ ¢« ¢« + 2 o+« 4 . « 100 ml



Solution B :

. Acide chlorhydrique N

. Tris «
Temed .
. Eau distil

Solution C :

Acrylamide ( 7
. ou Acrylamide ( 4,5%

. Bis . +
. Eau distil

Solution D :

. Acrylamide
Bis . e

. Eau distil

Spolution E

. Riboflavin

. Eau distil

Solution F :

. Saccharose

. Eau distil
Solution G (catalyseur)

. Persulfate

Eau distil

2 - Fabrication des gel

1ée g.S.P.

o\®

1ée Q+SeP>s

lée Q.S.P-

e . . . .

lée q.S-p-

1lée G.S.P-

d'ammonium

lée Q«S.P»

s (en tubes

a) Gel de tassement

Solution
Solution
Solution
Solution

temps de polyméri

(pH 6,7)

B 1
D 2
E 1
F 4

)
)

de 5mm x 12cm)

volume
volumes

volume

volumes

sation : 1/2 heure environ

24

48 ml
5,98 g
0,46ml
100 ml
28 g
18 g
0,735¢
100 ml
10 g
2,5 g
100 ml
4 mg
100 ml
40 g
100 ml
0,14 g

100 ml
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b) Gel de migration (pH 8,9)

Solution A 1 volume
Solution C 2 volumes
Eau distillée 1 volume
Solution G 4 volumes

On introduit ce gel aprés polymérisation du gel de tassement.

Temﬁs de polymérisation @ 1 heure & l'obscurité.

Nous avons travaillé avec des gels a 7 et 4,5%, ce dernier devant

mieux séparer les fractions lentes (gros p.m.J).

3 - Migration

Les tubes sont disposés dans une Cuve 3 électrophorése SHANDON, On ajou-
te 3ml par tube de bleu de bromophénol a 0,05% dans la cuve supérieure

avec le tampon d’'électrode. Ce colorant servira & suivre le front de

migration,

On dépose 10 pl d'échantillon (sang entier diluéi0 fois) au sommet de
chaque tube., On branche 1'appareil. On sélectionne d'abord une inten-
sité de 2 m A par tube, puis 5 m A par tube lorsque le sang a pénétré

dans le gel.

4 - Coloration des gels

Quand le front de migration du bleu de bromophénol est & environ 1cm de
1'extrémité inférieure du tube, on coupe le courant et on sort les tubes.
Chague gel est extrait au moyen de tampor injecté dans le tube par une
seringue. Auparavant, on a mesuré la distance de migration et la lon-

gueur du boudin.

a) Protéines totales

On immerge les gels dans une solution de bleu de coomassie G 250
dans 1'acide perchlorique pendant 1 heure. Ce procédé ne nécessite

pas de décoloration (REISNER et al., 1375},
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., Bleu de coomassie G 250

a 0,25% dans l'eau distillée .« « + « 85 ml
. Acide perchlorique (71 - 73%) ¢ o« o 4 30 ml
. Eau distillée A N L A 475 ml

Les protéines sont colorées en bleu. Le gel est légérement orange.

La coloration est stable.

b) Cuproprotéines

On immerge les gels dans une solution d'acide rubéanique saturée

pendant 24 heures.

. Acide acétique a 7.,2% e e st v s e 4 74 ml
L] ACétate de SOdium é 16;3‘}0 L] . [ . v [} 28 ml
. Acide rubéanique « + o o s o0 00w 100 mg

Agiter pendant 1 heure.

Les protéines liées au cuivre sont colorées en vert bouteille. Une

coloration secondaire bleue p&le peut se produire sur les autres

protéines,

c) Glycoprotéines

Les gels sont placés 16 heures dans une solution de :

. Périodate de sodium e e s e e e e e s 2,5 g
. Eau distillée T 86 ml
. Acide acétique glacial + + ¢ « « « o 10 ml
. Acide chlorhydrique concentreé v v e oa 2,5 ml
. Acide trichloracétique .« .« + « « « o & 1 g

On lave 8 heures dans plusieurs bains d'une solution de :

. Acide acétique glaCial L R S N 10 ml
. ACide trichloraCétique L T T T Y e e 1 g
. Eau distillée L T T R R T R Y S 80 ml

Les gels sont ensuite colorés 16 heures dans du réactif de Schiff
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Ils sont ensuite fixés par 2 bains de 2 heures dans une solution

de :
. Sulfate de pOtaSSiUm « & 8w v 8 & 3 | g
. Acide chlorhydrique concentré + « « .« . 20 ml
. Eau diStilléB [ ] . ° [ ] L] [ ] . L] [ ] ] L] [ ] 980 ml

Toutes ces opérations sont faites 3 4°C et les gels dans ces solu-

tions sont soumis & une agitation permanente.

d) Lipoprotéines

La coloration se fait avant la migration. L'échantillon est mélangé
3 la moitié de son volume de noir soudan en solution saturée dans

de 1'éthyleéene glycol.

Les lipoprotéines sont solorées en brun. Cette coloration ne per-

siste que si les gels sont conservés dans une solution de :

. Tode Sublimé e * 8§ 8 9 ¢ @ e 4§ o ¢ e 1,5 g
. Acide acétique . « + ¥ v ¢ ¥ e e e e 150 ml
. Eau distillée T T T T T g.s.p, 2000ml

Les autres protéines sont secondairement colorées en jaune,

B - Electrophorése en gel de S.D.S. polyacrylamide

Nous avons employé cette méthode pour tenter de déterminer le poids molécu-
laire. La méthode ci-dessus ne permet que de séparer les protéines en ban-
des et de les comparer par leur distance de migration. Mais il est hasar-

deux d'assimiler 2 protéines d'échantillons différents ayant la méme réfé-
rence front.,

SHAPIROD et al., (1967) ont montré qu'il existait une relation linéaire entre
le logarithme des masses moléculaires des polypeptides et leur mobilité
électrophorétique. Le S.D.S. est un agent dénaturant. Il supprime toute
structure qui n'est pas primaire en se complexant aux protéines qui sont
chargées a un pH donné. Ce complexe porte une charge négative identigque pour
toutes les macromolécules. Elles migreraient toutes & la méme vitesse si 1le

tamisage moléculaire du polyacrylamide n'intervenait pas. La migration s'ef-

fectue selon le seul critére taille.
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Les liaisons covalentes entre chalnes polypeptidiques sont rompues par lefj
mercaptoéthanol (réduction des ponts disulfures). Les -SH démasqués pouvant
alors réagir entre eux, on les bloque par une carboxyméthylation & 1'iodo-

acétamide.

1 - Préparation des échantillons

Les échantillons de sang sont chauffés 2mn & 100°C dans une =olution
de phosphate de sodium (pH 7) contenant 1% de mercaptoéthanol et 1%
de sodium dodécylsulfate (S.D.S.).

200 & 500 mul de sang sont mélangés a :

50 pl de tampon phosphate de Na, 1072, pH 7,
S.D.S. 0,1%, - mercaptoéthanol 0,1%

10 a1l de bleu de bromophénol a 0,05%

10 M1 de -mercaptoéthanol.

guelgues grains de saccharose
Une partie aliquote du mélange est appliquée au sommet des tubes,

2 - Préparation des tubes et dépdt des échantillons

Tampon de gel : Na H2 P04, HZD o 4 s e e e e 7,8 g
NazH P04, 7 H20 R 38,6 g
S.D.S " e ¥ & v & v s g e e @ 2 g
Acrylamide : Acrylamide + ¢ + ¢« s « o+ o« 15,5 g
Bis ¢« s e ® LI T ) . . I T | . 0‘5 g
Eau distillée e v e e s e g.s.p.100ml

Persulfate d'ammonium & 15 mg/ml

On réalise le mélange

Tampon de gel =« + « « + 7,5 ml
Acrylamide « o s e v 8 e 5;75 ml
Persulfate d'ammonium . . 0,75 ml

Temed e 0 s & 3 e v % e 0,02 ml
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On fabrique les colonnes et on laisse polymériser 20mn. Les comparti-
ments de la cuve & électrophorése sont remplis avec du tampon de gel

dilué 2 fois., Les échantillons sont appligués.

On sélectionne une intensité de 8 mA par tube. La migration est sui-

vie grace au bleu de bromophénol, Elle demande de 3 & 5 heures,

Puis on procéde comme précédemment.

C - Electrophoréses en gel & gradient de polyacrylamide

P

Elles ont été faites avec l'appareil a électrophorese PHARMACIA GE-4 avec
des gels de polyacrylamides & gradient PAA 4/30.

Les protéines migrent dans le gel jusqu’a ce qu’'elles ne puissent plus pas-
ser par les pores. Les limites d’exclusion du gel 4% - 30% d'acrylamide

sont 50 000 et 2 000 000 de daltons. Au-dessus de 2 000 000, les protéines
ne pénétrent pas, en-dessous de 50 000, elles traversent tout le gel et se

perdent dans le tampon.

On utilise des plaques de gel déja conditionné., Elles permettent d'analy-

ser 12 échantillons a 20 - 30 mg de protéines par ml. Un prédéveloppement
est fait a 125V pendant 15mn pour équilibrer les plaques. Aprés le dépot

z =z -

des échantillons, une préélectrophorése est faite & 70V pendant 20mn.
L'électrophorése se fait pendant la nuit (16 heures) a 125 V. (voltage
constant). La température est de 15°C, Le tampon est du Tris-glycine,pH 7,2,
Les colorations se font comme précédemment. Le gel PA A 2/16 permer d'éta-

ler encore plus les fractions lentes.




CHAPITRE 2

LA STRUCTURE DU BRAS DE

SEPIA OFFICINALIS
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I - HISTORIQUE

Une description relativement juste de 1'anatomie de Sepia officinalis

a été faite par SCHNEIDER en 1784 (d'aprés GUERIN, 1908), C'est de
CUVIER, (1817) que viennent les premiéres données concises concernant

le systéme pédieux de la Seiche. DELLE CHIAJE, (1825) donne une descrip-
tion de la peau, de la musculature de 1'"appareil tentaculaire” avec
1'innervation et la vascularisation. Des détails sur la musculature

sont donnés par BRANDT et RATZEBURG, (1833) 3 KﬁLLIKER,[1B44) contribue
aux connaissances du développement embryologique, DE SIEBOLD et STANNIUS,
(1849) décrivent la peau, donnent des renseignements sur les chromato-
phores, les muscles du bras et des ventouses, la disposition des nerfs et
des vaisseaux. Les formations cuticulaires de la ventouse sont étudiées
bar KOLLIKER, (1858). CHERON, (1866) décrit le systéme nerveux et met

en évidence les différences dans la disposition des nerfs brachiaux
entre Céphalopodes Octopodes et Décapodes. GIROD, (1883) étudie la peau
et en 1884, s'occupe de 1la structure de la ventouse tant du point de

vue de la conformation que du fonctionnement, Le premier travail complet
sur 1'appareil brachial est dd a GUERIN, (1908). SPRENKEL, (1929) met

en évidence les terminaisons nerveuses motrices du bras. BOYCOTT, (1961)
décrit le systéme nerveux central. FIORONI, (1963 et 1965) étudie 1la
peau, BARBER et GRAZIADEI (1965 et 1967) 1l'innervation des vaisseaux
sanguins. YOUNG, (1971) reprend une part de leurs observations dans son
ouvrage sur le systéme nerveux du Poulpe. GONZALEZ-SANTANDER et al,,(1872)

font la premisre é&tude ultrastructurale des muscles du bras.



Figure 9

Figure 10 :

Figure 11 :

Figure 12 :

Sepia officinalis adulte., On distingue 1les bras droits
numérotés de I & IV. Le bras IV a une forme aplatie
alors que les trois autres sont coniques, Le bras T
(encerclé) est en train de régénérer. On remarque 1'oei]

trés développé, (L'animal mange un crabe : Careinus maenas)

Ventouses de la base d'un bras d'adulte, La ligne en
pointillé montre l'arrangement en quinconce d'une deg

deux rangées.

Bras hectocotyle -(BG IV) d'un m8le adulte, La région
hectocotylisée (@) se voit nettement & 1a bage gy bras,
Les ventouses ont disparu pour 1a plupart. Celles quj

restent sont réduites.

Coupe transversale d'un bras fixé au liquide de Bouin
d'un jeune individu. On distingue les 3 principayx sys~
témes du bras organisés concentriquement : systéme ner-
veux axial, systéme musculaire, systéme tégumentaire,
I1 est aussi possible de distinguer les chromatophores

bruns.
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CARACTERES EXTERNES

Les Sepiidae, ont un corps aplati, large, des nageoires étroites et allon-
gées, une coquille interne calcaire.lLa téte porte deux yeux bien dévelop-
pés. On compte dix appendices circumoraux différenciés en gquatre paires
de bras et une paire de tentacules. Ils sont symétriques par rapport au
plan sagittal. Les bras sont numérotés de I 4 IV de chague c6té, la paire
dorsale porte le n° I, la paire ventrale le n® IV. Les paires n° II et

n® III sont les bras latéro-dorsaux et latéro-ventraux. (Fig, 9).

Les bras sont de forme conique, courts et trés musculeux. Ils portent
chacun, sur la face orale, deux rangées longitudinales de ventouses pédon-
culées & anneau corné, de dimensions variables, les plus grosses se trou-
vant & la base. (Fig. 10). Les tentacules sont longs et gréles, ils dépas-
sent la longueur de la Seiche, la massue présente seule des ventouses.

Ils servent a la capture des proies. Ils sont enroulés dans deux poches
sous-oculaires. Les bras sessiles, sauf les deux ventraux, sont réunis
par une membrane palmaire peu développée. Chez le mdle, le bras ventral
gauche est hectocotylisé et sert a 1l'accouplement. Les ventouses sont
réduites sur environ 1/3 du bras vers sa base, (Fig. 11). (Il arrive

que plus d'un bras soit ainsi modifié}.

ETUDE ANATOMIQUE, HISTOLOGIQUE ET CYTOLOGIQUE

Coupé transversalement, un bras fixé de Sepia permet d'avoir une idée de
son anatomie. Il comporte une partie centrale, apparaissant & peu prés
circulaire, constituée essentiellement de muscles. En son centre, on dis-
tingue le cordon nerveux principal. Il est complétement entouré par 1la
musculature qui est puissante et complexe. Une couche plus superficielle
représente le systéme cutané ol on distingue les chromatophores juste
sous-épidermiques. Les ventouses apparaissent sur la face orale (interne)
du bras. De chaque cdté, se situent les lames latérales.

Donc trois couches concentriques, représentant trois systémes principaux
du bras : le systéme cutané, le systéme musculaire, le systé&me nerveux.
(Fig. 12}.




Figure 13

Coupe longitudinale d'un bras de Sepia adulte,

(fixation : Bouin, coloration de van Gienson)
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A - L'épiderme

L'épiderme est constitué d'une seule couche de cellules sur tout le bras.
Elles sont presgue toutes identigques sSur la face externe et les faces
latérales, de forme prismatique et 53 microvillosités, (ce que GUERIN
appelait cuticule), Cependant, des 1883, GIROD pensait que la cuticule
faisait partie de la cellule. Le noyau, d'aspect globuleux et granuleux,
présente une forme ovoide. L'épiderme devient de plus en plus irrégulier
guand on approche des ventouses, Surl la face interne, zone ol se trouvent
des cellules a mucus. A part les pores de ces derniéres, la bordure en
brosse est continue, 1'épiderme se modifie dans la région du pédoncule

et de la ventouse. Autour du pédoncule, le basale repose presque directe-
ment sur la musculature dont elle n'est séparée que par du collageéne.

Les cellules sont aplaties. Il n'y a pas de cellules & mucus, Il en est

de mBme au sommet de la ventouse et ce, jusgu'’au niveau du sphincter prin-
cipal ol se retrouve du tissu conjonctif. Au niveau de 1'infundibulum,

les cellules s'allongent ainsi que leur noyau. Les cellules du bord interne
sécrétent 1'anneau corné muni de dents pointues. En dessous de celui-ci,
1'épithélium reprend ses caractéres. 11 se replie pour tapisser le piston.
C'est dans 1'épiderme de la face orale et de la ventouse gue 1l'on trouve

le plus de cellules & mucus, en ce qui concerne le bras de Sepia officinalis,

ROSSI et al., (1958) ont mis en évidence de nombreuses cellules nerveuses

sensorielles dans la ventouse.

L'observation en microscopie glectronique montre que les membranes plas-
miques des cellules adjacentes sont trés proches 1l'une de l'autre et s'en-
grénent par des interdigitations. On remarque aussi des desmosomes. La
surface basale repose suf un tissu conjonctif par l'intermédiaire d'une
membrane basale bien visible sur les coupes colorées au bleu alcian ou

au PA S. La présence gquasi continue de microvillosités, sur la face
apicale, indique une fonction d'absorption de la cellule. La bordure en
brosse est interrompue de temps en temps par l'orifice d'une cellule &
mucus (caliciformes). L'épithélium est donc simple, prismatique, & bor-

dure en brosse avec cellules caliciformes. (Fig. 14 et 15),




Figure 14 :

Figure 15 :

Figure 16 :

Figure 17 ,

(Gt 6 B00) Téguments de Sepiq offieinalis

L'épiderme (ep) est formé de cellules s'engrenant les unes
aux autres par des interdigitations nombreuses, Il a une bor-
dure en brosse (microvillosités) d'environ 1 4 d'épaisseur

et une membrane basale (b), Le noyau (Ne) est important et
posséde un nucléole (n), Le cytoplasme est granuleux et con-
tient de nombreuses mitochondries.

Sous 1lui, on distingue des éléments du tissy conjonctif : un
fibrocyte (f) et son noyau (Nf) ainsi que du collagéne.

Cette coupe passe par un capillaire veineux (cv) de type 4
(cf. Fig. 45-4) bordé par une rangée de péricytes (p) en
contact avec 1'hémocyanine (H). Il contient 2 types d'amoe-
bocytes (am), 1'un circulant,de forme Sphérique/d'environ 10 p
avec un noyau de 5-6 p (Na), 1'autre immobile, en fuseau,

collé a la paroi.

(Gt 35 000) Cellule épidermigue remplie de mitochondries {mit),
On peut voirdes vésicules de pinocytose (v) et de nombreuses
inclusions cytoplasmiques. A cdté, une cellule muqueuse (cm)
avec du mucus en formation. On note que 1'épaisseur des micro-
villosités (m) diminue au niveau du pore (p). L'espace inter-
cellulaire est réduit. Les dispositifs d'accrochage sont de

trois sortes : interdigitations (i), desmosomes (d) (1'espace

intercellulaire est plus large), et barre terminale (bt) (1'es-

pace intercellulaire n'existe pratiquement plus),

(Gt 68 200)
Type d'inclusion cytoplasmique des cellules épidermiques
corps dense,limité par une membrane,de 0,2 3 0,3 M de dia-

metre.

(Gt 130 000)
Figure de type myélinique qu'il est fréquent de voir au
niveau des microvillosités (m). De telles formations peu-

vent correspondre a un mode d'excrétion,
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'épithélium a une fonction de pro-

De par sa structure, on peut dire que 1
gtion (et d'excrétion).(Fig. 16 et 17).

tection, d'absorption, de sécr

Il est dépourvu de vaisseaux sanguins et de capillaires. La.nutrition doit

se faire par diffusion & partir des capillaires du tissu conjonctif sous-
Jacent.

inai iti montre
L'innervation est représentée par des terminailsons sensitives., Elle

des caractéres primitifs par sa jocalisation superficielle, son absence

: i i ités diminue.
de cils sensoriels, A ce niveau, 1'épaisseur des microvillosite

B - Le derme

i j . llant de 1la
Il est essentiellement constitué par du tissu conjonctif. En allan

8 ou
. . et uatre couches superposées plus
surface vers 1'intérieur, on distingue d

o s . . i £
moins épaisses selon 1'endroit du bras. (L gpaisseur du tissu conjoncti

se réduit au niveau du pédoncule et de diverses regions de la ventouse.(Fig.13)

- une couche de tissu anjonctif 1ache, fibreux avec des endroits opti-

quement homogeénes ; . lai
- une couche contenant les chromatophores et leurs fibres musculailires
disposées en trois rangs !

- une couche contenant les iridophores disposés en plusieurs rangs et

8 = ntinu 3
formant un revétement & peu pres cO

- une couche de tissu conjonctif qui sépare la peau de la musculature

du bras.

& i njonctif sur
Les muscles peauciers sont quasiment immergés dans le tissu conj t

tout le pourtour du bras. Plusieurs pandes sont présentes du cdté externe.

Ce tissu est irrigué par de nombreux capillaires sanguins et bien innerve.

1 - Le tissu conjonctif

Le tissu conjonctif sous-cutané a été signalé pour la premiere fois
par DELLE CHIAJE, (1825). Nous n'envisagerons ici que le tissu con-
jonctif proprement dit sans tenir compte des muscles, des nerfs et
des vaisseaux sanguins que nous gtudierons plus loin.

La masse conjonctive présente partout les mémes caractéeres, elle est
composée de cellules et de fibres baignant dans une substance fonda-

mentale.




Figure 18 : (Gt 11 660)"°

Eléments du derme : On reconnatt un fibrocyte avec son

noyau (Nf) et de nombreusés mitochondries. Du collagéne (coll)
et des 6léments gliaux (g) contenant des mitochondries for-
ment la gaine d'un nerf peaucier ou allant a4 un chromato-
phore. On peut voir a droite des grains de pigment d'un
chromatophore (ch) et les plaguettes iridosomales d'un
iridophore (ir),

Figure 19 : (Gt 9 750)

Fibrocytes : On peut en voir 3, séparés par du collagéne
(coll) et de la substance fondamentale (sf). Le reticulum

endoplasmique est bien développé (ret. end,).

Figure 20 : (Gt 73 500)

Collagéne : Les fibres sont de 2 types. Le type 1 de 480 A
de diamtre, le type 2 de 270 A de diamétre. Coupées longi-
tudinalement, une striation de 620 A de période apparafit.
(AAd)







38

a) La substance fondamentale

Elle se colore trés peu, elle est amorphe, elle a une faible réaction
positive au bleu alcian (glycosaminoglycanes) ainsi qu'au P A S (peut-

étre glycogéne) et au bleu de toluidine. Elle contient, en outre, de

1'eau et des sels minéraux.

b) Les cellules

I1 n'y a qu'un type de cellules fixes, & noyau allongé, & chromatine
périphérique., Le cytoplasme est riche en mitochondries et possede
une ergastoplasme abondante, Les fibres de collagéne permettent
d'assimiler ces cellules & des fibrocytes, (Fig. 18 et 19).

Ils jouent un rdle essentiel dans la biosynthése de la substance
fondamentale et de fibres de collagéne. Ils doivent élaborer les GAG
et synthétiser les macromolécules de tropocollagéne. Il n'y a pas
d'adipocytes,

La comparaison avec les Vertébrés devrait s’'arréter a un type cel-
lulaire fixe. Il n'y a pas de représentants de cellules mobiles,
macrophages (histiocytes), plasmocytes, mastocytes. Il n'y a pas de
systéme phagocytaire équivalent & celui des Vertébreés., (BAGINSKI,
1864) .

Nous verrons que l'on peut trouver des é€léments sanguins en plus ou
moins grande quantité. Chez Sepzia, il ne s'agira que des seuls amoe-

bocytes.

c) Les fibres de collagéne

De méme que pour les cellules, il ne faudra retenir qu'un type de
fibres ¢ les fibres de collagéne. Il n'y a pas de fibres élastiques.,
Ce fait a déja été observé par GUERIN, (1808).

Les fibres de collagéne se présentent isolées ou en faisceaux, Leur
abondance est variable, Elles ne s'anastomosent jamais., Leur trajet
est souvent ondulant. Elles peuvent &tre trés longues et elles sont
finement striées, La période est de 620 A environ. (Fig. 20),

On trouve 2 catégories de diameétre différent (environ 300 et 500 A).
EASTOE, (1967) a donné la fréquence des résidus acides aminés dans
le collagene ¢ glycine 33%, alanine 11%, proline 11%, hydroxyproline
11% et autres acides aminés 33%. La présence de proline et d'hydroxy-

proline est absolument typigue. L'hydroxyproline est si constante,



Figure 21 : Diagramme montrant la fréquence des résidus acides aminés

dans le collagéne;d'aprés EASTOE (1967).

Figure 22 Séhéma de la structure retractée d'un organe chromatophore

de Loligo opalescens,

A axone j C.: cortex contractile de la fibre musculaire ;
F : repli de la membrane cellulaire du chromatophore ;

G : cellule gliale recouvrant l'axone et ses terminaisons ;
H haptosomes reliant des replis de la membrane cellulaire
au sac élastique (s) qui renferme les grains de pigment,

m : mitochondries dans le centre de la fibre musculaire ,
N : terminaisons nerveuses j N : noyau des cellules muscu-
laires 3 M : fibres musculaires 3 J : liaison entre fibres
musculaires adjacentes.

La gaine cellulaire qui entoure le chromatophore et les
fibres musculaires ne sont pas représentées,

(d'aprés CLONEY et FLOREY, 1968).
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(11 & 13%) qu'on a proposé de 1l'utiliser pour représenter le total
du collageéne d'un tissu. La cystéihé et le tryptophane sont absents.
La présence de tyrosine est surtout dle & des contaminations,

(Fig.21).

Les caractéristiques physiques et chimiques du collagéne sont sem-
blables & celles du collagéne des poissons d'eau chaude (KIMURA et

al.,, 1869 - BAIRATI, 1972).

2 - La coloration de la peau

Décrits la premiére fois en 1818 par SANGIOVANNI, les chromatophores et
les iridophores sont les responsables de la coloration et des changements
de couleur de 1l'animal., Les chromatophores, bruns, rouges et jaunes,
selon leur état de contraction ou de dilatation, donnent des teintes
allant du blanc ou brun.rouge trés foncé et au noir, réparties unifor-
mément ,ou bien par taches,ou en zébrures (NEILL, 1971}, SCHELLING et al.,
(1971) ont déterminé les colorations provoquées par chaque catégorie

selon son état (Tableau 3 J.

Cellule jeune ageée
dilatée contractée
rouge rouge clair rouge brun rouge
brune orange clair | brun noir
jaune jaune clair jaune foncé brun rouge
Tableau 3

Les iridophores donnent des bleus et des verts par réflexion et réfrac-
tion de la lumiére.

On compte 350 chromatophores par mm< (FIDRONI, 1965). A la naissance,
les bras de Sepia ressemblent & ceux de l'adulte (forme, proportion et
coloration).

La formation embryologigue a été étudiée par FIORONI, (1970) sur Octopus
vulgaris et SCHELLING et al., (1971) sur Loligo vulgaris. Les événements

sont les mémes chez Sepia.




Figure 23 : (Gt 11 660)

Chromatcphore brun : On Peut voir sur ce cliché le sac
€lastique (s) contenant les grains de pigment ommo-
chromes (gp) et relié & la parci cellulaire par des hap-
tosomes (h), On distingue le plasme externe (plex), Une
des fibres musculaires (fm) coupée par 1e milieu arrive
au chromatophore, Elle contient de nombreuses mitochon-
dries (m). L'organe chromatophore est entouré d'une
gainé cellulaire (gc). On distingue d’'autre part des
€léments nerveux (n) contenant de petites vésicules
claires et entourés de glie fibreuse (g), ainsi que du

tissu conjonctif (tc) contenant duy collagéne (coll),

Figure 24 : (Gt 39 500)

Iridophore : La cellule est limitée par une lame basale flb).
Elle contient des plaquettes iridoéomales composées de gua-
nine (pl.i) formant des iridosomes (i) et des vésicules (v).
A 1l'extérieur, on a du tissu conjonctif ol,noyées dans 1la
substance fondamentale (sf),on trouve les deux types de
fibres de collagéne (coll) orientées a gp° les unes par
rapport aux autres. On note la méme Périodicité des bandes

-que dans la figure 20,
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a) Les chromatophores

L'étude ultrastructurale a été faite par CLONEY et al., (1968) sur
Loligo op&lescens. Le chromatophore proprement dit, qui contient 1les
grains de pigment, est entouré de fibres musculaires radiaires
"pséudostriées" (voir plus loin), qui permettent 1’expansion du
chromatophore. La fibre musculaire du chromatophore est divisée en
deux régions, A 1l'extérieur, elle est contractile (filaments d'actine
et de paramyosine). Au centre,elle est bourrée de mitochondries.,

Le noyau est prés du sac pigmentaire (WEBER, 1973). Ces fibres sont
en relation avec des axones eux-m@mes accompagnés de cellules glia-
les., Le pigment est contenu dans une sorte de sac élastique relié a
la paroi cellulaire par des haptosomes zonaux & 1'équateur du chroma-
tophore. Le chromatophore, les fibres musculaires et les nerfs sont
entourés d'une gaine de cellules conjonctives. (Fig.22 et 23),
L'innervation des fibres a é&té étudiée par WEBER (1968, 1870 et 1873)
sur Loligo vulgaris. Les fibres nerveuses forment un contact synap-
tigque avec le sarcoplasme et suivent la fibre musculaire. Sur les
plus grands chromatophores bruns des structures nerveuses pénétrent
dans la fibre musculaire.

Il existe des jonctions myochromatophores, neuromusculaires et myo-
musculaires (MIROW, 1972), Les chromatophores rouges et bruns ont

une innervation commune, les jaunes sont & part, (FLOREY, 1866).

FROSCH (1973) a montré sur Octopus vulgaris que les chromatophores

des bras étaient commandés par les nerfs brachiaux.

Les grains de pigment brun ont une structure interne. Ce sont des
pigments ommochromes produits par oxydation du tryptophane (FOX et

al., 1860).

b) Les iridophores

Ce sont des cellules nuclées, plates, ovales, contenant des lames
arrangées en chaines contournées et entremélées [SCHAFER, 19373 .
KAWAGUTI et al., (1862) en ont trouvé deux sortes : des courts,
ellipsoides, de 50 4 de longueur sur 20 4 de diamétre et des longs,

ellipsolides aussi de 100 4 de longueur sur 30 n, de diamétre.

Les premiéres observations au microscope électronique sont dues 3

ARNOLD (1967) sur 1'iris de Loligo. Les plus courts sont disposés
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proches 1'un de 1'autre en association avec des cellules musculaires.

Les plus longs forment une couche plus profonde, Tous sont situés

sous les chromatophores.

Les iridophores contiennent des plaquettes formant un iridosome.

(Fig. 24 ). Ces iridosomes ondulent plus ou moins,
FOX et al., (1860) ont démontré par analyse biochimique que ces pla-
quettes étaient formées de guanine. Ils ont également trouvé des
figures myélinigues associées aux iridosomes. Les iridosomes sont
des réflecteurs. La couche la plus profonde (iridophores longs)
réfléchit la lumiére transmise par la couche supérieure (iridophores

courts), La forme des courts,déterminée par contraction musculaire

. ’
influe sur la transmission des longueurs d'ondes,

. , . P .
Les iridophores n'apparaissent gu'en fin de période embryonnaire ou

aprés 1'éclosion (FIORONI 1963, ARNOLD 1867,

Les changements rapides de couleurs observés dans la peau des Cépha-
lopodes, sont dds & un unique systéme anatomique composé des orga-

nes chromatophores et des iridophores.

C - Systéme musculaire

Nous verrons surtout ici la musculature des bras sessiles, La musculature de

1'appareil brachial se révéle extrémement complexe. Elle comprend : la muscu-

lature brachiale proprement dite (intrinséquel), la musculature acétabulaire

(la musculature intrinséque de la ventousel, la musculature acétabulo-brachiale

(disposition des muscles extrinseques unissant la ventouse et le bras), la mus-

culature interbrachiale qui unit les bras entre eux et la musculature des lames

latérales, (Fig. 13).

1 - Musculature intrinséque (Fig. 25)

Le cordon nerveux axial est entouré par une musculature dans laquelle

on distingue des muscles longitudinaux, des muscles transversaux et des

muscles obliques, Cette musculature est limitée par une gaine de tissu

conjonctif.




Figure 25 : (fixation BOUIN - trichrome de MASSON)

Coupe transversale d'un bras d'adulte :

tc - tissu

conjonctif, ext - musculature extrinseque, 01 et 0, -

long - musculature longitudinale,
trans - musculature transversale,

musculature oblique,

g - gaine conjonctive,
¢ - cordon nerveux intramusculaire, ¢ n a-cordon nerveux
axial.

Figure 26 : (fixation BOUIN - trichrome de MASSON)

Coupe longitudinale de la musculature brachiale : m.tr. -
musculature transversale, m lg int. - musculature longi-
tudinale intrinséque, gc - gaine conjonctive, m lg ext. -
musculature longitudinale extrinséque, m a b, - muscula-

ture acétabulobrachiale, tc - tissu conjonctif,

Figure 27 : (fixation BOUIN - azocarmin)

Coupe transversale montrant les trabécules formés par 1la
musculature transversale dans la musculature longitudina-

le (m@mes légendes).

Figure 28 : (fixation BOUIN - trichrome de MASSON)

Coupe transversale d'une lame latérale : ep - épiderme,
d -'derme, ¢h = chromatophore, i - iridophore, bm - bande
huchIaifé. m;iér-'mUSCGlature longitudinale, t - trabé-

cules de musculature transversale.

Figures 29 et 30 : (fixation BOUIN - trichrome de MASSON)

Anatomie de la ventouse

m 1lg ext. - musculature longitudinale extrinséque, m a b -
musculature acétabulo brachiale (elle traverse la muscula-
ture extrinséque), m.m, - musculature méridienne, m r a -
musculature radiaire acétabulaire, m r i - musculature
radiairelinfundibulaire. act - acétabulum, inf - infundi-
bulum, ac - anneau corné, n.vV. - nerf de la ventouse, go.a.

ganglion acétabulaire, d - derme, ep - épiderme.,
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La musculature longitudinale est formée de muscles qui sont grou-
pés en faisceaux de section triangulaire, quadrangulaire ou bien'
elliptique., Ces faisceaux ont un rdle dans la contraction du bras.
Ils sont répartis en une couche unique (contrairement aux Céphalo-
podes Octopodes) (Fig. 12).

La musculature transversale forme des trabécules séparant les fais-
ceaux longitudinaux et un enchevétrement autour du cordon nerveux
axial. Les fibres s'inserrent sur la gaine conjonctive résistante
qui entoure la musculature longitudinale. Une couche de fibres
transversales renforce intérieurement la musculature oblique.
(Fig. 25).

La musculature oblique est représentée par deux couches contigués,
disposées latéralement, Elles sont d'obliquité alternante et sont
séparées du reste de la musculature brachiale par une mince cou-
che de tissu conjonctif., Rien ne sépare les deux couches de mus-
culature oblique. Les fibres acétabulo-brachiales s'entremélent

3 leur origine avec la musculature oblique, apreés avoir traversé

la musculature extrinsgque (interbrachiale) (Fig. 25).

2 - Les muscles de la ventouse (Fig. 28 et 30)

La ventouse comporte la chambre acétabulaire (champ aspirant) et
1'infundibulum (champ adhérant). Un systéme de fibres radiaires
se trouve au fond de 1'acétabulum et sur les parois de 1'infundi-
bulum. Un sphincter principal asymétrique sépare les muscles
radiaires acétabulaires et infundibulaires. Il n'y a pas de
sphincter infundibulaire. Les sphincters acétabulaires sont com-
parables au sphincter principal, mais sont plus petits. Les fi-
bres de la musculature méridienne traversent la musculature

radiaire de la chambre acétabulaire.

3 - La musculature acétabulo-brachiale (Fig. 26 et 30)

C'est elle qui constitue 1le pédoncule, Elle est formée par des
faisceaux coniques, serrés les uns contre les autres du fait du

rapprochement des ventouses. La partie supérieure du pédoncule
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est occupée par une musculature a fibres hélocoldalement disposées
dont les extrémités s'insérent & des niveaux variables sur la gaine

conjonctive pédonculaire.

La musculature longitudinale est en rapport avec la musculature
intrinséque. Les faisceaux extérieurs ont leurs fibres entremélées
3 celles de la musculature oblique du bras. Elles traverse la mus-
culature extrinséque du bras, Les faisceaux musculaires internes

s’'inserent dans la gaine conjonctive.

Les fibres de la musculature transversale séparent par paquets, les

muscles longitudinaux.

4 - Musculature extrinséque (interbrachiale) (Fig. 26 et 27)

On trouve sur tout le pourtour du systéeme musculaire, a l'extérieur
de la couche conjonctive, un anneau musculaire longitudinal que
GUERIN (1908) pense &tre homologue de la musculature interbrachiale.
Cette couche musculaire est traversée par les fibres de la muscula-
ture acétabulaire et par les nerfs issus du cordon nerveux axial ou
arrivant & lui, ainsi que par des fibres de la musculature des lames

marginales.,

5 - Les lames marginales (Fig. 12 et 28)

I1 existe chez la Seiche des expansions lamellaires, constituées
essentiellement de tissus musculaire et conjonctif. Elles occupent
les deux bords de la face orale des bras sessiles. La masse muscu-
laire centrale est en dehors de la musculature longitudinale extra-
brachiale, Elle en est séparée par du tissu conjonctif. Les lames
marginales sont constituées par des muscles longitudinaux qui sont
séparés en paquets par des trabécules de muscles transversaux et du
tissu conjonctif. On observe une bande musculaire de fibres trans-
versales qui s'accole sur toute 1l'étendue inférieure de la lame. Elle
traverse les téguments du bras et vient s'insérer contre la gaine
périphérique de la musculature intrinséque, apreés avoir traversé les
fibres de la musculature extrabrachiale. L'épiderme présente peu de

cellules & mucus. Il y a des chromatophores dans le derme.
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6 - La cellule musculaire (Fig. 31 & 37)

La majorité de la musculature de tous les Mollusques est composée de
petites cellules non striées ef uninuclées (HOYLE 1964 in WILBUR et
YONGE). Mais on peut aussi trouver des fibres plus ou moins striées
dans les muscles adducteurs de Lamellibranche. Dans ces muscles, les
fibres les plus rapides sont striées obliquement et non transversale-
ment. De telles striations ont été découvertes par PLENK (1833) dans
le bras d'Octopus et dans son gésier. Il a décrit une striation sem-
blable dans les bras et les nageoires de Loligo et les tentacules de
Sepia, la radula et les muscles rétracteurs des tentacules de Gastéro-
podes. La partie lisse est responsable des contractions longues qui
doivent &tre "économiques” (contraction toniquel). La striation se ren-
contre dans les fibres qui induisent les mouvements rapides (contrac-
tion phasique). HANSEN et al.,, (1959) les ont décrites comme des

fibres lisses entourées des fibrilles périphériques,

L'étude ultrastructurale chez Sepia (manteau) a été faite par KAWAGUTI

et al., (1957), Ce type de fibre est qualifié de "pseudostriée”. (Fig.33
et 34).

Chez les Vertébrés, les cellules musculaires striées sont trés allon-
gées, cylindriques. Les noyaux sont multiples. Le cytoplasme renferme
deux systemes de rétiqulum endoplasmique lisse, un systeme longitudinal
formant un réseau de canalicules et des saccules longitudinaux entou-
rant chaque myofibrille et un systéme transversal de canalicules étroits
formés par des invaginations tubulaires de la membrane plasmique et
entourant les myofibrilles au niveau des bandes A et I (voir ci-dessous),
Le cytoplasme contient les organites habituels (corps de Golgi, nombreu-
ses mitochondries, lipides, glycogéne). La membrane plasmique entoure la
cellule et est revBtue sur sa face externe par une lame continue au dela
de laguelle peuvent s'insérer des fibres de collagéne.

Le cytoplasme est caractérisé par la présence d'un matériel protéique
contractile formant les myofilaments qui sont groupés en myofibrilles,
Chacune d'elle est divisée en une succession de sarcoméres, Chaque sar-
comére, représentant en fait plusieurs myofilaments paralléles (filaments
épais de myosine et filaments fins d'actine), est limité par la strie Z,
On trouve successivement une bande I (claire), une bande A (foncée) et
une nouvelle bande I (clairel. La bande A est elle-méme divisée en deux

par une bande H plus claire.




Figure 31

Figure 32

Figure 33

Figure 34

Morphologie du sarcomére de Vertébrs et ses variations au

cours de la contraction., (voir texte)

(d'aprés HUXLEY et HANSON 1960) ,

Morphologle du sarcomére de Sepia au cours de la contraction.
Les accumulations granulaires (») sont marquées alternati-
vement de chagque cdté du sarcomere,

(d'aprés GONZALEZ-SANTANDER et GARCIA-BLANCO 1972),

=

Fibre musculaire a striation oblique, STO : systéme tubulaire

oblique ; M : mitochondrie ; N : noyau.,

(d'aprés GONZALEZ-SANTANDER et GARCIA-BLANCO 13972).

~

Fibre'musculaire a striation oblique, Coupes transversales

passant par 1

- A - le cbne supranucléaire qui contient les mitochondries

B - le noyau '
C - le cdne infranucléaire.

(d'aprés GONZALEZ-SANTANDER et GARCIA-BLANCO 1972),
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Figure 35

Figure 36

Figure 37

(Gt 14 300)

Coupe transversale de muscle longitudinal de Sepia officinalis.

Les cellules sont coupées au niveau des cdnes supra et infra-

nucléaire (Fig. 34). Des mitochondries (m) sont visibles ainsi

que les réseaux tubulaires, On reconnatt un noyau de fibrocyte(Nf)

de la gaine de tissu conjonctif (tc). Du collagéne (coll) rempli

1'espace extracellulaire,

(Gt 58 500)

Ultrastructure de la striation du muscle de Sepia offieinalis.

A : bande sombre j I : bande claire ;3 H : bande correspondant

aux filaments de paramyosine quand ils sont seuls, cd : accumu-

lation granulaire formant 1'équivalent d'une strie Zz,

Gt (18 000)

Coupe transversale d'une cellule d’'un muscle peaucier dont
1'innervation (n) est visible,

(Nm : noyau de la cellule musculaire jy f : myofilaments ;

tc : tissu conjonctif ; coll : collagene).
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La bande A correspond aux filaments de myosine gqui chevauchent les fila-
ments d'actine. La bande H est 1'endroit ol 1'on ne trouve que la myosine.
Au niveau de la bande I, les filaments fins d’'actine sont seuls pré-
sents. La strie Z, limite du sarcomére, est marquée par l'interpénétra-
tion des filaments d'actine de deux sarcomeres contigus. La contraction
se fait par pénétration des filaments fins entre les filaments épais

(disparition de la bande H). (Fig. 31).

Chez les Céphalopodes, les cellules musculaires sont mononuclées, fusi-
formes. Le noyau se trouve au milieu du sarcoplasme, Les myofibrilles
sont arrangées longitudinalement, entourées de réticulum endoplasmigue
lisse. GONZALEZ-SANTANDER et al,, (1972) ont étudié 1'ultrastructure de
ces fibres musculaires pseudostriées chez Sepia offieinalis., Il est pos-
sible de faire un paralléle avec ce qui vient d’'é&tre décrit chez les
Vertébrés. Le réticulum endoplasmique est arrangé en un "systeme longi-
tudinal de saccules” et en un "systéme tubulaire oblique” (Fig., 33 et 35).
Les myofibrilles contiennent des myofilaments fins (50 A) et, épais et
fuselés (300 A et 100 B)., Les filaments épais produisent une bande A,
sombre, qui est hélicoidale (et non plus cylindrique comme chez les Ver-
tébrés). Les filaments fins, guand ils sont seuls, donnent la bande clai-
re I, qui est aussi hélicoldale. L'équivalent d'une strie Z est forme

par une rangée réguliére de "corps denses” (accumulation granulaire)

(Fig. 32 et 36)., L'espace extracellulaire est rempli de collagene fibril-
laire. (Fig. 35)., Des fibres pseudostriées existent dans le derme (Fig.37)

et le long du cordon nerveux axial (Fig. 99 et 101),

D - Le syst&me nerveux brachial (Fig. 39 & 44)

Chaque bras est parcouru dans toute son étendue par un axe nerveux, se ren-
flant en ganglions rapprochés au point de se toucher et méme de se confon-
dre (GUERIN, 1908)}. Cet axe est séparé du tissu musculaire par une gaine de
tissu conjonctif. Les éléments sont les mémes que ceux du tissu conjonctif
dermique. On compte six cordons périphérigues dans la musculature inter-
brachiale. (Fig. 13).

Chague catégorie de muscles est innervée séparément, ce qui leur confére
une remarquable autonomie. Les muscles longitudinaux intrinséques raccour-
cissent le bras et servent & saisir des proies et & les porter & la bouche.
Les muscles transverses et obliques servent & allonger le bras. Le cordon

axial est le centre moteur le plus important du bras,
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Les quatre paires de nerfs (cordons axiaux) sont issues de 1'extrémité anté-
rieure du ganglion brachial (formation nouvelle chez les Céphalopodes), ils
longent le sinus péribuccal et pénétrent dans les muscles des bras a mi-
chemin de ce sinus. Un peu aprés, ils forment chacun un petit ganglion. Une
commissure interbrachiale les relie, formant un cercle complet, en dehors
duguel passent les nerfs tentaculaires. De nombreux petits nerfs, issus de
ces ganglions, pénétrent dans le bras. Aprés la commissure, chaque nerf bra-
chial entre dans le bras correspondant, accompagné de 1'artére brachiale.

De cet axe partent les nerfs des ventouses.

SPRENKEL ( 1929) a étudié les terminaisons nerveuses dans les muscles du
bras mais sans bien préciser de quel muscle, Il parle de renflements termi-
naux, probablement intracellulaires au voisinage du noyau, Il remarque la
présence de cellules, rappelant les cellules interstitielles des Vertébrés,

sur le trajet des nerfs,

1 - Le cordon nerveux axial

—

I1 est formé par une série de ganglions trés rapprochés arrangés en un
cortex tout le long du bras. Ce cortex encadre un neuropile constitué
par un enchevétrement de fibres nerveuses, Du coté externe et du codté
interne, on peut observer deux gros paquets de fibres nerveuses d'ori-

gine cérébrale, (Fig, 13, 39 et 40).

Le tentacule, dans toute la partie dépourvue de ventouses, est parcouru
par un cordon nerveux trés réduit avec un petit neuropile et quelques

cellules nerveuses, Mais dans sa partie distale, au niveau des palettes
couvertes de ventouses, le neuropile et la couche cellulaire augmentert

en taille.

Une grande proportion de neurones contenus dans les ganglions est en
rapport avec les ventouses (MARTOJA et al,, 1956 - YOUNG, 1971), Dans
la couche cellulaire on trouve des petits et des grands neurones

(neurones moteurs des muscles et des ventouses), (Fig, 40),.
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2 - Les tractus cérébro-brachiaux

Les parties externes et internes du cordon nerveux axial consistent

en deux troncs portant des fibres nerveuses de diamétres différents,
allant dans les deux directions entre le cerveau et les bras. (Fig. 39
et 48).

3 - Les cordons nerveux intra-musculaires

On en compte six, noyés dans la musculature extrabrachiale, Ils sont
continus tout le long du bras et entourés d'une gaine conjonctive.
Ils sont formés d'un neuropile entouré de neurones. Ils sont reliés
au cordon nerveux axial par des connectifs et également entre eux
(MARTOJA et al,, 1956) (Fig. 25).

4 - L'innervation des ventouses (Fig. 40 et 43)

Chaque pédoncule n'est parcouru que par un nerf, Au niveaﬁ de l'aceta-
bulum, le nerf pédonculaire répartit ses fibres en plusieurs branches
qui progressent vers la périphérie, gagnant 1'infundibulum et 1'épi-
thélium.Il existe un ganglion acétabulaire dont les fibres vont se
mé@ler & celles du nerf pédonculaire, (Fig. 28). Dans le pédoncule,

il existe des cellules de grande taille & cytoplasme abondant et
granulé possédant un noyau volumineux (caracteres de moto-neurones
d'Invertébrés). L'axone pénétre dans le nerf pédonculaire en se diri-
geant vers 1'acetabulum (MARTOJA et al., 1856). Le nerf pédonculaire
est parcouru de fibres sensitives d'origine superficielle et de fibres

motrices provenant du cortex central.

5 - La cellule nerveuse

Les neurones des Céphalopodes ont intéressé les chercheurs pour leur
systématisation et pour leur cytologie, en raison de leur grande tail-
le. Certains d'entre eux sont un excellent matériel d’électrophysio-

logie (axone géant du calmar).
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BOGORAZE et al., (1944) ont donné une classification des divers types
de neurones d'Octopus vulgaris.

- Les cellules ganglionnaires (neurones plasmochromes) de grande
taille avec un gros noyau (10 & 25 H) et un cytoplasme abondant pou-
vant &tre divisées en deux selon leur longueur : de 12 & 15 p d'une
part et de 50 a 100 u d'autre part. Ce sont des éléments monopolaires.
L'axone, d'une épaisseur de 5'a 6 M, s'enfonce dans le neuropile per-
pendiculairement a la couche cellulaire. Il passe ensuite dans les
nerfs, parfois en se divisant en deux ou trois branches.,

- Les grains (neurones caryochromes) sont des cellules de petite
taille (4 & 5 p), le cytoplasme est réduit. Ils peuvent &tre mono -

bi - ou tri - polaires.

BASSOT et al., (1966) décrivent trois types de neurones chez Nautilus
macromphalus. .

- Les neurones caryochromes répartis dans tout le systéme nerveux
central.

- Les neurones fusiformes d'environ 15 p, pourvus d'un gros noyau
central uni - ou bi - polaires.

- Les neurones de grande taille (60 p), isolés et gqu'on trouve
dans toutes les régions du systéme nerveux. Ils sont globuleux et

unipolaires.

C'est dans ce type de cellules que certains auteurs ont vu des inclu-
sions colorables a la - fuchsine-paraldéhyde et les ont interprétées

comme étant des grains de neuro-sécrétion.

On voit que les neurones fusiformes et neurones de grande taille cor-
respondent aux deux sous;types de neurones plasmochromes de BOGORAZE

et al., (1944),.

GRAY (1969) trouve les mémes types de neurones dans le cerveau d'Octopus
vulgaris : des petits neurones (5 & 8 p de diamétre) qui ne sont pas
entourés d'une capsule gliale mais parmi lesquels on trouve des cellules
gliales et des vaisseaux sanguins, des neurones de taille moyenne (10 &
20 p de diametre) dont le péricaryon est engainé dans de la glie proto-

plasmique en simple couche et de grands neurones (20 & 100 p) qui ont

une gaine gliale complexe interrompue par des canaux extracellulaires,




Figure 38 :

Figure 40 . :

Figure 41 :

Figure 42

Figure 43 ;

Figure 44 .

(Fixation liquide de BOUIN - Trichrome de MASSON)

Coupe transversale d'un bras de Sepia officinalis montrant le cor-
don nerveux axial. (teb-: tractus cérébro-brachial, cc : couche
cellulaire, n : neuropile)

Ce cordon est entouré d'une-gaine de collageéne (gc). Du coHté externe,
1'artére brachiale (ab) est bien visible.

(mt : musculature transversale y ml : musculature longitudinale).

(Fixation eau de mer formolée & 10%.. Imprégnation argentique sur
piéce. Coupe 15 p)

Systéme nerveux axial, en coupe longitudinale, d'un bras de Sepia
offieinalis.

(méme légende, nv : nerf.de la ventouse),

(Fixation glutaraldéhyde 3%.Bleu de toluidine, coupe 0,5 p, Gt 4800)
Aspect de neuropile {n). On note la présence de noyaux de cellules

gliales et du systéme glio-vasculaire (sgv) (cc : couche cellulaire).

(Fixation et coloration comme fig. 41, Gt 2850)

Aspect d'un tractus cérébro-brachial (tcb). Les fibres, de différents
diamétres sont isolées par de la névroglie (¥) dont quelques noyaux
sont visibles.

(ab : artéré brachiale, cc ¢ couche cellulaire, n : neuropile,
gc : gaine conjonctive, m : musculature),

(Méme fixation et coloration que fig. 41, Gt 1200)

Départ d'un nerf de ventouse (nv) & partir du cordon nerveux axial.
I1 interrompt les différentes couches musculaires transversales (mt)
et longitudinales (ml)

(cc : couche cellulaire, n : neuropile, tcb : tractus cérébro-

brachiall,

(MBme fixation et coloration que fig, 41, Gt 4800)

Aspect d'un ganglion formant la couche cellulaire. Les noyaux des
neurones (Nn) sont isolés par de la glie (g). Le ganglion est
entouré d'une gaine conjonctive (gc) qui le sépare de la muscu-
lature transversale (mt) et du tractus cérébro-brachial (tcb),

On remarguera les axones de tailles différentes qui le constitue.
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Dans la couche cellulaire de 1'axe nerveux médian des bras sessiles de
Sepia officinalis, nous avons trouvé deux catégories de cellules ner-
veuses, La plus importante en nombre est constituée de neurones de 5 a
10 4 avec un noyau de 3 & 6 4y de diamétre, La deuxiéme n'est représen-
tée que par quelques cellules de grande taille (40 & 50 y avec un
noyau de 10 & 15 4 de diametre) . Fig.44), Nous n'avons observé que

la premiére catégorie dans les cordons périphériques, ainsi que dans

les ganglions des ventouses. .

En ce qui concerne les axones, dans le tractus cérébro-brachial et
dané les nerfs périphériques, nous avons observé des fibres de trois
ordres dont le diamétre varie de 0,5 & 2 y, de 2 & 6 4y et de 7 4 12 Iy
Elles n'ont pas une section réguliére et sont entremélées de cellules
gliales fibreuses, de fibrocytes et de quelques amoebocytes (Fig, 42

et 48).

Le systéme sanguin

1 - Les vaisseaux

Le sang est distribué dans tout le corps par 1'artére céphalique et

1'aorte postérieure, L'artére céphalique est la plus grande de toutes,
Elle se divise en deux branches au niveau du cartilage céphalique qui
se réunissent du cdté ventral du cerveau pour former l'artére cépha-
lique antérieure, Cette artére se divise & son tour au niveau du gan-
glion brachial. Les deux parties contournent le bulbe buccal et donnent
naissance aux artéres brachiales et tentaculaires. Elles parcourent les
bras et les tentacules dans la région centrale, prés de 1'axe nerveux

principal, du cdté exterrne (aboral),

Les bras sont drainés par quatre veines principales. La veine brachiale
principale dans le plan médian, prés de la face interne (orale) Juste
a8 l'extérieur de la musculature interbrachiale, et les deux veines bra-
chiales latérales (une de chaque cbté), rejettent le sang directement

dans 1'anneau veineux de la t&te qui s'ouvre dans la veine céphalique
antérieure., Les veines brachiales aborales, sauf celles des bras ven-
traux, débouchent dans la veine ventrale de la t&te., Elles se Jettent

dans la veine dorsale de la t&te, Ces deux veines vont & leur tour dans

la veine céphalique antérieure,



Figure 45

Schéma des 4 types de vaisseaux identifiés par BARBER et al,

1 -

type 1 : Il posséde des myofilaments (f) dans les
péricytes (p). Un endothélium (e) pratiquement complet
est présent avec quelques papilles de structure tubu-
laire (tj. I1 y a une membrane basale (bm) continue

et une grande lumiére (1). Des appareils de Golgi (g),

des mitochondries (m) et des noyaux (n) sont visibles.
type 2 : I1 n'y a pas de myofilaments dans les péricytes

et bien moins d'’endothé&lium,

type 3 ¢ C'est 1'équivalent d'un trés petit capillaire,

I1 n'est entouré que par un seul péricyte.

type 4 : L'endothélium est clairsemé, les péricytes sont

peu épais, la lumiére du vaisseau est treés grande,

. (d'aprés BARBER et GRAZIADEI, 1865)
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LANGER (1850) a examiné la morphologie des vaisseaux sanguins dans la
peau, les yeux et les membranes de Loligo: Sepia et Octopus, Il trouva
des artéres a paroi épaisse et & petite lumiére, des veines & paroi
mince et & grande lumiére, De méme, il distingua deux types de capil-
laires, les uns épais avec beaucoup de noyaux, les autres treés fins

et avec peu de noyaux. Ils existent seuls ou réunis en.filets.

JOHANSEN et al., (1962) et SMITH (1962) se sont occupés de la circula-
tion sanguine dans le bras d'Octopus dofleini. SMITH a décrit deux
types de vaisseaux : le type artériel dont la paroi comprend un endo-
thélium, une membrane interne élastique, une couche musculaire longi-
tudinale, une couche musculaire transversale et une couche de tissu
fibreux,et le type veineux comprenant un endothélium, une couche mus-
culaire et du tissu fibreux, (SMITH, 1963), |

On retrouve toutes ces catégories dans le bras de Sepia. BARBER et al.
(1965-1966) ont publié les résultats d'une étude ultrastructurale des

vaisseaux irrigant les muscles et le systéme nerveux, (Fig.45).

MISLIN (1950) sur Octopus vulgaris et SMITH (1862) sur Octopus dofleint
ont montré que artéres et veines sont contractiles sur toute leur lon-
gueur a un degré bien supérieur & aucun mammifére, Le péristaltisme
veineux permettait au sang se trouvant sous basse pression dans les
caplllaires de passer dans les grandes veines & haute pression, Les
ondes péristaltiques dans les veines ont été estimées & 10 cm/s, Une
régulation reflexe siégerait dans le ganglion viscéral, mais le syn-

chronisme ne serait pas parfait, et la coordination de l'activité péris-

taltique semble plus complexe que ne le suggérait MISLIN,

2 - L'innervation des vaisseaux

En microscopie optique, ALEXANDROWICZ (1928) a montré que les artéres
sont bien innervées par des nerfs qui s'anastomosent et cheminent tout
le long, les artérioles par des branches des nerfs précédents qui se
divisent et donnent des fibres de moindre calibre. Les capillaires sont
aussi pourvus de nerfs, L'innervation des velnes se fait avec des fibres
de plus petit diamétre et moins nombreuses. Cette partie du systéeme
nerveux est propre au systéme sanguin, Il est relié au centre par le

nerf viscéral.



Figure 46 :

a ¢ Types de relations vaisseau sanguin/neurone trouvés

dans les ganglions du systéme nerveux des Céphalopodes.

Un vaisseau a lumiere (1) avec une couche de cellule endothé-

~liale incompléte (e), une membrane basale continue (bm) et

une couche de péricyte continue (p) est entourée par divers
é1éments neuronaux, cellules nerveuses (nc), cellules glia-

les (ng), axones (nf),

1 : le premier type montre un espace collagéne entre péri-
cytes et cellules gliales,

2 : le second type montre un arrangement ot il n'y a pas
d'espace collagéne, mais ol une cellule gliale est
interposée entre le péricyte et le neurone ou 1'axone.

3 : le troisiéme type a les neurones ou les axones direc-
tement en contact avec les péricytes.

4 : le quatriéme type est celui ol le sang baigne directe-

ment les neurones,

b ¢ Schéma montrant les principales possibilités de
1'innervation probable d'un vaisseau de type 1. (voir
légendes fig. 45).

Des paquets d'axones (nf) entourés de cellules gliales sont
trés communs au voisinage des vaisseaux sanguins des Cépha-
lopodes. Certains axones contiennent des vésicules (sv) et

paraissent &tre en contact synaptique avec un périéyte.

(d'aprés BARBER et GRAZIADEI, 1967)
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BARBER et al,, (1967), en microscopie électronique, ont trouvé des
axones entourés de cellules gliales, et d'autres avec des vésicules,

qui semblent en contact synaptique avec les péricytes, (Fig,46 b),

3 - Les cellules

a) Les cellules endothéliales

En contact avec 1'hémocyamine, elles forment un revétement plus

ou moins continu., La basale a l'extérieur est épaisse et continue,
Le noyau est trés allongé, disposé dans 1'axe du vaisseau, le cyto-
plasme est peu abondant, La jonction entre cellules est trés lache.
On note la présence d'un double réseau de tubules, GRAY (1968) pense
que les cellules endothéliales représentent des amoebocytes inac-
tifs qui seraient collés contre la paroi, Ils sont a ce moment 1a
fusiformes, Cette hypothése parait se vérifier (fig. 14)}. Cependant,

1'endothélium, quand il existe, semble beaucoup plus lache. (Fig,47].,

b) Les péricytes (Fig. 14 et 47)

Dans les tissus musculaire et conjonctif, la couche de péricytes

est continue. Elle est séparée de 1l'endothé&lium ou de la lumiére,
quand celui-ci n'est pas présent, par une membrane basale continue,
On note parfois (vaisseaux de type 1) la présence de filaments mus-
culaires de deux types (paramyosine et actine) gui contribuent

sans doute au péristalisme, La jonction de deux péricytes est carac-
téristique, On compte sept couches (deux fois trois feuillets pour
les deux membranes et une bande médiane appelée plaque péricytaire

par GRAY (1969).

Dans le tissu nerveux, les vaisseaux sont constitués d'une membrane
basale continue, une couche continue de péricytes, un endothélium
plus ou moins complet. On peut trouver quatre types de liaison avec
le tissu nerveux,résumés dans la figure 46 a. Il existe parfois des

"cellules gliales sombres” & la place des péricytes,
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c) Les amoebocytes (Fig. 14)

Ce sont les seuls éléments figurés du sang (CUENOT, 18891). Ce sont
des cellules de 10 & 15 u environ. Jeune, le noyau est sphérique
(5 1 de diamdtre) puis il peut apparaltre bibolé. Une encoche dans

ce noyau semble caractéristique. Le cytoplasme contient des riboso-

mes et des mitochondries, un peu de glycogéne et parfois des vésicu-
les remplies de substance dense. Il n’y a pas de division des amoebo-

cytes dans le sang. La génése s'effectue dans le corps blanc.

Leuf rdle n'est pas déterming, on a parlé de phase de construction
de 1'hémocyanine, RICHARD (1971), (celle-ci serait plut8t synthé-
 tisée dans la glande brachiale, DILLY et al., 1872) de fonction
néphrocytaire (CAZAL et al., 1943), Les amoebocytes seraient les
véhicules d'accumulation des déchets cataboliques (RICHARD, 1971).
Ce dernier a observé des amoebocytes immiscés entre les cellules

de la glande optique. Nous verrons qu’ils peuvent infiltrer d‘au-

tres tissus.

CAZAL et al., (1944) penséient qu'ils pouvaient &tre un équivalent
physiologique de la micrologie des Vertébrés. Ces auteurs ont mis

en évidence des "leucocytes” banaux extravasés et migrant a tra-

vers le tissu nerveux. Leur structure reste inchangée, sinon leur

forme.

JULLIEN et al. -1956) ont montré qu'en cas d'agression, les amoce-
bocytes étaient capables de s'extravaser. Ils envahissent toute

la région inflammée, Ils sont toujours sphériques, ont un noyau

en bissac et présentent les mémes granulations. Puis, 11 y a pas-
sage progressif a la forme treés allongée, le cytoplasme contient
de grosses granulations, résultant de la fusion des granulations
précédentes, L'amoebocyte a alors 1l'allure d'un fibroblaste. De
telles transformations semblent irréversibles. Ainsi en fuseau,
l'émoebocyte a une forme d'immobilisation (forme d'arrét “préfibro-
blastique”).

BAGINSKI (1965) confére aux amoebocytes le r8le de cellules du tissu
conjonctif. Il leur dénie la possibilité de phagocyter. Il distin-
gue les fibroblastes (8 & 10 u de longueur sur 2 & 3 . de diamétre)
avec peu de cytoplasme, responsables de la synthd&se de tropocolla-
géne et les fibrocytes qui polymériseraient le collagéne. Il y

aurait continuité physiologicque entre les deux stades,




Figure 47

Figure 48

Figure 49

(Gt 11 660)

Coupe transversale d°'

Un vaisseau de type 1 se trouvant dans 1le
tissu conjonctif (tc) dont 3 Noyaux de fibrocytes (Nf) sont
visibles ainsi que du collagene (coll).

(H : hémocyanine j mb membrane basale ; e : endoth&lium ;
P : péricyte 5 Np : noyau d'up Péricyte ; mp : myofilaments
Péricytaires ; G : corps de Golgi j; m : mitochondrie). Une

partie d'iridophore, Coupé obliquement,est visible dans le
coin supérieur gauche,

(Gt 11 400)

Coupe transversale d'une partie d'un tractus cérébro-brachial,
3 types d'axones de tailles différentes sont présents (ax1, axqe
ax3). Les fibres nerveuses sont séparées par paquets et isolées
Par des prolongements gliaux (== ) et du collagéne (coll).
Elles contiennent pPlusieurs sortes de vésicules,

(m : mitochondrie)

Gt 48 000)

Fibres nerveuses coUpées longitudinalement,

Elles contiennent de petites vésicules de 400 A de diamétre.
Les jonctions cellule gliale fibreuse (gf) / axone (ax) d'une
pPart et axone / axone d'autre part sont plus ou moins écar-
tées (fleche), Les 7 couches denses et claires (membrane,

espace extracellhlaire, hembrane) sont bien visibles.
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F - La névroglie (Fig. 48 et 43)

Les formations nerveuses sont recouvertes et entremélées d'éléments du
tissu conjonctif, de vaisseaux sanguins et de névroglie. Les vailsseaux
sanguins sont entourés d'un réseau de glie fibreuse (JAKUBSKI, 1915 -
HAVET, 1916, respectivement sur Octopus et Helix).

On note un systéme d'espaces extracellulaires autour des vaisseaux dans
le neuropile et il existe des canaux entre les neurones et les cellules
gliales. C'est ce gue CAZAL et al., (1944) ont décrit sous le nom de
réseau gliovasculaire. Il est reconnaissable dans le neuropile et 1la
couche cellulaire du bras qui présente beaucoup d'analogies de structure
avec celle des centres nerveux (Fig. 41), BAGINSKI (1964) note qu’'il
n'existe pas de grandes différences entre les diverses especes de Cépha-
lopodes Octopodes et Décapodes de ce point de vue. Les cellules ganglion-
naires sont dans une loge fibreuse plus grande que le neurone. Du cdté du
neuropile, la loge se poursuit. Cette gaine accompagne 1’'axone jusqu'au
"Grenznetz” de JAKUBSKI (1915) qui est une densification locale du réseau
gliovasculaire. La gaine stoppe, les fibres tournent et s'entremé@lent

avec les autres. L'axone poursuit son chemin dans le neuropile.

BASSOT et al., (1966) ont trouvé des cellules névrogliques aussi bien
dans le cortex des ganglions que dans les neuropiles des centres nerveux
du Nautile. Certaines entourant les neurones de leurs prolongements qui

parfois se terminent autour des vaisseaux sanguins.
Les cellules de la névroglie sont de trois types.

Les astrocytes fibreux gque 1'on rencontre dans le neuropile et dans 1la
couche cellulaire, sont caractérisés par la présence de nombreuses fibril-
les dans le cytoplasme. Ce sont les cellules satellites du péricaryon et
des axones. Le noyau a une chromatine périphérique. Le cytoplasme contient
des ribosomes, des mitochondries qui peuvent étre de grande taille, un
corps de Golgi et des grains de glycogene. Selon BAGINSKI (1964), DILLY
et al., (1963), STEPHENS et al., (1968) elles ont un rdle de soutien.
RICHARD (1971), parle d'une étape de repos métaboligue de 1'astrocyte
protoplasmique, CAZAL et al., (1944) leur attribuent en plus un rble
d'isolation., Les fibres sont libres dans cet étui qui est plus grand
que leur diamétre. Un astrocyte peut englober plusieurs fibres

de petit diamétre ou un groupe de fibres peut gtre entouré par
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plusieurs astrocytes, REINECKE (1875) confirme ce r8le de soutien chez

Helix pomatia, Il leur suppose aussi une fonction métabolique (réservoir

de lipides et de glycogénel.

Les astrocytes protoplasmiques se rencontrent surtout dans le neuropile,
Les fibrilles sont moins nombreuses, mais on note la présence d'inclusions
denses, les gliosomes, Ils sont remplis de microvésicules de 200 AR de dia-
métre (RICHARD, 1971), Des mitochondries sont accolées & la paroi du glio-
some, On note la présence d'ergastoplasme et de dictyosomes (activité endo-
cytosique), de glycogéne, de lipides et d'amas denses hypothétiques (GRAY,
1969 - RICHARD, 1971 - YOUNG, 1971 - REINECKE, 1975},

BASSOT et al., (1966) notaient 1'abondance de ce tissu autour des vaisseaux
et soulignaient ainsi le rdle trophique de la névroglie chez le Nautile,
GRAY (1969), tirait les mémes conclusions en ce qui concerne le Poulpe.
Pour RICHARD (1971), les inclusions observées seraient des formes de stoc-
kage temporaire, intracellulaire, des métabolites, CHALAZONITIS et al,,
(1973) envisagent une fonction trophique des cellules gliales dans le neu-
ropile du ganglion viscéral d'Helix, Mais il faut noter qu'il n'existe pas

de réseau sanguin intraganglionnaire chez les Gastéropodes.

Une troisiéme catégorie a été décrite par GRAY (1869). Il s'agit des cellu-
les sombres (dark cells) dont la densité est due,en microscopie optique
comme en électronique, & une fine granulation du cytoplasme. On en trouve
dans la couche cellulaire du bras au milieu des neurones (Fig.48). Elles

peuvent enserrer la basale vasculaire. Elles prennent ainsi la place des

péricytes.

Mise & part cette derniére catégorie qui reste énigmatique, on peut dire que
la névroglie a un rdle mécanique de soutien et de remplissage, un rdle pos-
sible d'isolation pour la conduction nerveuse et un rdle trophique, Des expé-
riences d'incorporation de ferritine et de 3H—glutamate sur Helix pomatia
ont montré que les cellules gliales périphériques jouent le rdle de barriére
entre les éléments nerveux et le sang, (REINECKE, 1875), Ce fait a été mon-
tré chez les mammiféres par SCHON et al., (1874) pour le 3H-glutamate et le

3H-GABA.

HENN et al., (1971) ont montré, sur du cerveau de lapin, que les cellules
gliales protégent le neurone d'un excés de neuro-messagers qui a pénétré dans

l'espace intercellulaire.




CHAPITRE 3

LA REGENERATION DU BRAS DE

SEPIA OFFICINALIS
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I - EVOLUTION DE LA MORPHOLOGIE EXTERNE

A - Evénements morphologiquaes (Fig. 50 3 55)

Immédiatement aprés 1'amputation, nous n'avons pas observé d'hémorragie,

I1 faut rappeler qu'en plus d'un processus naturel qui empBche le saigne-
ment aprés l'amputation, l'anesthésie a 1'alcool a sans doute un effet en
ce sens qu'ells ralentit, ou méme arréte, les mouvemsnts respiratoires et

le péristaltisme vasculaire.

Il est aisé de suivre les événements a la loupe binoculaire. Le nerf est
d'abord protubérant ainsi que la musculature transversale qui 1l'entoure.
Juste aprés la coupure, les bords externes se contractent spasmodiquement.
Aprés quelques heures, on observe un resserrement latéral puis dorso-
latéral de la plaie, ce qui indique une contraction musculaire, Puis la
plaie est progressivement recouverte par 1'épithélium. L'étalement a lieu
d'abord en direction dorso-ventrale, puis toujours dans ce sens, mais on
observe en plus un mouvement des bords latéro-dorsaux vers le bord ven-

tral (Fig. 50).

Au bout d'environ une semaine (selon la température, 1'8ge), ce processus
est terminé. L'épiderme dorsal (externe) est en contact avec 1'épiderme
ventral (interne ou oral). Quelque temps aprés (de quelques Jjours pour les
juvéniles 3 quelques semaines pour les adultes en hiver) une petite boule
apparalt au centre de la blessure. Peu & peu, toute la plaie est concernée,
I1 est possible de voir une demi-sphére faire saillie. Sa forme &volue en
cbne qui s'allonge peu a peu, Sur la partie ventrale de ce cbne apparais-
sent bientdt des fentes (&bauches des futures ventouses) d'abord sur le
moignon et prés du moignon, puis de plus en plus distalement, Elles s'in-
dividualisent peu & peu. L’'acétabulum et 1'infundibulum sont formés plus
tard par invagination. Peu aprés, des chromatophores commencent a &tre
visibles sur le régénérat. Leur progression a lieu dans le m@me sens,
c'est-a-dire de 1la base vers 1l'extrémité. Ils sont d'abord petits et clairs,
puis les ventouses se perfectionnent, deviennent fonctionnelles, les chro-
matophores sont plus nombreux, plus larges et plus foncés, Ils se dila-
tent et se contractent en phase avec les autres. Le régénérat devient mobi-

le. (Fig. 55). Ses progrés ont pu Btre observés grace a ces deux traceurs
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Morphologie de la régénération des bras
de Sepia officinalis adulte

Cicatrisation terminée. A la suite de contractions musculaires
les bords de la plaie ss sont rapprochés, L'épiderme s'est

6talé et a recouvert la blessure d'un épithélium cicatriciel,

Cas d'un bras ayant cicatrisé, mais qui n'évoluera plus

(femelle mature, opérée en hiver).

Début de la régénération proprement dite, Le blastéme commence
a croitre et une petite boule [A] est visible & 1'extrémité

du bras.

Evolution du régénérat en cbne [‘). A ce stade, 11 n'est pas
encore pigmenté.

Régénération du bras ventral gauche. Le régénérat apparatt
sur le bord externe du moignon [‘). I1 a la forme aplatie,

caractéristique du bras 1V.

Régénération totale d'un bras d'adulte. Les nouvelles ven-
touses sont dans 1'alignement des 2 rangées du moignon et
sont fonctionnelles, Les lames marginales sont développées,

La pigmentation est normale.
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physiologiques que sont, dans ce cas, les ventouses et les chromatophores,

On note aussi qu'aprés avoir grandi longitudinalement, le régénérat s'épais-

sit. On peut en conclure que la musculature longitudinale se différencie

et croit plus vite que la musculature transversale. Le bras régénéré res-

tera plus court et un peu plus mince.

Ces premiers résultats donnent une idée du déroulement des phénoménes :

La migration de 1'épiderme correspond & la cicatrisation et & 1la
dédifférenciation (Stade 1).

Le stade demi-sphére pu déme) correspond & la formation du blastéme
et au début de la croissance (Stade 2).

Le stade cdne correspond & la croissance et au début de la diffé-
renciation (Stade 3).

Les stades "ventouses"” (Stade 4) et "chromatophores”" (Stade 5),
correspondent & la différenciation et a la morphogénése.(il

existe une polarité centrifuge de 1la régénérationJ

Le stade 6 correspond au recouvrement de la fonction,

B - Facteurs influencant la régénération

La vitesse de régénération dépend :

de la nature et du niveau de 1l'amputation ou de la blessure,

- de 1'état physiologique de 1'animal,

de facteurs saisonniers comme la température.

- Nature de 1'amputation

a) bras et tentacules

Les bras et les tentacules cicatrisent puis régénérent, s'ils
sont coupés transversalement. L'amputation de plusieurs bras et
méme de tous est possible, & condition qu'’elle soit pratiquée
dans la moitié la plus distale du bras. La survie des animaux et
la régénération de leurs bras ont été observées plusieurs fois.
Mais la plupart meurent, méme sans avoir cicatrisé. La mortaliteé,

dans ce cas, est supérieure chez 1les jeunes animaux,
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he ou si les ciseaux ont dérapé et

Si la coupure n'est pas franc

que la blessure se trouve &tre presque horizontale, la plaie

cicatrise mal. Le phénoméne de régénération, quand il se pro-

duit, est plus lent.

Nous avons ouvert longitudinalement un bras, sur des animaux
jeunes (LDM = 2,5 & Scm). Ils sont tous morts en 1 & 3 jours.
Ceci peut s'expliquer par le fait que le mécanisme de contrac-

tion musculaire au cours de la cicatrisation et du colmatage par

les amoebocytes ne se fait pas, ou en tout cas, n'est pas effi-

cace.

I1 faut noter une variation entre le pouvolr de régénération
des différents bras. Ce sont les bras dorsaux (bras I) qui régé-
nérent le plus vite. Le bras IV (ventral) conserve sa forme apla-

tie. Le régénérat apparait sur le bord externe.

Pour pouvoir observer les progrés de la régénération, il faut

comparer avec le bras symétrique.

b) Nageoire

Coupée longitudinalement sur un cdté entier, et si le cartilage
natatoire n'est pas complétement entamé, la nageoire régénere.
Bien que moins large, elle est fonctionnelle et pourvue de chro-
matophores, un peu plus dispersés qu'avant. Si le cartilage est
trop entaillé, les animaux meurent ; 1la cicatrisation ne doit
pas pouvoir avoir lieu. Nous n'avons jamais pu obtenir la reégé-
nération d'un morceau de nageoire amputée comme indiqué figure 7

(C.D.E.F.).

c) Région du rostre et sépion

Il arrive fréquemment au laboratoire que les animaux se blessent
1'arriére du corps sur les parois des bacs de maintien. En capti-
vité, ces blessures peuvent &tre trés graves et ne cicatrisent
jamais, du fait de la répétition des chocs. Mais peu d'entre elles
entrainent la mort, Il n'y a jamais eu de signe de régénération

de cette partie, méme si les animaux sont isolés dans un aquarium

beaucoup plus grand,
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est incapable d'une quelconque régénération, au

L'"os de seiche”
moins dans les conditions dans lesguelles se trouvaient les animaux.

ommagement entraine la mort de 1'animal.

orrectement sa flottabilité (DENTON

Il semble méme que son end
Celui-ci ne peut plus régler c
et al., 1961),

d) Autres parties du corps

Au cours de la capture surtout (tassement dans le cul du chalut)
ou du maintien des animaux (chocs sur des obstacles, combats entre
individus), le manteau peut &tre sérieusement endommagé. Dans de
bonnes conditions d'élevage, il y a cicatrisation des téguments.

L'emplacement de la plaie est toujours visible. Peu ou pas de chro-

matophores ne sont reformés & ce niveau.

Nous n'avons pratiqué aucune amputation d’'organes internes.

2 - Niveau de 1'amputation

Le niveau de 1'amputation a une grande importance. La taille du bras
régénéré est d'autant plus petite gque la coupure a été faite prés de
la base du bras. L'apparition du régénérat est aussi plus tardive dans
ce cas. Ce fait, observé dés le début des expériences nous a conduit

a4 essayer de systématiser 1'amputation. Elle a été pratiquée entre 1la
moitié et le tiers distal du bras. Les coupures aux autres niveaux du
bras (en degad ou au dela) n'ont pas été assez nombreuses pour faire

des comparaisons chiffrées et valables entre les différentes vitesses

de régénérations.

3 - Etat physiologique

a) Influence de 1'&ge

L'appréhension des différents facteurs internes est difficile. Chez
les Céphalopodes en général, 1la taille n'est pas directement liée
a 1'age (MANGOLD, 1963 - RICHARD, 1871). A priori, nous ne pouvons
parler que de juvéniles et de matures. C'est pourquoi nous avons
séparé toute une classe intermédiaire pour ne faire des expérien-

ces qu'avec des animaux & coup sdr immatures ou matures.
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Les animaux les plus jeunes régénérent le plus vite. Les adultes
cicatrisent & peu prés dans les mémes temps, mais la période de
latence (oli rien ne se passe extérieurement) est plus longue (jus-
qu'a un mois de différence). Ils suivent la méme évolution, plus
lentement, et la taille relative d'un régénérat d'adulte est plus

petite que celle d'un régénérat de juvénile maintenu dans les mé-
mes conditions.

La figure 57 représente la croissance d'adultes et de juvéniles en
fonction de ce qui peut Btre vu de l'extérieur pour les premiers
stades (cicatrisation, demi-sphere, cdne) . La température était

d'environ 14°C.

b) Influence de 1'état général

Nous avons observé qu'un animal dont 1l'arriére du corps était trop
endommagé régénérait moins vite que ses congénéres intacts. Tout
ce qui peut affaiblir les seiches retarde leur croissance. Les ani-

maux faibles régénérent mal ou pas du tout. La cicatrisation seule

intervient.

ol- Expérimentation

Pour influer sur la croissance, nous avons fait une expérience de

jeline partiel.

Nous avons comparé 2 lots de 7 animaux juvéniles., Le premier était
nourri normalement, le second était sous-alimenté (10 fois moins envi-

ron). L'expérience s'est déroulée pendant un mois en automne 1975,

~

La température a été maintenue a peu prés constante (16 & 17°C). De
1'eau préalablement chauffée pour des expériences & 18-19°C dans un
grand aquarium est récupérée par un ¢lévateur. Un apport d'eau fraiche,
a faible deébit, ne fait descendre la température que de 1 ou 2°C et

permet un renouvellement convenable.

Dans les deux cas, la cicatrisation se fait aux environs d'une semaine,
La différence s'accentue pour atteindre le stade en demi-sphére. Il y
a8 des variations d'une semaine chez les animaux en malnutrition. Les
individus les plus en retard de ce lot moins bien nourri ont un rége-

nérat en forme de ddme quand le régénérat des Seiches de 1l'autre 1lot
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a déja évolué en cbne. Nous sommes a 3 semaines, Il faudra 26 jours
pour que les Seiches mal nourries atteignent toutes le stade coOne,

Pour une température donnée, & une vitesse & peu prés constante, la
différence observée pour passer du stade demi-sphére au stade cbne,
semble compensée, Il y a un temps d'activation plus long, mais une

fois amorcée la croissance & une vitesse constante pour une température
donnée. Seuls, deux animaux du lot bien nourri, atteignent le stade
chromatophore & la fin de 1l'expérience (29 jours) ce qui est un peu
plus tardif que lorsque 1l'expérience est faite plus tdt dans 1'année,
(L'apparition des ventouses n'a pas été notée). Tous les animaux sont

morts entre le 21 et le 24 novembre 1975, a la suite d'un arrét d’'eau.

L'expérience avait commencé le 23 octobre 1875,

B - Analyse des résultats (Fig. 56)

Les résultats semblaient différents dans les deux groupes, surtout en ce

qui concerne le temps pris pour atteindre les stades 2 et 3 (demi-sphére

et cone).

Nous avons voulu comparer les temps moyens mis dans chaque groupe pour
arriver a un stade donné. Pour cela, nous avons fait une analyse de varian-
ce, afin de reconnaitre si les variations observées & 1'intérieur d'un
groupe et entre les groupes, étaient dues & des fluctuations fortuites
ou non. On peut tester ainsi 1'influence du jelne sur la régénération,

Nous appellerons A le groupe nourri normalement et B 1'autre.

Cicatrisation : Elle nécessite 5,3 jours pour le groupe A en moyenne et

6,6 jours pour le groupe B,

La variance intragroupe est 0,67, la variance intergroupe est 4,06, Le
rapport des variances (F>1) est 6,06, I1 sert & tester la divergence

des deux variances. Les tables de SNEDECOR donnent le seuil de significa-
tion au coefficient de sécurité 95% ou 98%. Nous trouvons ici comme
valeur limite : Foos = 5,10 et Foosa = 9,80. La valeur trouvée est
supérieure & Foos « Une telle divergence a donc moins de cing chances

sur cent de se produire dans une population unique, par suite de fluc-
tuations fortuites. Mais cette différence entre les deux groupes n'est

pas significative au seuil de 99%.
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. Lot A Lot B
atteint
moyenne intervalle de moyenne intervalle de
confiance confiance
cicatrisation 5,3 4,3 4 6,4 6,6 5,1 8 8
demi-sphére 11,8 10,5 a 13,2 16,8 12,4 a8 21,3
cOne 20,3 19,4 a 21,3 24,2 16,8 3 31,7
Figure 56 Expérience de jelne partiel. (température 18°.)

o animaux ayant atteint le stade chromatophore
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Stades demi-sphére et cbne ¢ En ce gqui concerne ces deux stades, la

comparaison des variances donne comme trés significatifs (moins d'une

chance sur cent) les retards de 5 jours et 4 jours que 1l'on enregistre.

F demi-sphére 22,27 . F 4504 = 10,04
; .

16,75 . F 607 = 11,26
9

F cbne

On peut donc dire que dans cette expérience & 16°C, en automne, le
jeline retarde, avec 395% de chance minimum, d'environ 1 jour 1la cica-
trisation de jeunes Sepia amputées d'un bras et avec plus de 99% de
chance, de 4 ou 5 jours 1'évolution du régénérat en demi-sphére et en

cone,

4 - Rdle de la température

C’'est le facteur saisonnier qui a 1'action la plus directe sur la régé-

nération.

=

Des expériences ont été faites a 10-14-16 et 18°C, (températures natu-

relles de 1'eau de mer ou obtenues par chauffage).

a) 10°Cc

A cette température, la cicatrisation des juvéniles a demandé environ
2 semaines. Dans ce laps de temps, certains n'avaient pas terminé leur
cicatrisation et d'autres étaient morts. Le métabolisme de cet animal
a sang froid est considérablement ralenti, Ilse nourrit beaucoup moins
et est moins actif (RICHARD, 1971 - BOUCAUD CAMOU, 1973)., A 28 jours,

la plaie se gonfle en dome qui, & 35 jours, a évolué en cbne (Fig.58).

Cette série a servi & des dosages de collagéne.

Deux adultes opérés d'un bras sont morts aprés avoir seulement cica-

trisé en 2 semaines également,

b) 14°C

La cicatrisation des juvéniles est terminée en 6 jours (étalement de
1'épiderme., Le stade 1/2 sphére est atteint aux environs de 2 semai-
nes. Le stade cdne en un peu plus de 20 jours (Fig.57 ). L'expérience

a été arrdtée aprés 1 mois.

Cette série a servi & faire les dosages de collagene et les mesures

d'incorporation de proline marquée.
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Figure 57 ¢ tvolutior du regererat a 14°¢,
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Chez les adultes, les résultats concernent 7 animaux des deux sexes

pour les 3 premiers mois (stade : 8 j (mort), 10 j, 30 j, 47 J, (mort),
60 j) 2 jusqu'ad 100 jours (1 sacrifié) et 1 Jusqu’'a 200 Jours (6 mois

et 20 jours), Commencée en automne, 1'expérience a été poursuivie pen-
dant 1'hiver en chauffant 1'eau de maniére & maintenir la température
aux alentours de 14°C. Le dernier animal a été sacrifié le 25 mars 1976,
I1 avait été amputé du 1er bras dorsal gauche et du bras ventral gauche
[GI et GIV

La cicatrisation demande 10 jours, un régénérat incolore et flasque est

) le 3 septembre 1975. Les 2 bras ont régénére,

visible au bout d'un mois. Aprés 1 mois et demi, rien n'a changé. Ce
n'est qu'au bout de 2 mois que les ventouses se dessinent sur le moi-
gnon et sur le régénérat. Celui-ci posséde des chromatophores et les

Y

lames latérales se développent. Il a la méme taille qu’a 1'age de 1 mois,
I1 grandit trés peu jusqu'ad 100 Jjours, les chromatophores sont plus nom-
breux et il est mobile, signe des progreées de 1'innervation.

A 200 jours, on observe peu de croissance, l'innervation est terminée,
1'animal se sert aussi de l'extrémité de ses bras (GI et GIV) pour sai-
sir les proies. Les ventouses sont fonctionnelles, mais plus petites que
celles du bras symétrique correspondant. Les chromatophores se dilatent
et se contractent en phase . Le bras GIV a sa forme aplatie et a suivi

le méme processus (Fig. 54).

c) 16°C (Fig. 58)

Chez les juvéniles, la cicatrisation est faite en 5 jours. Il ne se
passe rien de visible jusgqu'au 10&éme jour ol apparait une petite boule
au centre de la blessure (7éme jour pour un individu). A 12 -14 jours,
toute la plaie est concernée. Une demi-sphére fait saillie. Au 20eme
jour, le stade cbne est atteint. On peut observer le début de la for-
mation des ventouses dés 23 jours. Le cbne s’'allonge. En un mois envi-
ron, les premiers chromatophores sont visibles & la surface. A deux
mois, les chromatophores sont plus nombreux et les ventouses les plus
proches du moignon et sur le moignon commencent & avoir un pédoncule.

Les lames latérales du bras se développent.

I1 faut prés de trois mois pour que les premiers mouvements apparaissent,

En quatre mois, 1l'aspect du bras est normal, les premiéres rangées de
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Evolution du régénérat de jeunes Sepia officinaltis

en fonction de la température,
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ventouses sont complétement développées, ainsi que les lames laté-

rales. Le bras est parfaitement fonctionnel, mais il est plus petit

que son symétrique.

d)_19°C (Fig. 58)

L'eau a continuellement été chauffée : 1'expérience a duré 1 mois,
sur des juvéniles. Tout se passe beaucoup plus vite, Les animaux
cicatrisent en 5 jours, le stade cdne est atteint en 1 semaine., A
10 jours, les premiéres ébauches des ventouses apparaissent chez

la plupart des individus. En 2 semaines, le bras commence a étre
coloré. Le régénérat s'allonge trés vite, il est filiforme et pen-
dant., Au bout d'un mois, il est toujours plus clair que le reste du
bras et non fonctionnel. Les ventouses n'ont pratiquement pas

évolué.

Remarque : Une expérience portant sur une trentaine de
Sepiola atlantica capturées en novembre 1875, a 6té faite

3 14°C (Fig. 59). La cicatrisation a lieu en 2 jours, 1la
demi-sphére se forme du 5Séme au 7éme jour, le stade cbne

a 10 jours, les premiéres ventouses complétes en 1 mois
(soit 2 semaines aprés 1l'apparition des ébauches) mais il
n'y a pas de chromatophores visibles. En 2 mois, le bras I
est coloré, les ventouses parfaitement formées ;3 le régénérat
mesure prés de 1/2 cm (pour une amputation pratiquée a envi-
ron 7 - 8 mm de 1l'extrémité., Quand 1'expérience est faite
sur les bras dorsal et latéro-dorsal droits, le bras I
devance le bras II. A un mois, il est couvert de chromatopho-
res et ses ventouses sont formées, alors que le bras II est
blanc et sans ventouse. Comme chez Sepia, le développement
du bras I est le plus rapide.

La régénération totale d'un bras de Sepiola demande moins
de temps que celle d'un bras de Sepia. Elle ne semble pas
dépendre de 1'adge de 1'animal, ni de la température (donec
de la saison). Cela peut étre rapproché du fait que 1la
période de ponte de Sepiola s'étale sur toute 1'année,

alors que les Seiches ne pondent qu'environ 6 mois, du
printemps & 1'automne (MANGOLD-WIRZ, 1963 - BOLETZKY, 1975).
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Figire 59 : fvolution du régérnérat d’adultes de
Septa officinalis et ae Sepiola atlantica

3 14°C (zn automnc ol e niver).
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II - ETUDE HISTOLOGIQUE ET CYTOLOGIQUE

A - Cicatrisation

C’est un mécanisme de défense de base qui a toujours lieu, mBme s'1l n'y
a pas régénération. (Les temps indiqués plus bas correspondent & une tem-
pérature de 16°C).

1 - Le tissu cicatriciel

a) Les amoebocytes

Les cellules sanguines font leur apparition comme dans toute
réaction inflammatoire. Environ 6 heures aprés 1'opération,
elles commencent & migrer vers la zone irritée. Plusieurs voies
d'accés sont utilisées : les valsseaux eux-mémes, les cordons
nerveux, les muscles, le tissu conjonctif. La quantité d'amoe-
bocytes dans chaque cas, est en rapport avec la disposition des

tissus.

Les plus nombreux arrivent par les vaisseaux sanguins et les
cordons nerveux. On trouve aussi des cellules sanguines dans

le tissu conjonctif (Fig., 71). Ce tissu est plus lache et plus
vascularisé que les muscles. Ce sont les muscles longitudinaux
qui offrent le plus de possibilités a 1'infiltratien en raison
de 1'orientation des fibres. La densité en amoebocytes aughente
quand on approche de la lésion.

Les amoebocytes impliqués subissent des transformations struc-
tqrales. D'abord contractés, sphériques ou ovoldes (forme cir-
culante) avec un noyau bibolé et des granulations dans le cyto-
plasme (Fig. 14), 11s deviennent fusiformes quand ils sont extra-
vasés (Fig. 71). Ce phénoméne semble irréversible,

On trouve quelques unes de ces cellules allongées, collées a la
paroi des vaisseaux et des capillaires (Fig. 14). Elles ressem-

blent & des fibrocytes. L'encoche nucléaire et les granulations

disparaissent.



La cicatrisation du bras de Sepia officinalis
(Fixation BOUIN, coloration AZAN),.

Figure 60 : Gt 680
Aspect de la blessure, Jjuste aprés la coupure. Le cordon
nerveux axial est protubérant, La fléche N indique des

neurones qui sont atteints de manieére irréversible,

Figure 61 : Gt 340
Coupe longitudinale médiane du bras montrant 1'invasion des
tissus par les amoebocytes et la formation du bouchon cica-
triciel 24 heures aprés l'opération, Le derme est nettement
séparé du tissu cicatriciel par un amas de collagene, alors

que la limite n’est pas claire pour les autres tissus du

bras.

Figure 62 : Gt 340

Aspect du méme bras que dans la figure 61, coupé Plus latéra-
lement, au niveau de la couche cellulaire, qui, elle aussi,

est envahle par les cellules sanguines.

Figure 63 : Gt 680

Détails du méme bras, L'épiderme commence a s'étaler (A ).
Les muscles proches de la blessure dégénérent. Les restes de
sarcoplasme forment des amas sphériques ou ovoldes (‘4') . LB
tissu cicatriciel est surtout formé d'amoebocytes, de fibril-
les non collagéne et d'une substance amorphe. Sa limite avec
le derme est bien visibie. L'artére brachiale est remplie
d’'éléments figurés.

(ab : artére brachiale, am : amosbocytes, bec : bouchon cicatri-
ciel, cc : couche cellulaire, coll : collagene, d 1 derme,

g : gaine conjonctive, ml : musculaturs longitudinale, mt : mus-
culature transversale, n : neuropile, tcb : tractus cérébro-

brachial).
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Arrivées au niveau de la 18sion, les cellules sanguines s'agglu-
tinent et forment une masse plasmodiale, Le sang ne contenant
pas de fibrine, i1 ne peut y avoir coagulation. L'’'agglutination

est une fonction cellulaire.,

Il n'y a pas d'hémorragie aprés la coupure. Pendant les premiéres
heures, l’artére brachiale est vide de sang. La circulation est

interrompue par contraction des fibres musculaires de la base des
péricytes. Puls, les vailsseaux sont remplis d'amoebocytes qui se

déversent dans le tissu cicatriciel (Fig. B3).

Aprés 24 heures, 3 ou 4 couches de cellules recouvrent la surface
de la blessure. A 36 heures (Fig. 64), on peut voir un "pseudo-
caillot” composé de 5 couches paralleles. Un réseau fibreux, non
collagéne, relie ces cellules entre elles. Le phénom&ne de migra-
tion est maximum entre le der et le 3éme jour aprés 1l'amputa-
tion (Fig. 65), puis 1l dimirue jusqu'’au 5&me jour (Fig. 66).
Entre le 5&me et le 7éme jour, 1l’aspect du neuropile redevient

normal.

b) Le collagéne

Une synthé@se accrue de collagéne est détectée par les colorations
cytochimiques, telles 1'Azan ou le trichrome de Masson. Elle est
localisée au niveau du derme. Il y a formation d'un véritable
bouchon durant les premiéres 24 heures (Fig. 63). Il n’'existe

pas devant la musculature, ni au niveau de 1'axe nerveux. Il per-

siste jusqu'ad la fin de la cicatrisation.

2 - L'épiderme

Il y a dans les premidres heures, un décollsment de la membrane basa-
le certainement d0 & la lyse localisée de cette derniare.

24 heures apras l'amputation, les cellules épithéliales ont commencé
a s'étaler (Fig. 63), Le mouvement part du bord dorsal en direction
du bord ventral, puis il y & des composantss latérales. Cet étalement
sg fait sur le bouchon cicatriciel qui s'est formé&. Il se poursuit

jusqu'a la rencontre des bords dorsal et ventral (Fig. 66). Il n'y a



Figure 64

Figure 65

——

Figure 66

Figure 67

La cicatrisation du bras de Sepia éﬁficinalis

Gt 1200 (BOUIN/Bleu alcian - Hématoxyline)

Aspect du bouchon cicatriciel 36 heures aprés 1'amputation,
Les:- amoebocytes, dont on ne distingue plus que le noyau,
s'accumulent en couches superposées. La limite tissu ner-~

veux/tissu cicatriciel est inexistante.

Gt 340 (BOUIN /AZAN)

3 Jours aprés 1'amputation, les emoebocytes migrent tou-
jours vers.i'extrémité du bras amputé. Tissus nerveux et
musculaire (J) dégéndrent localement. Le bouchon cica-

triciel et les autres tissus commencent a 8tre isolés les

uns des autres.

Gt 340 (BOUIN/Bleu alcian - Hématoxyline)

L'étalement de 1'épiderme est terminé aprés 5 Jours. La
partie dorsale a été plus mobile (' ). L'aspect du neu-
ropile est redevenu normél. Les phénoménes de dégénéres-
cence ne se sont pas accentués. Les lacunes qui en résyl-
tent, sont visibles dans le tissu nerveux, La névroglie

a réagi, elle forme un gliome repérable par la différence
d'affinité tinctoriale de ses €léments par rapport au res-

te du tissu nerveux.@Q

Gt 340 (BOUIN/AZAN)

Aprés B jours, le blastéme commence a 8tre bien visible.
I1 est formé d'éléments indifférenciés et recouvert par
)'épiderme cicatriciel, qui, comme dans la figure 66, n'a

pas de membrane basals.

(mémes abréviations que pour les figures de la page 79),
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pas eu de division cellulaire, ni participation de cellules autres

qu’'épidermiques, au recouvrement de la plaie.

Pendant tout ce temps, les cellules épithéliales conservent leurs
caractéres généraux décrits précédemment, En particulier, les micro-
villosités et les cellules glandulaires, qui restent fonctionnelles.
Ces derniéres peuvent servir de traceur. Celles contenant des pro-
duits de sécrétion, qui n’'ont pas encore été rejetées au dehors,

ne s'étalent pas comme leurs voisines et sont aisément repérables.
De prismatiqueé, les cellules épithéliales sont devenues cubiques
puis, pavimenfeuses (Fig. 66).

I1 n'y a pas de véritable défifférenciation morphologique,
L'épiderme est acidophile pendant ‘1'étalement qui nécessite 3 a 5

Jours, selon 1'age de 1'animal et la température,

B - La dégénérescence des tissus

Elle commence immédiatement aprés la coupure qui a touché les téguments,

les muscles, les cordons nerveux, les valsseaux sanguins,

1 - Le tissu nefveux

Les neurones de la couche cellulaire du cordon axial sont les premiers
touchés (Fig. 60). Les péricaryons les plus proches de la plaie se
nécrosent dans les heures qui suivent 1'amputation. Ils disparaissent
avant la formation du tissu cicatriciel.

D'autres sont touchés par le phénom&ne de dégénérescence rétrograde,

plus ou moins accentuée, en fonction de la longueur de la fibre

amputée.

Les axones du tractus cérébro-brachial subissent une dégénérescence pri-
maire, 1iée au traumatisme. Le falt que 1'on n'observe pas de nécrose
sur les coupes de cerveau, semble indiquer que la dégénérescence rétro-
grade n'est pas trés poussée. Cependant, les imprégnations argentiques
destinées a suivre ce phénoméne, n'ont pas donné les résultats attendus.
On note la dégénérescence de l'axoplasme., Il en est de m8me pour 1les

axones des nerfs périphériques (Fig. 68),



Figure 68 : Gt 6600 Coe o

Aspect du derme, 20 heures aprés l'opération au niveau de
la cicatrice.

Les cellules sont en état de dégénérescence avancée. Les
amoebocytes (am) arrivés les premiers sur place, se nécro-
sent, Ils sont reconnaissables par leurs granulations. Un
fibrbcyte, dont on Qoit surtout le noyau (Nf) est visible
en haut du cliché. L’espace extracellulaire est encombré
de déchets (l]. Le collagéne (coll) est trés abondant.
Les péricytes (p) d'un capillaire sanguin (Cs) contenant

de 1'hémocyanine (H) se décomposent.

Figure 69 : Gt B600

Aspect d'un cordon nerveux périphérique (CNP), aprés 20
heures, certaines fibres sont en train de dégénérer, Elles
présentent des lacunes (la). D'autres, semblent encore en
. bon état. L'espace péri-nerveux est occupé par du colla-
géne (coll) et des prolongements de fibres gliales (g).
Une cellule & granulations denses (amocebocyte ?) semble
infiltrée entre les fibres. Le tissu conjonctif a proxi-
mité&, montre aussi des signes de dégénérescence. Le capil-

laire sanguin (Cs) et le fibrocyte (f) se nécrosent.






Figure 70 : Gt 6600

Le tissu cicatriciel, 20 heures aprés l'amputation, au
niveau des tissus autre que le derme, contient tres peu
de collagene.

Des amoebocytes (am) reconnaissables a leur noyau (Nam)
possédant souvent une encoche (e) migrent & 1'intérieur.
D'autres, arrivés dés les premiéres heures aprés 1’'opé-
ration, dégénérent et présentent des lacunes (1la).

Dans la substance fondamentale du bouchon cicatriciel
(SBC), des éléments musculaires (EM) et nerveux (EN),

et d'autres, d'origine indéterminable (ED), sont en

train d'étre résorbés.,
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Dans le neuropile, ces faits se traduisent par 1’apparition de nécro-
ses. (Fig. 66). Ces lacunes sont dues & la dégénérescence d'é&lé-
ments nerveux et a ceux de la névroglie. Mais la désintégration
reste légére. Il faut noter une réaction hyperplastique des cel-
lules de la névroglie qui a pour effet de contribuer au comblement
des lacunes apparues dans le tissu nerveux. Il_en résulte un gliome
visible par la différence d'affinité tinctoriale de ses éléments

par rapport au reste du tissu nerveux (Fig. 66 et 75),

2 - Le tissu musculaire

La musculature est atteinte par la dégénérescence, mais le phéno-
méne reste localisé. Il est surtout visible dans les muscles lon-
gitudinaux. Les plus proches de la plaie perdent leur structure
striée oblique (Fig, 72). Les cellules gonflent ou sont scindées
en masses sphériques ou ovalaires (Fig. 65)., Les fragments anu-
~cléés dégénérent (Fig. 70). Les noyaux se rétractent et/ou se
cassent. La plupart disparaissent. Les fibres ainsi touchées ne
prennent plhs les colorants. Certains fragments de noyau subsis-

tent, entourés d'un peu de sarcoplasme.

Les cellules musculaires plus éloignées de la plaie, subissent
aussi des transformations, mais moins poussées. Les fibres devien-
nent aussi turgescentes, Les noyaux se fragmentent, mais il est
toujourq possible de reconnaitre du tissu musculaire. Les affini-

tés tinctoriales sont les mémes que celles des cellules intactes.

A la limite de la zone de dégénérescence, les fibres ont un aspect

normal. Elles sont nucléées et normalement striées,

La sarcolyse qui se traduit par une perte de la structure striée,
est concomitante de la dégénérescence nerveuse, (Fig. 73) et de

celle des vaisseaux et des capillaires (Fig. 74).



Figure 71 : (Gt 11 660)

-

Amoebocyte possédant un noyau (Ngm) & encoche (e) infiltreé
dans le tissu conjonctif. Des lacunes (la) sont visibles
dans la cellule sanguine et dans les fibrocytes dont on
peut voir les noyaux (Nf). La quantité de collagéne (coll)

présente est importante,

Figure 72 : (Gt 11 660)

Dégénérescence musculaire. Les fibres perdent leur striation.

(S : sarcolyse, N, : noyau de cellule musculaire).






Figure 73 : (Gt 26 400)
La sarcolyse peut &tre la conséquence de la dégénérescence
nerveuse. L'axoplasme de cette fibre présente des lacunes,
Elle ne contient presque plus de vésicules et de tubules.
La figure myélinique (fmy) est le stade ultime de dégéné-

rescence d'organites cellulaires.

Figure 74 : (Gt 30 800)

La sarcolyse peut &tre également la conséquence d'une
mauvaise irrigation. Ce capillaire de type 4, s'il pré-
sente une basale (b) continue qui semble en bon état,
ne contient pas de sang. On ne voit que guelques traces
d'hémocyanine (H), Les péricytes (p) ont perdu toute

ultrastructure,
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3 - Les amoebocytes

Une partie des cellules sanguines ayant participé a la construction du
* "pseudo-caillot” dégénérent. Elles perdent leurs granulations. D'énor-
mes vacuoles apparaissent dans un cytoplasme en compléte dislocation

(Fig. 71). Leur destruction se fait sans doute par autolyse.

Les amoebocytes détruits sont remplacés par d'autres qui arrivent pour
compléter le tissu cicatriciel ou pour contribuer & la formation du

blasteme.

4 - Autres tissus

Les fibrocyteé au voisinage de la plaie dégénérent, Nous n'avons pas
(n]1] observer le comportement des autres, en raison du grand nombre de

cellules sanguines ihfiltrées dans le tissu conjonctif,

On note aussi, et ce, jusqu'a un mois aprés 1l'amputation, 1l’existence
de formations volumineuses de type myélinique, Ce sont des figures
de digestion intracellulaire, le stade ultime de la dégénérescence

d'organites cytoplasmiques. L'empilement correspond & l'arrangement

des phospholipides.,

Les vaisseaux sanguins se nécrosent aussi. Les organites des péricytes
disparaissent, 1’'endothélium, quand il existe, se dilacére. Ces vais-
seaux ne contiennent que peu ou pas de sang. Le manque d'irrigation

des tissus est une des raisons de leur nécrose. (Fig,., 74).

Le blasteme de régﬁnération

1 - La formation (Fig. 75 et 76)

Quand elle a lieu, la régénération proprement dite, est précédée par
une phase d'accumulation de matériel cellulaire ayant subi une dédif-

férenciation plus ou moins poussée,

L'édification de ce massif d’'allure syncytiale se fait en une dizaine
de jours. Il est formé de noyaux de cellules qui ont miéré vers l°’°ex-
trémité du bras, En premier lieu, ce sont les amoebocytes, Mais des

neurones, des cellules musculaires ou des fragments des fibrocytes du

tissu cornjonctif se sont aussi accumulés dans cette région,



Figure 75 : (BOUIN/Trichrome de MASSON)

7 jours apres 1'amputation, pour les animaux les plus rapi-
" des, 1'accumulation du blastéme' commence., L'axe nerveux
présente encore des différences d'affinités tinctoriales ()

Le neuropile est d'aspect normal,

Figure 76 : (BOUIN/Bleu alcian - Hématoxyline)

10 jours aprés l'amputation, le blastéme gonfle 1'extrémité

du bras en demi-sphére.

Figure 77 : (BOUIN/P A S)

2 semalnes apres 1'amputation, les cellules des tissus

_ entrent en division. Le blastéme a la forme d'un cdne.
Il est pénétré par le tissu nerveux [A), L'épiderme
semble pluristratifié (ep s).

Figure 78 :- (BOUIN/Bleu alcian - Hématoxyline)

3 semaines aprés l'amputation, le blastéme s'accroit et
1a différenciation commence (& _._4). On note les ébau-
ches des ventouses sur la face orale. L'axe nerveux est

bien individualisé.

Figure 78 K [BOUIN/Tridhfome de CAJAL)

Aprés 25 jours, le régénérat a encore grandi. Des ventou-
ses ont évolué, d'autres ébauches sont visibles., La diffe-

renciation est centrifuge.

(BL : blastéme, bg v : bourgeons de ventouses, cc : couche
cellulaire, ch : chromatophore, de : derme, ep : épiderme,
ml : musculature longitudinale, mt : musculature transver-

sale, n : neuropileé, tcb : tractus cérébro-brachiall.,

=== Niveau de 1'ampputation,

)
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Pendant tout ce temps, aucune mitose n'a pu Btre observée, et bien
que les amoebocytes ne migrent pas, le nombre des cellules semble
' augmenfer. Les fixations ont toujours été faites entre 10 et 11

heures le matin. Il est poséible que nous soyons passés & cdté de

criées mitotiques rapides.,

2 - L'activation

Cette période d'accumulation est suivie d'une période d'act@va&ion.
Le noyau s'arrondit. Le cytoplasme des cellules du blastéme et celles
de l'épiderme deviennent basophiles ainsi que leurs nucléoles,
(coloration rouge au trichrome de RAMON Y CAJAL). Ceci est 1l'indice

de synthése d'acides nucléiques, prémice nécessaire a la division

cellulaire.

Bien que, hacroscopiquement aucun changeﬁent n'intervient depuis 1la
fin de 1’'étalement de l'épiderme, on s'apergoit qu'il est abusif
d'appeler cette période du 5éme au 10éme jour : temps de latence.
Le terrain est préparé pour la régénération., Elle va débuter par

prolifération du blastéme et de 1'épiderme.

La régénération

1 - L'épiderme

Les cellules activées se divisent aux environs de la 2éme semaine,
(Fig. 80). L'épiderme devient trés épais. A la pointe du bras, il
semble pluristratifié, mais il n'y a pas de limites cellulaires
visibles. Au 25éme jour, il est de nouveau simple, il évolue de
CQbique a4 palissadique. Les mitoses se poursuivent encore jusqu'a

environ un mois et demi, mais elles sont moins fréquentes,.

Sur la face interne du bras, les ventouses ont commencé a se diffé-
rencier vers le 20éme jour. Elles apparaissent d'abord sur le moi-
gnon, puis la différenciation progresse vers l'extrémité du bras et

a mesure que celui-ci croit. L'épiderme de chaque ventouse prolifére.



Figure 80 : (BOUIN/Triéhrome de MASSON)

Aprésv14 jours, labmehbrane basale de 1'épiderme n’est pas
tres nétts et méme n'existe pas encore & la pointe du régé-
néraf. A cet éndroit, l'épiderme‘est‘syncytial (). I1 se
divise abondamment. Deux mitoses sont visibles (A]. On note

que la bordure en brosse existe toujours.

Figure 81 : (BOUIN/P A S)

A ce stade de 20 jours, l'axe nerveux est déj3 bien indivi-
dualisé a la périphérie. La mitose encerclée doit corres-
pondre & la division d'une cellule gliale,

Vers 1'avant, des fibres nerveuses pénétrent le blastéme.
Il est possible de distinguer aussi les cellules qui évo-
lueront en fibrocytes et celles qui évolueront en fibres
musculaires.,

La seconde mitose ( ') se trouve dans le futur muscle.

Figure 82 : (BOUIN/Bleu alcian - Hématoxyline)

Coupe passant par la couche cellulaire en train de s'’indi-
vidualiser., On note une figure de mitose (métaphase)

d'un neuroblaste (nb), Une lacune (la) du neuropile (n)

est entourée d'amoebocytes. Les myoblastes (myb) se rangent
en files paralléles a 1'axe nerveux. Ils vont donner 1la

musculature longitudinale.

Figure 83 : ' (BOUIN/AZAN)

Au 20 éme jour aussi,.les chromatophores (ch) s'individuali-
sent & partir d'une cellule du derme (d) en formation (fibro-
blaste), Sur ce cliché, on distingue le plasme externe (e)

et le plasme interne (i) qui contient déja des grains de pig-

ment clair. Le noyau (N) est volumineux.

Figure 84 [BOUIN/AZANj
Arrangement des myoblastes (myb) entre le derme (d) et 1la
couche cellulaire (cc) de 1l'axe nerveux dont on voit égale-
ment le neuropile (n), Des fibres musculaires (f) sont déja

visibles,






92

De ce fait, les mitoses sont visibles plus longtemps de ce c&té du
bras. Vers le 2éme mois, les cellules épithéliales des ventouses
sécrétent leur anneau corné. Les cellules & mucus, nombreuses sur

cette face, se différencient et sont fonctionnelles trées tot.

L'épithélium de 1'extrémité du bras normal a les caractéres de 1'épi-

thélium en train de régénérer. Les éelTUIéé“%ﬁt’ﬁhigfégrﬁoyau sphé-

"j\‘--,h.” tvig U L Is

rique et un nucléole volumineux, -alors’ gue e cytoplasme est peu

abondant.
- ~',. . v

b0 Y L

L’épiderme régénére par éplmorphose, o] est a dire avgclla participa-
RN L R N v, o

tion d'un petit nombre de cellules voisines et sans dedifferencia-

tion compléte. Ces cellules sont en contact avec les tissus sous-

jacents, Jjusqu'a la formation de la membrane basale au moment de la

différenciation.

2 - Le derme s '

I1 est formé a-partir:de ceéllules du- tissu® cicatriciel et 'du blasteme,

K3 . LL»..:'T .

c'est-a-dire;! BUrtout d" bhbeboeytes s - 177

sauivharl ra Y

a) Le tissu comjonctifi,+ . 1 (atyvoorilt oun owegon iU

I1 sera toujours formé d'un seul type de cellules fixes noyées
dans une substance fondamentale hyaline, contenant des fibres de
collagéne.

Le tissu cicatriciel est rejeté & la périphérie par la croissance

du cordon nerveux axial qui pénétre le blastéeme.

Le tissu conjonctif est d'abord (20-25éme jour) composé de cellu-
les indifférenciées arrangées en couches & peu prés paralléles -
(Fig. 81), qui étaient pour la plupart des amoebocytes. Ceux-ci,
aprés s'tre divisés, expriment une nbuvelle potentialité en se
différenciant en fibrocytes et en syn%hétisant du collageéne,

(Fig. 85 et 86).

b) Les chromatophores et les iridophores

On décéle les chromatophores par la présence de pigment, Vers 1le
20eme jour, une cellule se différencie dans le derme en formation,

prés de 1'épiderme (Fig. 83), Le cytoplasme se divise en plasmes




Figure 85 : (Gt 14 300)
Image d'un fibrocyte d'un régénérat de 27 jours, Le
noyau.(NF] est granuleux. Il posséde un gros nuclécle (n),
Le réticulum endoplasmique (A) est trés développé, Cette
cellule semble responsable de la synthése de collagéne(coll),
Des ﬁyofilaments commencent & &tre visibles dans les myo-

blastes (m).

Figure 86 : (Gt 48 400)

Détail de la figure 85. On notera les énormes cavités du
réticulum (cav, rét. end), Le collagéne (coll) posséde

une striation périodique.

(N¢ : noyau du fibrocyte, r : ribosomes).
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externe et interne, Ce dernier contient les grains de pigment.

Le 1er type de cellule & apparaitre, est le chromatophore

Jaune.

Les iridophores apparaissent plus tard (25éme-27éme jour) assez
brusquement. Leur structure est définitive, dés qu'ils deviennent
visibles. Au début, ils présentent de nombreuses orientations

puis ils prennent une position plus fonctionnelle.

Pour les deux organes, les fibres radiaires se différencient sur
place, au moment de leur propre formation. L’'innervation est plus

tardive. I1 faudra attendre prés de 3 mois.

Le systéme musculaire

a) Les musculatures intrinseéque et extrinséque

Des éléments fusiformes sont disposés en ligne, parallelement a
l'axe (Fig. 84), 1Ils évoluent en myoblastes. Ils apparaissent

dans la région correspondant au muscle dégénéré, ils progressent
distalement. La plupart proviennent sldrement d'anciens é&léments

musculaires qui se sont divisés, puis redifférenciés,

~

Vers le 20éme jour, on commence & reconnaitre les premiéres
fibres de la musculature longitudinale intrinséque (Fig. 82).

La gaine de collagéne qui la limite & 1l'’extérieur progresse 3

peu prés & la méme vitesse. La musculature longitudinale extrin-
séque apparait légérement en retard ; avant la musculature trans-
versale (Fig. 87). La musculature longitudinale s'éloigne peu a
pPeu du cordon nerveux et laisse place & la musculature transver-
sale qui n'occupe d'abord qu'une faible épaisseur. Elle est encore
formée de myoblastes, alors que les cellules longitudinales du
méme niveau, possédent leurs fibres. Au 2éme mois, cette couche
musculaire s'épaissit encore en se divisant (Fig. 88). Puis 1la

disposition des éléments du bras est normale (Fig. 90 et 91).
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b) La musculature acétabulaire

La musculature des ventouses est formée par prolifération des fais-
ceaux centraux. Les bourgeons sont isolés par du tissu conjonctif.
Au cours de 1l'invagination qui va former sa cavité, les cellules
musculaires s'arrangent d’'abord en une couche, puis en deux couches
paralléles. Elles donneront les muscles radiaux et les sphincters.
(Fig. 924 97 ).

I1 faut environ 2 mois pour avoir une ventouse compléte, fonction-
nelle, c'est-a-dire inpnervée. La ventouse est formée avant d'étre
innervée. La différenciation est centrifuge. Elle commence sur le
moignon et progresse vers 1l'extrémité. Aprés 4 mois, la ventouse la
plus avancée est 3 fois plus petite qu'elle ne devrait 1'8tre, mais

elle est parfaite (Fig. 97).

-

La musculature acétabulo-brachiale se différencie a peu prés au
méme moment que la ventouse, Elle semble d'abord isolée, puis 1le

raccordement & 1'axe musculqire médian est visible, de méme que la

progression dans le pédoncule quand celui-ci se forme.

La formation des lames latérales n'a pas é&té suivie.

4 - Le systeme nerveux et la névroglie

Le régénérat s'organise autour du tissu nerveux. Le cordon nerveux
axial y apparait tout de suite différencié en tractus cérébro-brachial,
couche cellulaire et neuropile. Il est accompagné de 1'artére brachiale

(Fig. 98) et de muscles épineuraux qui sont déja trés différenciés
(Fig.101).

La croissance débute par les fibres du tractus cérébro-brachial. Leurs
terminaisons progressent & 1'intérieur du blastéme. La couche cellulai-
re progresse assez vite aussi. L'axe nerveux ainsi reconstitué est net-
tement séparé du reste du blastéme par une gaine contenant du colla-
géne. (Fig. 81). Les cellules nerveuses ont sans doute pour origine
des neurones émigrés dans le blasteme au moment de la dégénérescence.
Dédifférenciés, ils se divisent pour former une nouvelle couche cellu-

laire (Fig. B2 et 89).



Différenciation des ventouses du bras de Sepia officinalis

La différenciation des ventouses est centrifuge. Elle est
contemporaine de 1'irrigation (Fig. 92). Elles se forment
par prolifération et migration de myoblastes qui s'arran-
gent en une, (Fig. 92) puis, plusieurs couches (Fig.93 et
94). L'épiderme se divise (Fig., 93) et s’'invagine pour
former 1'acetabulum et 1'infundibulum (Fig. 95). Le pédon-
cule apparait (Fig. 95 - 96). Les ventouses continuent de
se différencier, acquiérent leur musculature spécifique,
leur anneau corné, Elles sont innervées secondairement et
deviennent fonctionnelles (Fig. 97) bien que restant tou-

Jjours plus petites qu’elles ne devraient 1'étre.
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Le neuropile est formé par les fibres émises par les ganglions et le
tractus. Il est pratiquement inexistant & 1'extrémité du cordon ner-
veux en train de régénérer. Il gagne en épaisseur au fur et & mesure

de la croissance.

Le tissu hétérogéne et indifférencié qui constitue le régénérat jus-

qu'au 20éme jour, est repoussé & la périphérie par la progression de

1'axe nerveux. (Fig. 98).

Les cellules gliales soutiennent les fibres nerveuses en train de
régénérer., Il s'agit surtout de glie fibreuse., Ces cellules sont trées
développées et contiennent des mitochondries trés grosses qui semblent
se diviser (Fig. 99 et 100), La névroglie suit la progression du nerf,
Les cellules qui la composent se divisent dés le 20éme jour (Fig. 81).
Les cordons périphériques se développent plus tard, quand la muscula-
ture brachiale est plus avancée.

Les nerfs des chromatophores et des iridophores, sont émis vers le
20&me jour. La connection se fait environ le 2éme mois, quand ces
organes sont eux-mémes différenciés. Il en est de méme pour les ven-

touses 3 les premiéres, sur le moignon, commencent & &tre innervées

vers le 40éeme jour.

Organes chromatophores et iridophores d'une part, et ventouses d'autre
part, sont innervés secondairement aprés leur différenciation.

Les nerfs peauciers sont également émis durant la progression (Fig.88).

Nous n'avons pas observé la formation des voies sensitives. Elle doit
etre tardive et n'intervenir que vers le 3éme mois, quand le régéné-

rat est mobile.

5 - Le systéme sanguin

L'irrigation du blastéme est permanente & partir du moment ol il pro-
lifere. Le sang baigne les cellules directement. Il n'y a d'abord pas

de vaisseaux visibles, mais trés t6t, on peut observer la veine bra-
chiale. La différenciation se fait en m@me temps que celle des ventouses,
Elle commence vers le 20eme jour (Fig. 92). L'artére brachiale suit la
progression de 1'axe nerveux. Le tissu conjonctif est rapidement envahi

par des capillaires (Fig. 898).



Figure 98 : (Glutaraldhyde 3% - acide osmique/bleu de toluidine, 0,5 H)

Coupe parasagittale d’'un régénérat de 27 jours montrant 1la
progression de 1'axe nerveux (CNA) dans le blastéme en train
de se différencier. Les cellules épidermiques sont encore
activées., Sur la face apicale, il y a des microvillosités,
une membrane base (mb) limite 1'autre face des cellules,
Les constituants du bras sont en place, les fibres du trac-
tus cérébro-brachial (tcb) sont guidées par les cellules
gliales dont on voit le noyau (Ng). Il émet des nerfs (n et
np). Les ganglions (gg) formant la couche cellulaire et
1'artére brachiale (ab), avancent dans le blastéme de 1la
méme maniére. Les myoblastes (my b) édifient les muscula-
tures longitudinale (ml) et transversale (mt). Le derme (d)
est formé de fibrocytes (f) gui évoluent & partir de fibro-

blaste (fb). Le blasteme est irrigué par des capillaires (cv).







Figure 99 : Gt 16 720

Tractus cérébro-brachial pénétrant dans un régénérat de

1 mois. Les axones (ax) contiennent 2 types de vésicules,
claires (v c) et denses (v d) de 300 A et 900 A environ
de diamétre. Les fibres nerveuses sont entourées de glie
fibreuse (gf) contenant d’énormes mitochondries (mit).
Une musculature épineurale (m &) bien différenciée se

développe en méme temps que les nerfs progressent.

Figure 100 : Gt 77 000

Mitochondries des cellules gliales. Elles ont des crétes
(c) nettes et une matrice (m) sombre, Elles sont limitées
par une double membrane (dm) .

(ax : axone),

Figure 101 : Gt 9 100

Détail de la musculature épineurale.
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uivi de prés la régénération proprement dite des

Nous n'avons pas s

vaisseaux sanguins. I1S peuvent dtre le résultat de la proliféra-

tion distale de 1'endothélium ou bien des péricytes.

Le bras régénére en utilisant des éléments histologiques plus ou moins

dégradés (morphallaxie). Chaque type cellulaire semble redonner des cel-

lules du méme type, a 1'exception du tissu conjonctif dont la majeure

partie est formée & partir d'amoebocytes.

On peut résumer les événements de la maniére suivante :
A 16°C, la cicatrisation et la dégénérescence ont lieu du jour zéro au

Séme jour. Le blastéme se forme jusqu'au 10éme jour (stade demi-sphére),

Puis, il y a prolifération de 1'épiderme et du blastéme quand le nerf

commence & croitre (stade cone), La différenciation débute dans la 3éme

semaine en méme temps que 1'irrigation. Elle commence par l'invagination

des ventouses sur la face orale (stade 4) et la formation des chro-

matophores. Il faut noter qu'ils se différencient avant d'étre visibles
de 1'extérieur. Le stade 6 correspond & l'innervation des tissus, qui a

lieu vers le 3éme mois.
Donc 3 phases

- Cicatrisation et dédifférenciation.
- Formation d'un blastéme et croissance.

- Différenciation et morphogénése.
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ITI - VARIATIONS DE LA TENEUR EN COLLAGENE DU BRAS ET DES PROTEINES SERIQUES
AU COURS DE LA CICATRISATION ET DE LA REGENERATION

A - Dosage du collagene (Fraction TCA chaud soluble)

1 - Expérience & 14°C

Comme 1l'a montré 1’'étude histologique, le collageéne est une protéine

de structure importante dans les tissus de SepZa officinalis. De plus,
il a un réle essentiel dans la cicatrisation. Nous avons vu qu'une

sorte de bouchon se forme au niveau du derme dés le 1er Jjour apres
1'amputation. Nous avons dosé le collagéne par la méthode de LOWRY (1951)
apres l'avoir isolé. Les résultats, ramenés a3 1'unité de poids frais,

sont consignés dans le tableau 4 et 1la figure 102,

Pour le bras opéré, le taux de collagéene augmente le 1er jour pour attein-
dre un maximum le 2éme jour. Cette période correspond au début de la
cicatrisation. Le pic est significatif au coefficient de sécurité de

99% (voir note page 107).

Le bras symétrique, non amputé, est pris comme point de comparaison.
On voit apparaitre un "puits” significatif dans la courbe de dosage.
Cette chute de la teneur en collagene se produit également au début de

la cicatrisation.

Les deux courbes évoluent ensuite sensiblement de la méme maniére. Il
y @ une nette remontée au moment de la croissance du blastéme de régé-

nération. (fin de la 2éme semaine).

2 - Expérience & 10°C

Nous n'avons retenu que les résultats portant sur les premiers jours,
car il restait moins de 3 animaux dans les lots concernant la période
allant de la fin de la 1ére semaine jusqu'a la fin de la 2éme semaine.

(Tableau 5).

I1 est tout de méme intéressant de comparer les résultats avec ceux de

-

1'expérience faite & 14°C. (Fig. 103). On voit que, dans les bras opérés

et non opérés des animaux élevés & 10°C, les variations du taux de



BRAS OPERES ! BRAS NON OPERES
Nombre de | Nombre . 14 . 14 ) . 14 14
jours aprés |d'animaux | Poids des|Collagéene C pro,Collagene C pro.protéinesfj Poids des|Collagéne | C pro.Collagene C pro.protéines
1'opération| par lot bras (mg)lug/mg P,F.,| cpm/mg P,F, cpm/mg P.F. bras (mg)|ug/mg P,F, cpm/mg P,F, cpm/mg P,F.
0 S 117 13,3 154 557 161 13,3 107 579
1 5 94 15,6 242 1077 125 . 8,5 134 1170
2 B 85 21,7 322 1386 117 9,1 173 1128
3 9 187 17,3 201 560 243 14,3 72 4886
8 8 183 15,3 138 10786 244 12,3 123 ' 1076
10 7 235 11,8 105 642 298 11,2 56 485
17 el 42 18,4 297 1533 61 19,4 237 1728
23 5 87 15 89 646 140 18,5 103 833

TABLEAU 4 : Résultats des dosages et des comptages des fractions TCA chaud
soluble et TCA chaud insoluble dans 1'expérience & 14°C.

€eor
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BRAS OPERES ) BRAS#NUNFDPERES )
Nombre de jouf;' Nombre d'animaux <L;oids des Collagene Poids des Collagéne
aprés 1'opération par lot bras (mg) ug/mg P,F. bras Emg] ug/mg P.F.
0 ‘3 52 12,7 73 | 10,6
1 3 54 ) 13,2 58 10,2
2 3 46 12,2 68 14,1 )
3 3 80 10,2 130 9,9 (?)
TABLEAU 5 : Résultats des dosages de collagéne extrait

des bras d'animaux élevés a 10°C.
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collagene sont moins importantes que celles que 1'on peut observer chez
les animaux élevés a 14°C, et que les différences pour un mé&me stade

ne sont jamais aussi élevées,

Note : Pour évaluer dans quelle mesure les différences trouvées au cours
des dosages de collagéne sont significatives, nous avons pris les
valeurs de la teneur en collagene (fraction TCA chaud soluble)
des bras témoins de tous les dosages effectués. Nous avons pu

faire la moyenne de 12 valeurs:

Hg/mg P F | 8,3110,6)12,6|12,7 15,5 |13 |[14,4|15,4 12,9 13,5 10,6 |10,1

12

3
I

x
"

12,5 pg de collagéne/mg de poids frais

La variance, qui représente les écarts a la moyenne est :

—. 2
var =&(———x—]—-—= 4,8
n-1

L'échantillon étant petit, on n'a que 11 degrés de liberté.

L'écart type est : € = var = 2,2

L'écart standard a la moyenne est Sm = T _. 0,67

n-1

La table du parametre t de Student donne
t = 3,11 pour 11 degrés de liberté.
0,0

L'intervalle de confiance sera :

X t(tg gy Sm)= 12,5 + (3,11 x 0,67) = 12,5 + 2,1

au coefficient de 99% de sécurité,

Le bras contient de 10,4 & 14,6 pug de collagéne par mg de poids

frais. (bande en pointillé sur la figure 102).
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B - Comptage en_scintillation liquide

Nous avons mesuré la radioactivité 1iée a 1la 14

C-~proline dans les frac-
tions TCA chaud soluble (collagéne) et TCA chaud insoluble (1les autres
protéines). Nous n'avons retenu que les extraits des expériences a 14°C.

Celles & 10°C ont donné des résultats non significatifs, Le taux de comp-

tage était inférieur au bruit de fond (appareil + mélange scintillant),

1 - La radiocactivité 1iée au collagéne (Fig. 102)

Dans le cas des bras opérés, on observe 2 pics qui correspondent a

14C--proline

ceux des dosages. L'augmentation de 1'incorporation de
par cette fraction semble indiquer 2 périodes de synth&se accruss
de collagéne, au moment de la cicatrisation et au début de la crois-

sance du blastems.

En ce qui concerne les bras symétriques, pris en référence, on voit
une augmentation de 1'incorporation de proline gqui semble en rapport
avec la remontée & un taux de collagéne normal au 3éme jour. Un pic,
le 6&éme jour, semble sans rapport avec une variation du collagéne.

Par contre, on retrouve un pic & la fin de la 2éme semaine, analogue

a celui des bras opérés. Le phénoméne de synthése & ce moment-1la

semble intervenir au niveau de tout 1'organisme.

2 - La radioactivité liée aux autres protéines (Fig. 104)

Elle est beaucoup plus élevée (environ 5 a 6 fois). I1 faut remar-
quer qu’au moment du 1er pic (1 &3 2 jours), la radioactivité 14C—
proline liée aux protéines des bras opérés atteint des valeurs plus
élevées que dans les bras non opérés. Il est possible que des syn-
théses de protéines (enzymes) spéciales aient lieu dans les bras

amputés.,

Ensuite la radiocactivité des 2 fractions varie de maniére semblable.
On repére un Zéme pic & la fin de la cicatrisation, au moment de 1la
période d'activation. Un 3éme pic correspond a la croissance du
blastéeme. A nouveau, les phénoménes de synthése concernent tout

1'organisme.



/9.
y \‘ fraction TCA chaud insoluble
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. Cpro.non opereés

10 17 23  jours =
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C - Electrophorases du sang de Sepia offieinalis

Nous avons d'abord d0 mettre la technique au point, L'utilisation de gsl
de polyacrylamide & 7% n'a pas donné& une séparation convenable des frac-
tions les plus lentes. (Fig. 105). 90 & 85% des protéines sériques sont
représentés par des chalnes d'hémocyanine. Celle-ci est miss en é&vidence
par ses réactions positives au Schiff et & 1'acide rubéanique (Fig. 105),
qui indiquent 1la présence de glucides et de cuivre dans cette moléculs.,
Il est a remarquer qu'il existe une autre glycoprotéine, non cuprique,

plus lourde que 1'hémocyanine.

La technique au SD S a donné une meilleure séparation (Fig. 106) . Mais
1'énorme quantité d'hémocyanine empé@che encore de bien distinguer les frac-

tions lentes, On voit que les fractions rapides sont beaucoup mieux indi-

vidualisées.

La meilleure technique de séparation s'est révélée etre celle sur gel a
gradient de polyacrylamide. Nous avons essayé les gels a 4 - 30% et 2 -

16%. Le second espace mieux les bandes. On a 1'apparition de 2 nouvelles

fractions (Fig. 108) .

Grace au gel & 4 -30%, nous avons pu estimer le poids moléculaire de ces
protéines les plus lourdes (exclusion 2 000 000 - 50 000), en utilisant
la courbe étalon de la figure 109, Ces protéines standards ont migré dans

le méme gel (Lot BL 6471 Pharmacia). Le tableau 6 donne les valeurs de

ces poids moléculaires.

Au pH de 7,2, 1'hémocyanine est présente sous forme d'agrégats de p.m,

allant de 660 000 a 370 000 environ,

La figure 107 montre 1'électrophorése de deux sérums d'animaux en train de

régénérer (1 et 2) comparés a ceux de femelles immatures non opérées (3 et 4).

Une bande (n® 2) n'existe plus chez les animaux en régénération. Par contre,
la bande n° 4 est nettement plus intense, Ces résultats concernent des ani-
maux adultes déja en état de régénération avancée et leurs protéines séri-

ques les plus lourdes ( 50 000 daltons).










Distance de Poids moléculaire
N°® de la bande | migration estimé (daltons)
(mm)
1 14 1 030 000
2 14,5 1 000 000
3 17 890 000
4 24,5 580 000
5 29 480 000
8 31,5 440 000
7 33,5 370 000
8 41 250 000
9 42,5 230 000
10 47,5 180 000
11 49 165 000
12 52 140 000
13 64,5 78 000

——

Tableau 6
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IV - ETUDE DE LA CROISSANCE DU REGENEEQI—D'UN BRAS DE SEPIA OFFICINALIS

Pour évaluer la croissance du régénérat, nous pouvons comparer la lon-

gueur, atteinte 3 chaque stade, avec la longueur du bras symétrigue non

amputé qui sert de témoin. Sur les jeunes individus, méme anesthésiés,
[ ]

la mesure est difficile en raison de la faible taille du régénérat,

surtout au début de son évolution.

Nous avons donc choisi de faire les mesures sur COupes dessinées & la

chambre claire, toujours au méme grDSSissement' Les bras ont tous été
fixés au liquide de BOUIN, pendan

méme coefficient de rétraction des tissus.
dian, c'est-a-dire que les deux

t la méme durée, de maniére & avoir le

Les coupes, pour chaque stade,

ont été choisies passant par 1'axe mé

paquets de fibres des tractus cérébro-brachiaux, 1'artére brachiale et

la veine brachiale étaient visibles en méme temps.

A -. Définition du bras de référence

Nous avons utilisé le fait que les bras sessiles de Sepia officinalis
sont assimilables & des cbnes. Ils sont donc définissables par leur hau-

teur (longueur médiane du bras) et par leur rayon - ou leur diamétre -

(épaisseur du bras). Ces deux paramétres contiennent 100% de 1'information.

Nous avons cherché la relation entre le diamétre du bras en un point et
la longueur entre ce point et 1'extrémitée. Pour cela, nous avons mesureé
ces grandeurs sur des coupes dessinées de bras, de 9 animaux, a des
niveaux différents. Les résultats sont consignés dans le tableau 7. Nous
avons fait la moyenre des valeurs trouvées a chaque niveau et nous en
avons calculé l'intervalle de confiance. (Tableau 8).

A partir de ces données, nous avons pu construire un abaque (Fig. 110)
donnant chacun de ces paramétres en fonction de 1l'autre. Nous avons

appelé L la longueur gque devrait avoir un bras pour un diamétre donné.




diamdtre correspondant

Longueur (L)
(unités

arbitraires)
10 6 B 7
20 13 10 11
30 17 14 15
40 23 17 20
50 25 20 25
60 28 24 28
70 29 26 28
80 29 28 33
90 31 33 -

TABLEAU 7

A
5 6

11 12
16 - 17
21 20
25 24
28 26
28 27
28 30
32 34

S

(unités arbitraires)

Nombre de

mesures (n)

w1

11

18

22

24

27

28

29

33

11

16

20

23

27

30

32

32

11

17

20

24

25

25

26

28

29

10

18

22

24

25

26

28

29
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L D | X 62 6 Sm t0,01 Sm.t0'01
10 8 7 4,25 2,1 0,73 3,36 2,4
20 8 12,7 8,25 2,9 1,01 - 3,4
30 8 17,2 6,19 2,5 0,88 - 3
40 8 21,2 5,18 2,3 0,81 - 2,8
50 8 24 2,75 1,7 0,58 - 2
60 8 26,5 2,03 1,4 0,50 - 1,7
70 8 27,8 1,69 1,3 0,46 - 1,5
80 8 29,6 3,27 1,8 0,64 - 2,1
a0 6 32 2,66 1,6 0,65 3,71 2,4
TABLEAU 8

stade diametre longueur longueur 1 %x 100
(jours) mesurée (1) [théorique (L) L

10 20 6,5 37,5 17,3

14 20 14 37,5 37,3

20 22 23 42,5 54,1

25 30 45 77,5 58,4

40 27 46 62,5 73,3

60 33 75 95 78,9

TABLEAU S
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B - Croissance du régénérat pendant les deux premiers mois

Nous avons opéré de la méme maniére sur des dessins faits a partir de
coupes de bras de juvéniles, & différents stades de régénération (10,

14, 20, 25, 40, 60 jours), Le diamétre est pris au niveau de la coupure
et la longueur est mesurée selon 1'axe nerveux. C'est la plus grande
valeur qui a été retenue entre plusieurs coupes du méme bras.

Pour avoir une idée de la croissance relative du bras, nous nous sommes
reporté a 1'abaque donnant la "longueur théorique” que devrait avoir un
bras pour un diamétre donné. (Tableau 9). Il a ainsi été possible de cal-
culer la croissance du bras amputé en pourcentage de la longueur initiale.
La figure 111 montre que cette croissance se fait en deux phases.

Aprés un temps de "latence” d'environ une semaine, elle est d'abord rapi-
de, jusqu'a la fin de la 3éme semaine, puis plus lente. La premiére pha-
se correspond 4 1'accumulation de matériel cellulaire qui va former le
blastéme au début de la croissance de ce dernier. La deuxieme phase,

~

plus lente, correspond & la différenciation et & la morphogénése du

régénérat.
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figure 111: croissance relative du régénérat de juvéniles de Sepia
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A REGENERATION

LES MODALITES DE L

La capacité de régénération des bras de Céphalopodes Décapodes (Sepia

officinalis, Sepiola atlantical s vient d'étre démontrée expérimentale-

ment. A part LANGE (1920) sur Octopus vulgaris, aucun auteur n'avait

& ce phénoméne dans cette clas-
essayé de définir les principales &tapes de P e

se de Mollusques, Nous avons retrouvé les trois phases qui semblent com-

3 - e régénérer, c'est-a-dire :
munes & la plupart des esp&ces capables d g » :

cicatrisation, dégénérescence et dedifférenciation formation du blas-

N : 3 rphogénéese
teme et croissance ; différenciation et morphos '

Premiére phase

Les phénoménes de cicatrisation, de dégénérescence et de dédifférenciation

sont contemporains. La cicatrisation est le fait d'abord des amoebocytes,

puis de 1'épiderme qui s'étale et recouvre toute la plaie. Celui-ci ne se

dédifférencie pas complétement et conserve son individualité malgré 1'ab-

sence temporaire de membrane basale. La dédifférenciation atteint les

tissus voisins de la plaie. Les cellules trop endommagées dégénérent.

A - La cicatrisation

Aprés la coupure du bras, les tissus sont en contact direct avec le
milieu extérieur. Les contractions musculaires gui surviennent ten-
dent & rapprocher les lévres de la plaie, ce qui a pour effet de 1la
recouvrir partiellement, L'axe nerveux et une partie de la musculatu-
re sont toujours en contact avec l1'eau de mer. Il n'y a pas d'hémorra-
gie. I1 y a une hémostase spontanée par vaso-constriction des vaisseaux,
ce qui aboutit au ralentissement, voire a l’arrét de la circulation
(vaisseaux vides). Chez Sepia, comme chez Octopus, (LANGE 1920), 1la
cicatrisation débute par la migration de cellules sanguines au niveau
de la blessure. Elle est déclenchée, d'une part, par la coupure, d'au-
tre part, par le choc osmotique que représente la remise de 1'animal

dans 1'eau de mer. L'irritation provoque 1l'agglutination des amoebo-

cytes qui finissent par recouvrir totalement la plaie de plusieurs
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couches. Cet édifice cicatriciel est renforcé par du matériel fibreux
de nature collagene seulement au niveau du derme, La reprise de 1la
circulation (vaisseaux pleins) colncide avec la couverture, par les
amoebocytes, du cordon nerveux axial et des muscles qui étaient pro-
tubérants.

Chez Sepia officinalis, ce matériel fibreux semble de deux sortes, Il
faut distinguer celui qui se trouve parmi les amoebocytes du tissu cica-
triciel, sur toute la surface de la plaie, et celui qui est 1limité & la
région du derme et dont la nature collagéne est révélée par des colora-
tions histochimiques et par son ultrastructure.

Les dosages de collageéne (chapitre 3-III) ont montré une nette augmen-
tation de cette protéine au début de la cicatrisation, dans les bras
opérés. Ce pic est confirmé par celui de la radioactivité de cette méme
fraction (TCA chaud soluble). Il correspond & 1'incorporation de

14C proline dans le collagéne.

Une synthése existe aussi au niveau des bras symétriques, non amputés,
pris comme référence. Mais la relation n'est pas la m@me, Le "puits”
observé dans la courbe de dosage du collagéne, indiquerait la partici-
pation de l'organisme entier au processus de défense qu'est la cica-
trisation. Il fournirait des précurseurs (acides aminés) a partir de
sa propre substance. Le pic, dans la courbe de radioactivité correspon-
dant aux bras non opérés, indiquerait une synthése de collagéne visant
a cbmbler les pertes et & retrouver un équilibre rompu, ce qui est fait
dés le 3eme jour aprés l'amputation, Les courbes des 2 lots évoluent

ensuite de la méme maniére (Fig. 102).

L'agglutination est une fonction cellulaire qui est normale pour les
amoebocytes des Céphalopodes. Il est possible de rapprocher leur rdle
dans la cicatrisation et celui qu'ils ont dans des réactions inflam-
matoires (naturelles ou expérimentales) décrites par JULLIEN et al.
(1951-2, 1852, 1853, 1956) chez Sepia officinalis et Octopus vulgaris.
Ces auteurs ont provoqué de telles réactions par injection de subs-
tances irritantes dans le manteau ou le foie de ces Céphalopodes,

Le plus souvent, il y a formation d’'un escarre et rejet. La vitesse
du processus est plus grande chez Octopus que chez Sepia, Un seul
type de cellules intervient, ce sont les amoebocytes. Ils entourent
le matériel atteint en formant une ou plusieurs couches. La partie

lésée, ainsi enkystée, est rejetée aprés histolyse et rupture des



122

fibres conjonctives et musculaires. Les cellules sanguines s'ordonnent
et évoluent en tissu cicatriciel. Les granulations éosinophiles, qui
n'existent que chez Sepia, fusionnent et s'atténuent pour finir par

disparaitre. L'encoche nucléaire disparait aussi, Les amoebocytes

évolueraient ensuite en fibroblastes.

Des expériences semblables ont été faites sur les Lamellibranches.
Chez Pecten maximus, DREW et al.,, (1910) ont observé de fagon similai-
re, la formation d'un tissu fibreux aprés 1'implantation de tissu bran-
chial dans le muscle adducteur. Celui-ci a été envahi par des amoebo-
cytes, ovoides ou sphériques, & granules éosinophiles qui ont entouré
la partie dégénérante (perte de striation et de colorabilité)., Ces
auteurs ont remarqué qu'il n'y avait pas d'agglutination autour d'un
implantat d’'agar (agent non irritant),.

Un phénomene d'adaptation est & rapprocher de ce fait. TRIPP (1970) a

fait observer que les parasites "naturels”, en bonne santé, ne provo-

quent aucune réaction de rejet, alors que le processus d'encapsulement

survient dés qu'ils faiblissent ou s'il s'agit d'un parasite "non natu-
rel”, implanté expérimentalement par exemple, RIFKIN et al,, (1969) ont
étudié ces phénoménes sur Crassostrea virginica parasitée par Tyloce-
phalum sp.. Un matériel fibreux est fabriqué par les cellules qui ont
entouré le Métacestode. Des glycoprotéines, des mucoprotéines, des
mucopolysaccharides neutres,qui pourraient &tre des agents antitumo-
raux et antiviraux (TRIPP 1970), sont détectés dans la capsuls.
L'infiltration fibreuse qui suit 1'action des amoebocytes a été décri-
te par PAULEY et al., (1967) aprés injection de talc dans le muscle

adducteur de Crassostrea gigas.

Chez les Gastéropodes, ABOLIN5-KROGIS (1976) a observé la sécrétion,

par les amoebocytes, de matériel fibrillaire "peut-&tre de nature col-
lagéne”, au cours de la formation de la membrane de régénération de 1la
coquille d'Helix pomatia. Cette possibilité de synthése par ces cellu-
les a déja &té montré par SMINIA et al., (1973) sur Lymmaea stagnalis,

Il s'agissait de collagéne immature sans structure périodique,

Nous voyons que la cicatrisation chez les Céphalopodes fait appel aux
moyens classiques de défense des Mollusques, avec migration cellulai-

re et production de matériel fibreux. Remarquons que la formation du



123

caillot des étres dont le sang coagule, repose sur le méme principe,
il se compose de cellules sanguines et d'un réseau de fibrine. Puis
la plaie est envahie par des dibroblastes et du collagene est synthé-

tisé (ROSS et al., 1961).

La dégénérescence et la dédifférenciation

Ces phénoménes commencent immédiatement aprés 1l'opération.

Les processus de dégénérescence concernent les cellules des tissus en
contact avec 1l'eau de mer ou celles atteintes par la coupure. Au cours
de la dégénérescence, nous n'avons pas repéré de figure typique de

phagocytose.

LANGE (1920), en étudiant la régénération des bras d'Octopus vulgaris,
précise qu’elle n'a pas observé de phagocyte.

Aprés des injections de grains de colorant dans les téguments d'Octopo-
des, BAGINSKI (1965), conclut que les amoebocytes de ces Céphalopodes

sont dépourvus du pouvoir de phagocytose.

Cependant, MARTIN et al. (1975), en étudiant la dégénérescence des mus-
cles et des cellules glandulaires de la glande salivaire postérieure
d'Octopus aprés administration de B-hydroxydopamine, ont montré que
les amoebocytes, aprés avoir envahi les parties nécrosées de la glan-
de, contenaient de grandes vacuoles renfermant des myofilaments encore

identifiables et des masses osmiophiles.,

A la lumiére de ces derniers résultats, nous pouvons interpréter cer-
taines inclusions des amoebocytes trouvés dans la cicatrice des bras
amputés de Sepia comme étant des figures de phagocytose. (Fig. 70).
La résorption des déchets des cellules dégénérées se ferait par auto-
lyse (les inclusions éosinophiles qui disparaissent, contiendraient

des enzymes protéolytiques) et par phagocytose.

Chez les autres Mollusques, DREW et al, (1910), travaillant sur Pec-
ten maximus ont décrit la résorption de matériel cellulaire par pha-
gocytose et par autolyse. ABOLINS-KROGIS (1976), sur Helix pomatia

a rapporté la phagocytose de déchets par des amoebocytes & granula-

tions éosinophiles qui ressemblent & ceux de Sepia.
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Les processus de dédifférenciation affectent les cellules des tissus
proches de la plaie et celles qui migrent vers 1'extrémité du bras

blessé,

La dédifférenciation peut &tre définie, de maniere trés générale,

comme le processus selon lequel une cellule spécialisée perd ses carac-
téres morphologiques et physiologiques pour revenir & un état d'aspect
embryonnaire et qui peut se redifférencier en son type initial ou en
un autre type. Cette nouvelle différenciation est la manifestation

d'un état déterminé.

Chez Sepia offiecinalis, la dédifférenciation est rapide. Elle touche
toutes les catégories cellulaires, mais si 1’on suit la définition preé-
cédente, il faut dire que cette dédifférenciation n’est pas totale, en
particulier en ce qui concerne les cellules épidermiques. Elles conser-
vent toujours les caractéres, décrits dans le premier chapitre, qui
permettent de les identifier.

Les cellules musculaires perdent leurs striations (lyse des myofila-
ments). Dans les fibrocytes, nous avons trouvé d'énormes figures de
types myéliniques, qui sont le dernier stade de la dégénérescence
d'organites cellulaires, Elles peuvent persister plusieurs semaines,
Les neurones et les cellules gliales, proches de 1la plaie se dédiffée-
rencient aussi.

Dans la plupart des cas, on observe la fragmentation, suivie de la dis-
parition du reticulum endoplasmique, la vésiculation de 1l'appareill de
Golgi. D'autres organites sont éliminés par digestion intracellulaire.
(Action des lysosomes), (THOUVENY, 1967 - BOILLY, 1868 a - COULON

et al., 1974),

Si nous nous rapportons a notre expérience d'incorporation de proline
margquée, nous observons que la fraction TCA chaud insoluble (protéines
autre que collagéne) présente un pic trés important qui se situe sur
les 2 premiers jours aprés 1'amputation (Fig. 104) pour les 2 catégo-
ries de bras normaux et amputés. En ce gqui concerne la seconde, les
valeurs trouvées sont supérieures, pour cette période, & celles comp-
tées pour les bras normaux, Cette différence pesut correspondre a 1la

synthése d'enzymes protéolytiques dans les bras opérés,

La dédifférenciation est obligatoire pour que la régénération ait lieu.
Elle est la source unique de cellules de régénération, si on ne fait

pas intervenir des cellules spécialisées (archéocytes, néoblastes),
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dont 1’action est d’ailleurs mise en doute par certains auteurs. La
dédifférenciation a été observée dans les groupes zoologiques les

plus variés comme les Eponges (Polymastia mamillaris - BOURY-ESNAULT,
1976), les Actinies (detinia equina - VAN PRAET et al,, 1975 ou Metre-
dium senile - LENICQUE et al., 1977), les Annelides (Syllis amica -
BOILY, 1968 a), les Gastéropodes (Arion rufus — CHETAIL, 1963 ou Helix
pomatia - ABOLINE-KROGIS, 1976) ou les Batraciens (Notophthalmus viri-

dens - ITEN et al., 1976),

Deuxiéme phase

La formation du blastéme et la croissance ont lieu & partir de la 2éme

semaine chez les Seiches élevées a température moyenne.

A - La formation du blasteme et son activation

Le blastéme est composé des cellules qui ont subi la dédifférenciation
(en majorité des amoebocytes). Elles sont toutes d'allure embryonnaire,
elles sont sphériques et possédent un gros noyau. Ces cellules ont
migré et forment un massif cellulaire sous 1’'épiderme qui recouvre

maintenant complétement la plaie.

L'épiderme et le blastéme deviennent trés basophiles. Le rapport nucléo-
plasmatique augmente, Ces processus métaboliques sont désignés sous le
terme d'”activation”. Une synthése d'acides nucléiques explique la baso-
philie intense du noyau et du cytoplasme.

FONTES (1873) sur Owenia fusiformis, a montré qu'il existait une syn-
thése précoce d'ARN correspondant 3 la lyse des tissus lééés et a la
dédifférenciation et une synthése plus tardive correspondant & la fabri-
cation de matériel protéique nécessaire & la différenciation et a 1la
croissance, L'état activé du blastéme est en rapport avec cette deuxie-

me synthése.

B - La croissance

———

L'activation est 1'étape nécessaire qui précéde la prolifération,
L'épiderme du bras de SepZa semble devenir pluristratifié, a la suite
des nombreuses divisions qui y ont lieu & partir de la 3éme semaine,
Les cellules du blastéme se divisent aussi et il évolue en c8ne, La
croissance du blastéme est contemporaine de son irrigation, d’'une part,

et de la poussée du cordon nerveux axial, d'autre part. Des lacunes
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sanguines sont d'abord visibles dans le blastéme, puis les veines sont
bien individualisées. L'artére brachiale progresse en méme temps que
le systéme nerveux. Il existe un rapport, au moins temporel, entre les
deux systémes,

C'est a la fin de la 28me semaine et au début de la 3éme, qu'un nou-
veau pic de synthdse protéique apparait (Fig., 104). Il correspond au
début de la croissance du blastdme. Ce phénoméne semble concerner tout
1'organisme,

Les fibres du tractus cérébro-brachial pénétrent les premiéres dans le

blastéme, La régénération nerveuse des Céphalopodes a été étudiée par

SERINI et al. (1932), ces auteurs donnent une vitesse de croissance de
7 p/heure environ, en &té, pour Octopus vulgaris. L'ordre de grandeur

est comparable & ce que 1'on observe chez les Vertébreés.

Troisiéme phase

Elle consiste en la différenciation et la morphogénése. Les cellules du
blastéme qui se sont divisées, expriment leur(s) potentialité(s). Les

tissus et les organes reprennent leur place.

A - La différenciation cellulaire

Elle commence a la fin de la 3&me semaine. Les cellules se spéciali-
sent en fonction de leurs potentialités histogénétiques et en fonction
de leur place dans le blastéme, et, les unes par rapport aux autres.
Par sa pénétration dans le blastéme, 1'axe nerveux a repoussé les cel-

lules a la périphérie. Il est intéressant de voir que la différencia-

tion se produit par champs concentriques. Le derme sera formé par les

cellules les plus éloignées du centre, c'est-a-dire du tissu nerveux.

La musculature longitudinale intrinséque et extrinséque se différen-

ciera entre les systémes tégumentaire et nerveux. La musculature |
transversale se développe secondairement entre les muscles longitudi-

naux et les nerfs.

Les cellules de la couche ganglionnaire sont formées par des neuroblas-
tes qui se divisent & mesure de la progression. Les fibres nerveuses
des tractus cérébro-brachiaux, avancent dans des gaines de cellules
gliales qui se divisent aussi. Le neuropile est formé par les fibres

émises par les neurones en croissance.
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Les huscles résultent des myoblastes qui s'alignent en rubans paral-
léles & 1'axe nerveux. Les myofilaments apparaissent ensuite. Les cel-
lules musculaires sont dans le prolongement des anciens champs muscu-
laires.,

Ces deux types sont issus de cellules dédifférenciées qui ont retrouvé
leurs potentialités initiales, Mais cela n'explique pas ce que devien-
nent lss amoebocytes qui composaient 1'essentiel du blastéme. Nous
avons déja parlé de leur transformation morphologique. Le tissu con-
Jonctif ne contenant qu'un type cellulaire et les amoebocytes occupant
la place de ce tissu, nous pensons que ce sont ces derniers qui évo-
luent en fibrocytes, d'une part, et en chromatophores et iridophores,
d'autre part. Signalons que ces deux €léments ne migrent pas de 1l'ar-
riére vers 1l'avant du bras. Ils sont différenciés sur place, dés la

3&éme semaine pour les chromatophores (Fig. 83).

JULLIEN et al (1956), en se basant sur des critéres morphologiques,
ont émis 1'hypoth&se de ce passage de 1'amoebocyte au fibrocyte chez
Octopus et Sepia. RIFKIN et al. (1969), notent la similitude ultra-
structurale entre fibroblastes et leucocytes de Crassostrea virginica
(ergastoplasme granulaire, fibrilles intracytoplasmiques). Les diffé-
rences de structures s'expliqueraient par les différences de fonctions.
Ils ont émis deux hypothéses : les deux types dériveraient d'un pré-
curseur commun ou bien 1'amoebocyte évoluerait en fibrocyte. Cette
derniére hypoth&se est soutenue par le fait que TRIPP et al. (1966),
ont cultivé Zmn vitro des leucocytes d'huitres matures et que ceux-ci
ont évolué en fibrocytes, et par le fait que RIFKIN et al. (1968), ont
montré que la capsule de fibrocytes n'apparait qu'aprés 1l'infiltration

de leucocytes.

Les amoebocytes de Sepia, pendant la croissance du blastéme, et avant
de se redifférencier se sont divisés. Or, ils ne se divisent pas sous
forme circulante. Ils sont en phase Go du cycle cellulaire (stade de
repos). Ils passent en phase G+ avant de se différencier. Ils expri-
ment une nouvelle potentialité en évoluant en fibrocytes et en étant

capables, ensuite, de synthétiser du collagéne.
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B - Histogénése st morphogénése

Avant de parler de quelgques aspects de 1'histogénése et de la morpho-
génadse au cours de la régénération des bras de Sepia offieinalis, il
est intéressant de résumer ce qui est connu de son développement
embryonnaire,

Les travaux sont peu nombreux. Nous ne parlerons que de ceux qui ont
traité de la formation des bras.

D'aprés les tables de développement établies par LEMAIRE (1970}, 1'épais-
sissement ventral & 1'origine des bras apparait pendant la gastrulation.
Leurs ébauches s'individualisent, puis se dédoublent, Celles des tenta-
cules, plus longs, se développent le plus rapidement. Enfin, les ébau-
ches des ventouses des bras apparaissent. C'est ensuite le tour des
chromatophores., FIORINI (1963), indique que les iridophores sont de
formation plus tardive.

GUERIN (1908), a suivi 1'histogénése normale d'un bras de Sepia offi-
einalis. L'axe nerveux apparait précocement, trés tdt on y distingue
une zone corticale (corps cellulaires) et une zone médullaire (fibres).
Un mésoderme indifférencié comble les espaces entre le tissu nerveux

et 1l'ectoderme. Celui-ci s'invagine du cdté interne du bras. Les cel-
lules du mésoderme prolifeérent. Des amas cellulaires forment les ébau-
ches des ventouses, Les bords de 1l'invagination ectodermique se déve-
loppent., Ils sont & 1l'origine des expansions lamellaires marginales

des bras., Les bourgeons acétabulaires grossissent et se remplissent de
tissu serré a cellules & gros noyaux allongés. Il y a une scission des
cellules mésodermiques en deux zones concentriques de tissu lache qui
seront la zone dermique et la zone musculaire. La séparation est mar-
quée par le resserrement des é&léments conjonctifs (fibrocytes) qui pro-
duiront le collagéne de la gaine conjonctive périphérique de la muscu-
lature brachiale intrinséque. Dans 1le mésoderme, les futurs chromato-
phores commencent & se différencier. Il n'y a pas de distinction pos-
sible entre les cellules mésodermiqueé qui vont donner le tissu conjonc-
tif et celles qui donneront le tissu musculaire.

Dans la zone dermique, les fibroblastes s'arrangent & peu prés paral-
lélement a 1'épiderme.

Dans la zone musculaire, des myoblastes conservent une orientation

quelconque, alors que d'autres rayonnent du centre & la périphérie.

Ces éléments musculaires apparaissent & peu prés en méme temps de
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chaque cdté de 1la gaine conjonctive, 1les fibres mu§cu1aires longitudi-
nales & l'intérieur et dans le voisinage, les fibres de la musculature
extrinséque, d'abord contre la gaine puis vers la périphérie. Les deux
groupes de fibres musculaires longitudinales apparaissent en méme
temps.

A ce stade, les musculatures acétabulo-brachiale et acétabulaire
n'existent pas encore,

La musculature longitudinale g'accroit en épaisseur. Ce n'est que lors-
qu'elle occupe chez 1'esmbryon 1'emplacement quiells doit occuper chez
l'adulte, que les musculatures transversale et oblique se développent,
La musculature transversale s'intercale entre les paquets de fibres
longitudinales qu'’elle sépare réguliérement,

A tous les stades, 1'ectoderme contient des cellules muqueuses.

Ces faits correspondent & ce qui se passe dans la morphogénése expéri-
mentale. Nous avons retrouvé la méme chronologie. De tels paralleles,
entre embryogénése et morphogénése expérimentale, ont été soulignés
dans d'autres groupes. (Polymastia mamillaris - BOURY-ESNAULT, 1976
Arion rufus - CHETAIL, 1963; pattes d'Urodéles - FABER, 1871),

La morphogénése des ventouses de Sepza a lieu en relation temporelle
avec l'irrigation du blastéeme. Elles apparaissent d'abord sur le moi-
gnon, puis elles s'individualisent en direction centrifuge. Elles

sont innervées seulement lorsque les chambres aspirante et adhésive,
d’'une part et le pédoncule, d'autre part, sont formés.

MAY (1933) a observé ces faits sur Octopus vulgaris. lLes ventouses ter-
minales, encore d'aspect blastémateux, ne sont pas encore innervées,
alors que celles de la base le sont déja, aussi bien dans 1'infundibu-
lum que dans 1'acétabulum. Les ventouses, une fois formées, agissent

donc comme "centre d'attraction” pour les fibres quil doivent les inner-

ver.

Remarquons que 1'innervation des chromatophores est également posté-
rieure & leur formation et qu'il en est ainsi pour les iridophores

qui sont eux-mémes plus tardifs.
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FACTEURS INTERVENANT DANS LES PROCESSUS DE REGENERATION

-

Ils sont difficiles & mettre en évidence du fait de la synergie trés
probable existant entre eux. Chaque variation, dans certaines limites,
de 1'un entraine la variation des autres pour maintenir un équilibre
compatible avec la vie de 1'espéce envisagée. Sepia officinalis, ani-
mal poikilotherme, est trés dépendant des conditions du milieu exté-
rieur.

Parmi les facteurs externes, la lumiére et la salinité ne semblent pas
influer sur la régénération. Par contre, sa vitesse est liée a la
température., Sepia officinalis peut vivre de 7 & 30°C (RICHARD, 1971].
La cicatrisation, phénoméne vital comme nous 1l'avons vu, se fait en 5
Jjours environ pour des températures moyennes (14 & 19°C). Elle est
considérablement retardée (2 semaines) si la température est de 10°C
seulement (Fig. 58, stade 1), Dans des limites convenables, 1'animal
peut s'adapter en fonction de la température ; les contractions mus-
culaires, les migrations cellulaires ont lieu. Aux basses températures,
le métabolisme et les réponses physiologiques diminuent. Certains ani-
maux (adultes surtout) ont seulement cicatrisé en hiver (Fig. 51),
Ceux qui ont survécu ont commencé & régénérer quand la température de
1'eau est remontée. Les effets d'écarts de température sont beaucoup
plus perceptibles en ce qui concerne la régénération proprement dite,
Le processus est déclenché avec d'autant plus de retard que la tempé-
rature est basse. La phase de "prérégénération”, dédifférenciation et
activation, est la plus sensible & la température. Celle-ci exerce
ensuite son action sur la croissance. Le régénérat met plus ou moins
de temps pour atteindre un stade donné en fonction de ce parametre.
Les observations de RICHARD (1966 et 1871) corroborent les ndtres. Il
a mis en évidence chez Sepia, une variation du tythme de croissance

en fonction de la température. Il existe un ralentissement hivernal
suivi d'une accélération estivale.

I1 en serait de méme chez les Gastéropodes., CHEVALIER et al, (1974),
ont montré cette action de la température sur le Nudibranche Aeoli-

diella alderi.

Chez les Lamellibranches, FENG (1965) a montré que des huitres (Crassos-

trea virginica) maintenues & 5-10°C ont un rythme cardiaque trés lent

et qu'il existe une diminution du nombre d’amoebocytes circulants.
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Nous pouvons rapprocher ces faits du retard de la cicatrisation dans

nos expériences a 10°C, od d'autre part, la synthése de collagéne n'a

pas lieu (Fig., 103).

ry Z (] ] -
Le deuxiéme facteur que nous avons envisagé est l'apport alimentaire.

Nous avons montré que le jeldne retardait la cicatrisation et la régé-

nération. Dans nos expériences, la sous-alimentation a commencé au

jour zéro. Ses effets sont sans doute assez lmmédiats, car nous avons

enregistré des 6certs entre les deux lots dés la cicatrisation, 6carts

guil se sont confirmés pendant la régénération,

Des expériences de jeline ont déja gteé faites sur Sepia offieinalis par

RICHARD (1971) et BOLETZKY (1874)., Ils ont montré que 1l'apport nutri-

tif conditionnait la croissance de 1'animal et qu’elle n'était possible

que si la Seiche disposait d'une quantité de nourriture suffisante &

son métabolisme., La sous-nutrition ralentit la croissance et conduit

a8 un resserrement des lamelles du sepion.

En comparant les "os” des animaux en expérience avec ceux des Seiches

capturées en mer, BOLETZKY a conclu que les animaux qui survivent dans

le milieu naturel se tiennent & un niveau de nutrition treés élevé,

Ces deux facteurs, température et nutrition, agissant sur la croissan-

ce, se répercutent sur le phénoméne de régénération.

Un autre facteur externe, que nous avons signalé, et dont 1l'action est
différente, est le niveau de l'amputation., Plus la section est prati-
quée proche de la base du bras, plus la régénération est lente, mais
les événements morphologiques et histologiques sont les mémes, Nous
pensons que cela tient & 1'étendue des dommages causés par 1'amputa-
tion, en particulier, au nombre de fibres nerveuses atteintes et a 1la
plus grande surface de la plaie lorsque l'on remonte le long du bras

pour le couper.

La régénération dépend aussi de 1'dge de 1'individu. Un animal régénére
d'autant moins vite qu'il est plus &gé. La partie régénérée du bras est
aussi plus petite chez une Seiche agée que chez une jeune, RICHARD (1971)
a démontré que la croissance relative de SepiZa, décroilt avec 1'age quel-
que soit la température et que la rapidité de cette diminution est d'au-

tant plus accusée que la température est plus élevée.
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Cet auteur a déterminé 2 phases dans le rythme de croissance, une phase
initiale (0 & 100 jours - c'est le cas de nos "juvéniles” -) ol 1'ac-
croissement relatif est constant, puis une 2éme phase ol 1'on assiste

=

a une diminution progressive de 18 croissance.

APPROCHE DU PROBLEME DE REGULATION DE LA REGENERATION

Nous n'avons eu qu'un apergu minime des systémes de régulation. L'obser-
vation des progrés de la vascularisation et de l'innervation du régé-
nérat, nous a montré que ces deux phénoménes étaient en rapport au moins
temporel avec la mise en place du blastéme,d’une part, et, avec sa
croissance et sa différenciation, d'autre part.

Le systéme sanguin et le systéme nerveux sont les voies possibles de
1'arrivée de "messagers" inducteurs et/ou répresseurs contrdlant 1la

régénération.

Le systéme nerveux peut &tre impligué seul ou en relation avec le sys-
teéme sanguin (qui est clos chez Sepia offieinalis). Il est possible
que les neurosécrétions soient acheminées vers les cellules "cibles”
par les axones eux-mémes (LAUBIER-BONICHON ,1973) ou par des systémes
neurosécrétoires de vaisseaux sanguins, tel celui de la veine cave
décrit par ALEXANDROWICZ chez EZedqne en 1964 et chez Sepia et Octopus
en 1965. BERRY et al. (1970), ont avancé 1l'hypothése que les produits
sécrétés par les terminaisons nerveuses de ce systéme chez Eledone,

pourraient &tre libérées dans le flot sanguin a la suite d'un "stress"”.

Nous avons commencé une étude de la composition du sang de Sepia offi-
einalis, quantitative par dosages et qualitative par chromatographies
et électrophoréses. Le dépouillement des électrophorégrammes sur gel

a gradient de polyacrylamide, nous a permis d'entrevoir des différences
entre sérums d'animaux normaux et en cours de régénération (chapitre
3-IV). Ces variations de la composition en protéines sériques peuvent
gtre dues & la présence de molécules régulatrices et/ou & la présence
de déchsets issus de la dégénérescence des tissus qui seraient transpor-
tés, pour une part, dans une autre partie de 1l'organisme pour y &tre
métabolisés. (C'est le cas de protéines musculaires au moment de 1la

métamorphose de certains insectes - LOCKSHIN, 1975).
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En ce qui concerne 1'intervention du systéme sanguin chez les Céphalo-
podes au cours de la régénération, nous Nne pouvons pas comparer avec

les autres Mollusques dont la circulation est lacunaire. Les Amphibiens
donnent un meilleur "modéle”. Des travayx récents ont permis de montrer
le rdle possible du systéme sanguin dans la régénération de membres
d'Urodéles. SMITH et al., (1975) sur Triturus eristatus et Ambystoma
mexicanun et REVARDEL et al., (1975) sur Salamandra salamandra ont
montré que la dédifférenciation st la mise en place du blastéme seraient
en rapport avec la vascularisation. Cette importance du systéme sanguin
a déja éte soulignée dans les cas d'hypertrophie compensatrice d'orga-
nes comme le foie (SIMNETT et al., 1973). SMITH et al., (1975) ont mon-
tré également qu'en dénervant un membre d'amphibien avant 1la vasculari-
sation du blastéme, celui-ci n'était pas irrigué pendant les 2 semaines
suivantes alors que la méme opération faite pendant ou aprés la vascu-
larisation du blastéme ne parait pas avoir de grands effets.

Des expériences de dénervation sélective faites par REVARDEL et al,(1975),
sans toucher les vaisseaux sanguins, ont montré que 1'énervation ralentit
la mise en place du blastéme et que celui-ci ne peut pas grandir ) mais
il n'y a pas de dédifférenciation ni de régression du membre alors qu'un
arrét prolongé de 1l'irrigation empéche les cellules dédifférenciées de
former un blastéeme.

Ce n'est donc pas le systéme nerveux qui intervient dans le maintien des
structures et la formation du blastéme, mais le systéme sanguin., Le sys-
téme nerveux serait responsable de la croissance du blastéme (activation
des mitoses - DONALDSON et al., 1975 - sur Triturus viridens).

C'est également le cas chez les Annélides. Nous en citerons pour exemple
Nereis diversicolor dont BOILLY et al., (1970) ont étudié la régénération
caudale en 1'absence de chaine nerveuse. Ellé est possible, mais abdutit
a la mise en place d'un régénérat hypomorphe.

Chez les Annélides, le rdle hormonal du systéme nerveux est connu,
DURCHON et al, (18962) et ULIVE (1874) sur Nereis et FITZHARRIS (1976)
sur Sabella, 1'ont mis en évidence.

Ce dernier auteur a montré 1'action directe, neurotrophique, du nerf
chez Sabella. 11 a perturbé réversiblement 1'arrangement des microtu-
bules des neurones par action de la colchicine. Cette molécule n'arréte
pas les neurosécrétions, mais elles ne peuvent plus étre transportées

jusqu'au blasteme. La régénération est perturbée et elle est plus lente.
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D'autres auteurs ont étudié 1'influence des neuromédiateurs sur la régé-
nération de Cnidaires : Clava squamata (LENICQUE 1874), Metridium senile
(LENICQUE et al,, 1977), de Turbellariés : Dugesia tigrina (LENICQUE,
1973, 1974 a, 1974 b, - LENICQUE et al., 13976), d'Annélides : Eisenia
foetida (CHAPRON - 1972-1973) et d'Amphibiens : Triturus cristatus
(CHAPRON 1973), Notophthalmus viridens (SICARD et al., 1974).

Il en ressort que les amines biogénes ont un rdle promoteur important
sur la différenciation. La présence soit d'un noyau indol (sérotonine),
soit d'un noyau phénol (dopamine - noradrenaline) dans la molécule acti-
ve est requise selon les phyla.

Cette régulation fait aussi entrer en jeu les "messagers seconds”

- nucléotides cycliques cAMP et cGMP - (FRIEDMAN, 1976 - LENICQUE, 1876).

A cdté de ces régulations d'origine "éloignée”, d'autres facteurs induc-
teurs ont été mis en évidence au niveau méme de 1'amputation. Il s'agit
des contacts intertissulaires. Nous avons vu que chez SepzZa, 1l'épiderme
reste morphologiquement indépendant des autres tissus. Il ne dégénére
pas et recouvre la plaie en s'étalant, Puis, il est "activé” et se
divise. Mais pendant plusieurs jours, les cellules de 1'épiderme sont

en contact avec les tissus sous-jacents. La membrane basale n'est pas
reformée immédiatement. Il peut y avoir des échanges entre les feuil-
lets. CHAPRON (1974) a montré 1l'existence d'une glycoprotéine sécrétée
par 1'épithélium cicatriciel fermant 1la plaie d'une patte amputée de

Triturus cristatus,

La régulation est "proximo-distale”. Des gradients peuvent exister
dans les deux sens, Mais le développement du régénérat se fait en méme
temps sur toute une section transverse du bras., Il faut donc également

envisager la possibilité d'une régulation "radiaire”, (FRANCH et al.,
1978) .

Au cours de la morphogénése normale ou expérimentale, 1l'organisation
du bras de Sepia officinalis est concentrique pour les principaux sys-
témes et au moment ou les ventouses se forment, les ébauches apparais-

sent sur la face interne et sur elle seule.







En résumé : La régénération des bras de Sepia officinalis (Céphalo-
pode Décapode) est possible.

Elle se fait par épimorphose pour 1'épiderme et par morphallaxie
pour les autres tissus.

Morphologiquement, 6 stades ont été déterminés : la cicatrisation,
1'apparition du bourgeon (demi-sphére), la croissance (cbne), 1'appa-
rition des ventouses, celle des chromatophores (morphogénése), etla
mobilité (connections nerveuses). La régénération est totale.
Histologiquement et cytologiquement, 3 phases ont été mises en évi-
dence : la cicatrisation (apport de matériel cellulaire et synthese
de collagéne) et la dédifférenciation, la formation du blastéme et
sa croissance, la différenciation et la morphogénése.

Les 2 derniéres phases sont en rapport, au moins temporel, avec 1'ap-
parition des systemes sanguin et nerveux dans le régénérat. Ce fait
a été interprété en terme de régulation.

Une variation des protéines sériques a €té notée au cours de la
régénération.

La température et 1'apport alimentaire influencent la vitesse de
régénération. Ces facteurs ont été remis dans le contexte de la
croissance relative de Sepia.

La croissance du régénérat est d'abord rapide, puis s’infléchit.

On note une polarite centrifuge dans la différenciation et 1la mor-
phogénése.

Il a été possible de faire un paralléle entre morphogénése normale
et expérimentale.

Par certains aspects de la régénération de leurs bras, les Céphalo-

podes se rapprochent plus des Batraciens que des autres Mollusques,
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