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Mue et vitellogen6se chez Orchestia gammarella Pallas (Crustac6 Amphipode):  6tude de la 
synth~se de la fraction prot6ique femelle apr6s introduction d'ecdyst6rone 

Molting and Vitellogenesis in Orchestia gammarella Pallas (Crustacea Amphipoda):  Study 
of the Female-Specif ic  Protein Synthesis After Ecdysterone Administration 

Chez l 'Amph ipode  Orchestia gammarella, la vitello- 
gen6se s 'ef fectue e x a c t e m e n t  dans  les l imites  d ' u n  inter-  
inue (23-24 jours ~ 18-22~ et  la pon te  suit  imm6dia te-  
Inent  l ' exuvia t ion  1. 

La synth6se de la f ract ion prot6ique femelle (FPF) ,  
l 'un  des p r inc ipaux  cons t i tuan t s  du vitellus, est  6gale- 
m e n t  li6e au cycle de mue. E x t r h m e m e n t  faible, s inon 
nulle, en d6but  d ' i n t e r m u e  (stades A et  B), ce t te  synth6se  
s'616ve cons id6rablement  ~ pa r t i r  du s tade  C, reste  impor-  
t a n t e  jusqu 'au  s tade  D 2, puis  d iminue  peu de t e m p s  a v a n t  
l ' exuvia t ion  2. Ce synchron i sme  des ph6nom6nes  de mue 
et  de vitellogen6se sugg6re la possibilit6 d ' un  contr61e 
c o m m u n  ou d ' une  interact ion.  

Nous avons cherch6 ~ savoir  si l ' ecdyst6rone (hormone 
de mue  des Crustac6s), in t rodui te  aux diff6rents  s tades  
de l ' in te rmue ,  a un effet  sur la synth6se de la F P F .  

Matdriel et mdthodes. L'ecdys t6rone  (Mann Research  
Lab.,  N.Y.) est in t rodui te  sous la forme de cr i s taux chez 
56 femelles v e n a n t  de pondre  (stades A et  B) on en cours 
de vitellogen6se (stades C et  D) a, ~ une dose d ' env i ron  
200 ~zg/g d 'animal .  Apr6s un d61ai va r i an t  de 1/~ 10 jours,  
ces femelles re~oivent  une inject ion de 2,5 ~zl d 'une  solu- 
t ion  de leucine ~H, soft 2,5 ~zCi (L-leucine 3H-4-5, A.S. : 54 
Ci /mM,  Radiochemica l  Ctr., Amersham) .  6 h apr6s Fin- 
ject ion,  nous pr61evons sur chaque  animal  une quan t i t6  
d ' h 6 m o l y m p h e  6gale ou sup6rieure ~ 3 81 que nous sou- 
me t t ons  5. l '61ectrophor6se en gel de po lyacry lamide  2,4. La 
radioact ivi t6  est mesur6e dans  la zone de l '61ectrophor6- 
g r am m e  cor respondan t  ~ la F P F  (bandes <(a~> et <~b~>) 2. Les 
r6sul tats  sont  exprim6s en cpm/3 [zl d ' h6molymphe .  

Rdsultats. 1. Femelles  ayan t  re~u de l ' ecdyst6rone 
du ran t  les s tades A et B du cycle d ' in te rmuc .  1, 2 ou 4-5 
jours  apr6s l ' i n t roduc t ion  d 'ecdyst6rone,  ces femelles se 
t r ouven t  r e spec t ivemen t  en Do, D1, ~ ou D 2. Apr6s un laps 
de t e m p s  de 6, 7 ou 10 jours, elles sont  physiologique-  
men t  en pos tmue,  c'est-/~-dire qu'elles ont  d6pass6 le 
s tade  D 2 mais n ' o n t  pas  pu exuvier  5. Apr6s ces divers  
d61ais, la radioact ivi t6  de la F P F  est e x t r h m e m e n t  faible 
ou n6gligeable (Tableau I). 

L '6 tude  his tologique des ovaires de ces an imaux  exp6- 
r i m e n t a u x  mon t r e  qu '~  par t i r  de 4 jours, les ovocytes  
c o m m e n c e n t  ~ accumuler  du mat6riel A P S  + .  Apr6s 5 
6 jours, ils a t t e ignen t  un diam6tre  moyen  de 200 ~zm 5 et 
p r6sen ten t  alors, ~ la dissection, une tr6s 16g6re colorat ion 
viole t te  due ~ la pr6sence de F P F  dans  leur cy toplasmc.  
Ces diff6rentes observa t ions  semblen t  t6moigner  d ' u n  
d6but  de vitellogen6se. 10 jours plus ta rd ,  les plus gros 
ovocytes  des femelles en pos tmue  c o m m e n c e n t  & d6g6n6- 
rer, t and i s  que leur taille n 'exc6de pas 250 ~zm. Rappe lons  
que les ovocytes  des femelles normales  on t  un d iam6tre  
qui  var ie  ent re  150 ~xm au d6but  de la vi tel logen6se et  
800 tzm ~ la fin de celle-ci. 

2. Femelles  a y a n t  re~u de l ' ecdyst6rone du ran t  le 
s tade C du cycle d ' in te rmue .  A la diff4rence des femelles 
p r6c6demment  6tudi6es, celles qui ont  requ l ' ecdyst6rone  
en C syn th6 t i sen t  la F P F .  Des var ia t ions  de l ' in tensi t6  de 
ce t te  synth6se sont  observ6es t a n t  chez les a n i m a u x  
exp6r imen taux  (Tableau I) que chez les t6moins  (Ta- 
bleau II),  2. 

L 'ecdys t6rone  exog6ne ne p rovoque  d'acc616ration que 
sur les processus de la mue, le d6ve loppement  des ovo- 
cytes  se pour su ivan t  normalement .  Par  suite, la vitello- 

gen6se n ' e s t  pas  compl6 temen t  achev6e en fin d ' in te r -  
I n u e  6. 

Chez quelques  femelles (Tableau I*), l ' incorpora t ion  
de la leucine aH a 6t6 n6gligeable ou nulle. Ce r6sul tat  
s ' expl ique  v ra i s emblab l emen t  pa r  l 'entr6e de ces femelles 
en p6riode de repos sexuel2; en effet, bien qu'elles a ient  
pondu  au d6but  du cycle d ' i n t e rmue ,  leurs ovaires ne 
pr6sen ta ien t  pas  de nouvelle vitellogen6se. Ce cas a 6t6 
6galement  observ6 chez deux  t6moins  (Tableau II*) .  

3. Femelles  ayan t  re~u de l ' ecdyst6rone  d u ran t  le 
s tade  D du cycle d ' in te rmue .  L 'ecdys t6rone ,  in t rodui te  en 
D, a une act ion faible ou nulle sur les ph6nom6nes  de mue 
en cours a. Comme chez les t6moins,  l ' incorpora t ion  de la 
leucine 3H au niveau de la F P F  d iminue  g6n6ralement  en 
fin d ' i n t e rmue  (stade D2) (Tableaux I e t  II), 2. 

La vitel logen6se en cours s 'ach6ve en un t e m p s  normal  ; 
les oeufs sont  pondus  et se d6ve loppent  3. 

Discussion. L'ecdys t6rone ,  in t rodu i t e  chez des femelles 
en d6but  d ' i n t e rmue  (stade A ou B), d6clenche p r6matu-  
r6ment  et  acc61hre les processus de la mue, t and i s  qu'el le  
n ' a  pas d 'e f fe t  comparab le  sur la synth6se  de la F P F  qui 
demeure  ex t r4memen t  faible, s inon nulle. Apr6s un d61ai 
de 1 ou 2 jours, ces an i mau x  a t t e ignen t  en effet  le s tade  
D o ou Dl,a, mais  ils n ' e f f ec tuen t  pas, comme les t6moins  se 
t r o u v a n t  aux m6mes stades,  une forte  synth6se de F P F  
(Tableaux I e t  II), 2. Le cas des femelles qui on t  a t t e in t  le 
s tade  D 2 4 ~ 5 jours apr6s l ' i n t roduc t ion  de l ' ecdyst6rone  
sugg6re la possibili t6 d ' u n  r61e inh ib i teur  de cet te  hor- 
mone sur le d6marrage  d ' une  synth6se i m p o r t a n t e  de 
F P F  (ou 6ventue l lement  sur la l ib6rat ion de ce t te  der- 
ni6re). En  effet, cos an imaux  (Tableau I**) seraient  norma-  
lement  en C~ et  devra ient ,  pa r  cons6quent ,  ~tre d6jX le 
si6ge d 'une  i m p o r t a n t e  synth6se  de F P F  (Tableau II), 2. 
Lorsque le d61ai est  sup6rieur A 5 jours, les an imaux  sont  
en pos tmue  et  ne t a r d e n t  pas ~ mourir .  La faible radio- 
act ivi t6 de la F P F  observ6e chez ces individus  (Tableau 
i) est donc diff ic i lement  in terpr6table .  

L ' absence  de synth6se i m p o r t a n t e  de F P F  chez tous 
ces sujets  exp6r imen taux  est  p r o b a b l e m e n t  li6e ~ l 'arr6t  
consta t6  darts l '6volut ion des ovocytes  (ces derniers,  t ou t  
en p r6sen tan t  quelques indices d ' un  d6but  de vitello- 
gen6se, ne d6passent  pas  250 am). 

Lorsque l ' ecdyst6rone  est  in t rodui te  en C, tes processus 
de mue sont  acc616r6s mais  la synth6se  de la F P F  et  la 
vitellogen6se, d6j~ engag6es lors de l ' admin i s t r a t i on  de 
l 'hormone,  se poursu iven t  no rmalemen t .  Dans  ce cas, 
les r6sul tats  ob tenus  p r o u v e n t  qu 'une  a u g m e n t a t i o n  
exp6r imenta le  du t aux  d ' ecdys t6 rone  ne p rovoque  pas  
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Tableau I. Incorporation de la leucine *H dans la fraction protdique 
femelle de l'h~molymphe, ehez des femelles d'O. gammarella ayant 
re~u de l'eedyst6rone 

Stade d'inter- D6tai entre Stade d'inter- Radioactivit6 
mue lors de l'introduction mue lors de de la FPF 
l'introduction d'ecdyst6rone l'injection de (zone des 
de l'eedyst6rone et l'injeetion leucine ~H bandes ~ a~> et 

de leucine ~H ~b~> de t'~lee- 
(jours) trophor6gram- 

me} (cpm[3 ~1) 

A 1 DO 192 
1 DO 221 
1 d6but DO 191 
1 ddbut DO 114 
2 DO 44 
2 DO 187 
2 DO 131 
2 Dl'a 289 
2 Dl'a 313 
4 D2 69** 
5 D2 45** 
6 postmue 147 
7 postmue 205 
7 postmue 44 

10 postmue 86 

B 4 D0 369 
4 Dl'c 560 
4 DI'c 1 439 
5 d6but D2 60 
5 D2 756 
7 postmue 61 
7 postmue 176 

Ca 2 DO 67* 
2 DO 669 
2 Dl'a 168" 
2 Dl'a 4 097 
2 Dl'c 7 309 
3 Dl'a 1 364 

Cb 1 d6but DO 8 925 
2 Dl'b 6 987 
2 Dye 11 744 
5 Dl'c 1 257 
5 d6but D2 282* 
5 d~but D2 2 412 
5 D2 5 012 

Cc 1 Dl'a 6 290 
2 Dl'b 9 614 
2 DI'c 65* 
5 D2 2 493 
5 D2 2 030 
5 fin D2 3 053' 

DO 1 Dl'a 9 527 
1 Dl'a 8 996 
1 DI'b 20 570 
5 D2 1 111 

Dl'a 2 fin Dye 8 513 
2 fin Dl'c 9 083 

Dl'b 5 D2 6 076 
5 D2 2 545 

DI'c 5 D2 2 550 
5 D2 1 296 

D2 2 D2 3 583 
2 D2 322 
2 fin D2 1 779 
4 fin D2 2 333 
4 fin D2 555 

d ' i n h i b i t i o n  ni  d ' a c t i v a t i o n  de la s y n t h 6 s e  de la F P F  et  de 
la v i te l logen6se  ( T a b l e a u x  I e t  I I ) ,  3. 

Enf in ,  l ' e c d y s t 6 r o n e  i n t r o d u i t e  en D n ' a  p a s  d ' e f fe t  s u r  
la mue ,  su r  la s y n t h ~ s e  de la F P F  et  s u r  la v i t e l logengse ;  
p a r  sui te ,  le s y n c h r o n i s m e  e n t r e  les p h 6 n o m ~ n e s  de m u e  et  
de v i te l logen6se  es t  conserv6 .  

L ' e n s e m b l e  de ces o b s e r v a t i o n s  diff~re de celles effec- 
tu6es  p a r  FALLON et  al. ~ chez  le m o u s t i q u e  Aedes aegypti  
oh l ' i n j ec t ion  de f l -ecdysone (ecdys t6rone)  i n d u i t  la 
s y n t h ~ s e  de la <~vitellogenin,>, c ' es t -~-d i re  d 'u l ie  p r o t6 in e  
du  v i t e I lus  h o m o l o g u e  de la  F P F  des Crus tac6s .  E n  ou t r e ,  
ces a u t e u r s  cons id~ren t  q u e  la  f l -ecdysone p o u r r a i t  b t re  
i d e n t i q u e  ~ la <~vitellogenin s t i m u l a t i n g  hormone~> (VSH)  
d o n t  ils a v a i e n t  p r 6 c 6 d e m m e n t  6 tabl i  l ' ex i s t ence  8. B ien  
q u ' u n e  h o r m o n e  o v a r i e n n e  c o m p a r a b l e  /~ la V S H  ex i s te  
t r~s  v r a i s e m b l a b l e m e n t  aus s i  chez les Crus tac6s ,  a ins i  que  
n o u s  en  a v o n s  6mis  l ' h y p o t h ~ s e  d~s 19719, n o u s  p e n s o n s  
p o u v o i r  a f f i r me r  qu 'e l le  ne  p e u t  p a s  6tre  assimil6e A ' la  
f l -ecdysone,  laquel le  n ' a ,  chez  Orcheslia gammarel la,  a u c u n e  
a c t i o n  s t i m u l a n t e  su r  la s y n t h ~ s e  de la F P F .  D ' a u t r e  p a r t ,  
nos  exp6r iences  n ' o n t  p a s  a p p o r t 6  d '616ment  d6 te rmi -  
n a n t  p e r m e t t a n t  d ' e x p l i q u e r  le s y n c h r o n i s m e  obse rv6  
chez  ce t te  espgce en t r e  la m u e  et  la v i te l logen~se pu is -  
q u ' u n  a p p o r t  d ' e c d y s t 6 r o n e  a p r o v o q u 6 ,  d a n s  ce r t a in s  cas,  
la d 6 s y n c h r o n i s a t i o n  de ces d e u x  p rocessus .  I1 se ra i t  
i n t 6 r e s s a n t  de p o u r s u i v r e  les e x p 6 r i m e n t a t i o n s  p o u r  
s a v o i r  si u n  t a u x  b a s  d ' e c d y s t 6 r o n e  au  d 6 b u t  du  cycle 
d ' i n t e r m u e  c o n s t i t u e r a i t  le s igna l  n6cessa i re  au  d 6 m a r r a g e  
de la vi te l logen~se,  a ins i  q u e  T o u i R  et  CHARNIAUX- 

Tableau II. Incorporation de la leucine eH dans la fraction prot~i- 
que femelle de l'hdmolymphe, chez des femelles t~moins d'O. gam- 
marella 

Stade d'intermue lors de 
l'injection de leucine 3H 

Radioactivit6 de la FPF 
(zone des bandes ~ a ~ et <* b ~ de l'~lec- 
trophor6gramme) (cpm/3 ~xl) 

C~ 2 037 
fin Ca 3 242 
fin Ca 4 730 
Cb 4 590 
Cb 260* 
fin Cu 6 697 
fin Cu 7 574 
fin Cu 1 773 
Co 10 155 
C~ 3 449 

D O 570* 
D o 10 549 
D O 5 218 
fin D O 11 281 
fin D O 28 646 
Dl'a 35 537 
Dl'b 12 721 
D e 7 531 
D 2 2 434 
D e 10 955 
fin D~ 2 200 
fin D e 2 728 

A. 3{. FALLON, H. H. HAGEDORN, G. R. WYATT and H. LAUFER, 
J. Insect. Physiol. 20, 1815 (1974). 

8 H. H. HAGEDORN and A. M. FALLON, Nature, Lond. 244, 103 
(1973). 

9 j._j. MEusY, H. ~ JUN~RA et Y. CROISlLLE, C. r. Acad. Sci., Paris 
27,3, 592 (1971). 
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COTTON en on t  6mis l 'hypoth~se  ~~ et  l ierait  ainsi  le 
d6roulement  de la vitellogen~se A celui de la mue  chez O. 
gammarella. 

10 A. TOUIR et H. CHARNIAUX-COTTON, C. r. Acad. Sci., Paris 278, 
119 (1974). 

11 NOUS remerc ions  le Prof .  I t .  CHARNIAUX-COTTON et le Dr.  Y. 
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boration technique. Ce travail a ~16 rfalis6 dans le cadre de I'ERA 
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74.7.0021), 

Summary .  Ecdys te rone ,  admin i s t e red  to  Orchestia 
gammarella females  (200 ~g/g), has  no  posi t ive  effect  on 
the  female-specif ic  p ro te in  syn thes i s  and  vitellogenesis.  

M.-F. BLANCHET, H. JUNs 
et J . - J .  MEUSY 11 

Universitd Pierre et Mar ie  Curie, 
Laboratoire de Sexuali td et Reproduct ion des Invertdbrds, 
Tour  32, 4 Place Juss ieu ,  F - 7 5 2 3 0  Paris-Cedex 05 
(France), 5 /dvr ier  1975. 

The Effect of Heat on Rat Pineal  H y d r o x y i n d o l e - O - M e t h y l  Trans ferase  Activity 

Exposure  to cont inuous  l ight  was found  to  affect  basal  
and  specific metabol ic  p a t h w a y s  in the  ra t  pineal  gland, 
causing inhib i t ion  of mos t  processes and  enhanc ing  
o thersL  E n v i r o n m e n t a l  s t imul i  o ther  t h a n  light,  e.g. 
t e m p e r a t u r e  2,3 and noise 4, have  also been  found  to  
affect  p ineal  metabol i sm.  Exposu re  of ra t s  to low tem-  
pe ra tu re  p roduced  pineal  h y p e r t r o p h y  and increased 
metabol ic  ac t iv i ty  2, while hea t  decreased pineal  con ten t s  
of p ro te in  and R N A  3. The possibi l i ty  was considered t h a t  
the  pineal  gland could, in addi t ion  to the  s t imul i  of light, 
also be t r ansduc ing  s t imuli  of t e m p e r a t u r e  a, 5. In  order  to 
give fu r the r  subs tance  to  th is  pos tu la t ion ,  it  was decided 
to inves t iga te  w he the r  exposure  to cont inuous ly  e levated  
env i ronmen ta l  t e m p e r a t u r e  affects specific pineal  meta-  
bolic processes.  The effect  of hea t  on the  t e rmina l  react ion 
in the  syn thes i s  of mela tonin ,  the  m e t h o x y l a t i o n  of 
N-ace ty l - se ro tonin  by  hydroxy indo le -O-methy l  t rans-  
ferase (HIOMT) is r epor ted  here. 

Mater ials  and methods. Male ra ts  weighing 160-180 g 
were d iv ided  into 3 groups of 8 animals  each (4 to a 
cage). 2 groups were exposed to cons tan t  hea t  of 33 .L 
1~ for 1 and 3 days  respect ively,  and the  3rd group, 
which served as control ,  was kep t  a t  a t e m p e r a t u r e  of 
23 • 1~ Light  was provided  by  overhead  f luorescent  
tubes  which were au tomat ica l ly  swi tched on at  06.00 h 
and  off a t  18.00 h each day. After  1 or 3 days '  exposure  to 
heat ,  t he  ra ts  were decap i t a ted  be tween  22.30 h and 23.30 
h, the i r  pineal  glands were r emoved  rapidly,  r insed in 
cold p h o s p h a t e  buifer  and ground in 0.5 ml p h o s p h a t e  
buffer  p H  7.9. All samples  were made  in duplicate.  
H I O M T  ac t iv i ty  was e s t ima ted  immed ia t e ly  by  the  
me thod  of AXELROD et al.% N-ace ty l se ro ton in  used was 
purchased  f rom Sigma Chemical  Company  and 14C- 
me thy l -S -adenosy lme th ion in  (spec. ac t iv i ty  58 mCi/  
mmole) f rom New Eng land  Nuclear. 

Results.  F r o m  the  Table it can be seen t h a t  a l ready 
af ter  one day ' s  exposure  to hea t  of 33 • 1 ~ a s ignif icant  
decrease (17%) in pineal  H I O M T  is evident .  W h e n  

Effect of continuous heat (33 • 1 ~ on rat pineal HIOMT activity 

Days of exposure Control 

1 3 23 • 1~ 

46.1 • 2.4 b 40.8 • 2.8 ~ 55.4• 

Number of samples 16 14 23 

�9 pqxmole melatonin 14C formed/pineal/h • S.E.M. bp < 0.001; 
cp % 0.0005. 

exposure  is pro longed to 3 days,  the  depressan t  effect  of 
hea t  on H I O M T  increased still fu r the r  to  26.5%. 

Discussion.  Exposure  of adul t  male ra ts  to con t inuous ly  
e levated t e m p e r a t u r e  of 32-34~ caused a s ignif icant  
decrease in the  mela ton in  forming  capac i ty  of the  pineal  
gland. The effect  was a l ready ev iden t  af ter  24 h exposure  
to heat ,  and  increased still fu r the r  dur ing the  course of 
the  nex t  48 h (Table). E x a m i n a t i o n  af ter  10 days '  
exposure  did no t  reveal  any  fu r the r  changes.  Compar ing  
this  effect  to  the  d iminished  pineal  con ten t s  of R N A  and  
protein ,  which  were observed only af ter  ra ts  had  been  
exposed to  the  same t e m p e r a t u r e  (33 • 1 ~ for 20 and  
30 days  3, one may  assume t h a t  the  effect  of hea t  on the  
mela ton in - fo rming  enzyme H I O M T  is not  a resul t  of a 
general  inhib i t ion  of me tabo l i sm bu t  r a the r  a specific 
response to heat .  

Exposu re  of ra t s  to ex t reme  t empera tu r e s  has converse  
effects on pineal  gland and gondas :  low t e m p e r a t u r e s  
(3-10~ enhance  the  metabol ic  ac t iv i ty  of the  pineal  
gland2, 5 bu t  cause involut ion and decreased weight  of 
gonads  7,8. In  the  p resen t  s tudy,  it  was found t h a t  an 
e levated  t e m p e r a t u r e  of 33 • 1 ~ caused a decrease in the  
H I O M T  ac t iv i ty  involved in the  specific metabol ic  
process of p roduc t ion  of mela tonin ,  considered an act ive  
pineal  hormone .  This  is in ag reemen t  wi th  previous  find- 
ings on general  pro te in  metabo l i sm *. Consequent ly ,  
because of the  decreased pineal  me tabo l i sm b ro ugh t  
abou t  by  heat ,  a concomi tan t  increase in the  deve lopmen t  
of the  gonads  m a y  occur t h ro u g h  ac t iva t ion  of the  neuro-  
endocr ine  axis, as indeed has  been r epo r t edL  H e a t  t hus  
acts  s imilar ly to  l ight,  which  produces  an even more  
marked  decline in the  ac t iv i ty  of H I O M T  in ra t s  ma in ta in -  
ed in cont inuous  l ight  ~~ 
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