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Etude de l'influence d'une microsporidiose sur les ~lectrophor~grammes (prot6inogramme et 
zymogramrne)  des prot~ines de l 'h~molymphe de Carcinus mediterraneus 
(Crustac6, Brachyoure) 1 

Influence of microsporidan infestation on electrophoregrams (proteino~ram and zyrno~ram) 
of hemolymph proteins in Carcinus mediterraneus (Crustacea, Brachyura) 
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Summary. The  use of t he  m e t h o d  of c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t  of p o l y a c r y l a m i d e  gel e lec t rophores i s  h a s  p e r m i t t e d  to  
r evea l  a d i f ference in z y m o g r a m s  w h e n  s t u d y i n g  t h e  h e m o l y m p h  of h e a l t h y  c rabs  a n d  t h a t  of c rabs  pa ras i t i zed  b y  t h e  
m u s c u l a r  mic rospo r ida  Thelohania maenadis. T he  z y m o g r a m s  of t h e  pa r a s i t i z ed  c rabs  p r e s e n t  an  increase  in c h y m o -  
t r y p s i n  a c t i v i t y  and  v a r i a t i o n s  in t he  zones of es te rase  ac t iv i ty .  

D a n s  u n  t r a v a i l  pr61iminaire  *, nous  avons  compar6 ,  
p a r  la m ~ t h o d e  de <~ d isc-e lec t rophores is  ~>, les ~lect rophor~-  
g r a m m e s  des h ~ m o l y m p h e s  de Carc inus  sa ins  eL de 
Carc inus  d o n t  les musc les  son t  pa ra s i t e s  p a r  des  Micros-  
por id ies  (Protozoaires) .  P a r  la m ~ t h o d e  d '~ lec t rophor~se  
en  gel de p o l y a c r y l a m i d e  ~ g r a d i e n t  con t i nu  de  concen-  
t r a t i on ,  nous  vou lons  af f iner  nos  r~su l t a t s  e t  carac t~r i ser  
que lques  ac t iv i t~s  e n z y m a t i q u e s  des  f rac t ions  p ro t6 iques  
mises  en  ~vidence.  
Materiel et mdthodes. Les Carc inus  m e d i t e r r a n e u s  Czerni-  
avsky ,  1884, o n t  ~t~ pSch6s, en  m a i  1976, dans  l ' ~ t ang  
de Vic (prOs de Montpe l l ie r ,  F rance )  ; ce r t a ins  (1%) ~ ta ien t  
pa r a s i t e s  p a r  des sporob las tes  e t  des spores  de T h e l o h a n i a  
m a e n a d i s  P~rez, 1904, a y a n t  d~ t r u i t  70 k 80% de leur  
m u s c u l a t u r e .  Nos o b s e r v a t i o n s  o n t  por t6  e x c l u s i v e m e n t  
sur  des a n i m a u x  de sexe m~le, au  s t ade  C 4 selon D r a c h  a, 

m a i n t e n u s  k j eun  p e n d a n t  36 h ~ 18 ~ L ' h 6 m o l y m p h e ,  
pr61ev6e dans  l ' ap rSs -mid i  en t r e  15 eL 17 h, es t  dilu6e de 
moi t i6  avec  du  t a m p o n  d '61ectrophor~se (tr is:  10,75 g/l, 
acide bor ique  5,04 g/l, Na ,  E D T A :  0,93 g/l, p H  8,35). 
L '61eetrophor~se de 5 ~1 d ' 6chan t i l l on  es t  men6e  su r  gel 
en  g r a d i e n t  c o n t i n u  de po lyac ry l amide  ( P h a r m a c i a  P A A  
4/30) d u r a n t  15 h 5. 125 V stabil is6s.  L a  co lo ra t ion  des 
pro t6 ines  to t a l e s  s 'e f fec tue  A l ' a m i d o - s c h w a r t z  e t  la  r6- 
v61at ion des ac t iv i t6s  e n z y m a t i q u e s  ~ l ' a ide  de s u b s t r a t s  

1 Contribution n ~ 1 du Centre de Parasitologie et de Pathologie 
compar~es de l'Universit~ des Sciences et Techniques du Langue- 
doe, F-34060 Montpellier C~dex. 

2 C. P. Vivares, M. Ryckaert et H. J. Ceecaldi, C. r. Acad. Sci., 
Paris D 279, 371 (1974). 
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Prot~inogramme et zymogrammes de l'h~molymphe de Carcinus mediterraneus Czerniavsky, 1884, normaux (N) et parasites (P) par la micro- 
sporidie Thelohania maenadis P~rez, 1904.1 Prot6inogramme. 2 Zymogramme des est~rases ~ 2C. 3 Zymogramme des est~rases ~ 12C. 4 Zymo- 
gramrne~'des est~rases ~ 14C. 5 Zymogramme de la chymotrypsine (5a), de la phosphatase alcaline (Sb), de l'~-glucosidase (5c) et de la phospha- 
tase acide (5 d). Lat~ralement, les poids mol6culaires (PM x 10 -8) approximatifs des principales fractions sont indiqu~s; ceux qui sont en- 
cadres correspondent h des fractions ~ pourcentage d'int~gration significativement different (p < 0,01) entre les animaux normaux et para- 
sites. 
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h i s t och imiques  sp@cifiques. L '@valuat ion approch@e des 
poids  mol6cula i res  (PM) a 6t6 o b t e n u e  d'apr@s une  cou rbe  
6 tabl ie  ~ p a r t i r  d ' u n  t 6 m o i n  de s6rum h u m a i n .  L a  c o m p a -  
ra i son  des ac t iv i t6s  d ' a n i m a u x  n o r m a u x  e t  pa ras i t6s  es t  
fa i te  ~ l ' a ide  d ' u n  t e s t  de F p o r t a n t  sur  les int@grations 
au  p h o t o m ~ t r e  i n t 6 g r a t e u r  en reg i s t r eu r  V e r n o n  ( type P H I  
3 UV) de 6 @lectrophor~ses p o u r  c h a q u e  ac t iv i t6  et  p o u r  
c h a q u e  lo t  de crabes.  
Rdsultats. I ls  son t  regroup6s  d a n s  u n  p r o t 6 i n o g r a m m e  e t  
dans  u n  z y m o g r a m m e  sch6ma t iques  sur  lesquels  les po ids  
mol6cula i res  ( P M •  10 -3) son t  ind iqu6s  (figure). Le t e s t  
de F effectu6 sur  la s o m m e  des int@grations de c h a q u e  
f r ac t ion  p ro t6 ique  ne  m o n t r e  pas  de diff6rences signifi-  
ca t ives  en t re  les a n i m a u x  n o r m a u x  e t  pa ras i t6s ;  p a r  
cont re ,  elles son t  cons ta t6es  en t re  ces deux  lots  p o u r  
ce r ta ines  f r ac t ions  pro t6 iques .  Chez les crustac@s sains,  
24 b a n d e s  o n t  @t6 r6v616es, e t  19 chez les microsporidi6s .  
L a  d i m i n u t i o n  s igni f ica t ive  (p < 0,01) de l ' i n t 6 g r a t i o n  
des b a n d e s  de P M  470000 e t  375000 chez les pa ras i t e s  
semble  compens6e  p a r  une  a u g m e n t a t i o n  de m~me v a l e u r  
au n i v e a u  P M  60000;  de plus,  3 b a n d e s  d i spa ra i s s en t  
en t r e  les P M  400000 e t  500000 ains i  que  3 au t r e s  e n t r e  
les P M  105000 e t  55000;  enf in ,  les c rabes  pa ras i t6 s  se 
caract@risent p a r  l ' a p p a r i t i o n  d ' u n e  i m p o r t a n t e  b a n d e  de 
PM 340000 e t  la d i spa r i t i on  d ' u n e  au t r e  au n i v e a u  du  
P M  105000. Chez les c rabes  n o r m a u x ,  6 f rac t ions  o n t  
une  activit@ es t6ras ique  n o n  sp6cifique de d@gradation 
des acides o rgan iques  ~ 2C, les pa ras i t6s  en  o n t  8 (les 2 
f rac t ions  supp l6men t a i r e s  se s i t u a n t  a u x  PM 155000 e t  
65 000); chez ces derniers ,  au  P M  480 000, l ' i n t ens i t 6  es t  
n e t t e m e n t  sup@rieure (p < 0,05). Sur  les 4 f r ac t ions  
d ' a c t i v i t 6  est@rasique de d@gradation des acides orga-  
n iques  5, 12C, une  seule (PM 375000) d i m i nue  chez les 
pa ras i t6s  (p < 0,01). Alors  que  l 'h@molymphe des c rabes  
sains poss~de 4 f r ac t ions  p ro t6 iques  ~ ac t iv i t6  es t6ras ique  
de d 6 g r a d a t i o n  des acides o rgan iques  ~ 14C, celle des 
parasit6s" en a 5 (la f r ac t ion  suppMmen ta i r e  es t  r~v6Me 
au  P M  60 000); ce t t e  a p p a r i t i o n  e t  t ' a u g m e n t a t i o n  de  la 
b a n d e  de PM 375 000 (p < 0,05), chez les microsporidi@s, 
s e m b l e n t  compens6es  p a r  une  d i m i n u t i o n  6qu iva len te  au  
P M  80000 (p < 0,01) p a r  r a p p o r t  ~ l ' i n t~g ra t i on  normale .  
Les  activit@s p h o s p h a t a s e  a lcal ine  (PM 250000),  phos -  
p tmtase  acide (PM 145000), a-glucosidase (PM 240000) 
ne  m o n t r e n t  pas  de diff6rences sigr~ificatives en t r e  les 2 
lots.  Q u a n t  ~ l ' ac t iv i t6  pro t~as ique ,  elle semble  ~tre ef- 

fectu@e p a r  une  seule e n z y m e  de P M  a p p r o x i m a t i f  de  
340000;  etle es t  env i ron  6 fois p lus  for te  d a n s  l 'h@mo- 
l y m p h e  du  c r abe  parasit@ que  dans  celle de l ' a n i m a l  sa in  
(p < 0,05). 
Discussion. L a  t e c h n i q u e  utilis@e nous  p e r m e t  d ' u n e  p a r t  
d ' o b t e n i r  u n  61ectrophor@gramme plus  d6tail l6 que  pr6-  
c@demment  ~ (24 f r ac t ions  au  lieu de 18), n o t a m m e n t  au  
n i v e a u  des f rac t ions  que  nous  av ions  consid@r@es c o m m e  
a y a n t  une  mobilit@ m o y e n n e  ou rap ide ,  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  
d ' 6va lue r  leur  poids  mol6culaire .  E n  ce qui  conce rne  
l ' a p p a r i t i o n  des f r ac t ions  d a n s  le p r o t 6 i n o g r a m m e  des 
a n i m a u x  paras i t6s ,  nous  pensons  que celle de PM 340 000 
cor respond  h une  tr~s for te  a u g m e n t a t i o n  de l ' a c t i v i t 6  
c h y m o t r y p s i n e ,  e t  celle de  P M , 6 0 0 0 0  ~ l ' i n t ens i f i ca t ion  
de l ' a c t iv i t6  est@rasique globale.  Les t r a v a u x  an t6 r i eu r s  
effectu@s en  d isc-e lec t rophorbse  m o n t r e n t  que  les A r t h r o -  
podes  microsporidi@s o n t  tous  une  h@molymphe d o n t  
l '61ectrophor@gramme es t  ca rac tg r i s t i que  de  l ' 6 t a t  p a t h o -  
logique consid6r6;  cet  @lect rophor6gramme es t  diff@rent 
d ' u n  h6 te  ~ l ' a u t r e  b ien  que  les f r ac t ions  p ro t6 iques  con-  
cern~es so ien t  e s sen t i e l l emen t  celles d o n t  la mobilit@ est  
l en te  ou m o y e n n e  2,4,5. R e m a r q u o n s  que  non  s e u l e m e n t  
les h6 t e s  6tudi@s a p p a r t i e n n e n t  ~ des classes ou des o rdres  
dirt@rents ( Insectes  L~pidopt@re* ou Phasmidopt@re ~, 
Crustac@s B r a c h y u r a  ou N a t a n t i a  2) d o n t  la physiologic  
es t  d i f f6rente  ma i s  que  les pa ras i t e s  f on t  pa r t i e  de genres  
d i s t inc t s  (Nosema 4, P l e i s t o p h o r a  5, Thelohania*) .  P a r  
cont re ,  Saccu l ina  carc in i  (Crustac6 Rhizoc@phale) a une  
ac t ion  d i s semblab le  de celle de T. m a e n a d i s  sur  l'h@mo- 
l y m p h e  de C. m e d i t e r r a n e u s  car  elle p r o v o q u e  l ' a p p a r i t i o n  
sur  son 61ec t rophor6gramme d ' u n e  f r ac t ion  de h a u t  po ids  
mol6cula i re  ~,7. Pu i sque  chez  les c rabes  pa ras i t6s  p a r  
T. maenad i s ,  la seule f r ac t ion  ~ ac t iv i t6  c h y m o t r y p s i n e  
de l ' h 6 m o l y m p h e  a u g m e n t e  tr@s fo r t emen t ,  ce t t e  aug-  
m e n t a t i o n  ne  serai t -el le  pas  due  A l ' i nduc t i on  p a r  la 
microspor id ie  d ' u n e  synth&se accrue  de pro t~ase  p a r  
son h6 te  d o n t  elle cont r61era i t  l ' au to lyse  ? 

4 J. Weiser et O. Lysenko, Acta ent. bohemoslov. 69, 97 (1972). 
5 F. Demarti-Lachaise et M. Raabe, C. r. Acad. Sci., Paris D 278, 

2465 (1974). 
6 C. Herberts, C. r. Acad. Sci., Paris D 279, 1625 (1974). 
7 N. Andrieux, J. Berreur-Bonnenfant et C. Herberts, C. r. Acad. 

Sci., Paris 282, 2091 (1976). 
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Summary. A m e t h o d  has  b e e n  deve loped  to  measu re  o r i e n t a t i o n  responses  of ca te rp i l l a r s  to  va r ious  sources  of s t imul i  
a t  p r e d e t e r m i n e d  d i s tances  on  a grid of i n t e r sec t ing  r ibs  indoors  and  o u t d o o r s  

In  t h e  course  of our  s t u d y  of o r i e n t a t i o n  of t he  l a rvae  of 
Pap i l io  demoleus  a n d  o the r  l ep idopte rous  insects ,  i t  was  
r equ i r ed  to i n v e s t i g a t e  t h e  r e l a t i onsh ip  be tween  t h e i r  
responses ,  p a r t i c u l a r l y  taxis ,  and  d i s t ances  of va r ious  
sources  of s t imu l i  in  d i f fe ren t  combina t ions .  F o r  th i s  
s tudy ,  i t  was  essent ia l  t h a t  a) each free mov ing  l a rva  
would  show i ts  response  a t  a p r e d e t e r m i n e d  p o i n t  a t  t h e  
des i red  d i s t ance  f r o m  a source of s t imulus ,  and  b) i t s  
r e sponse  would  be  s h a r p l y  def ined  b y  al lowing i t  to  t u r n  
a t  r i g h t  angles  t o w a r d s  or  a w a y  f rom t he  s t imu lus  source.  
These  r e q u i r e m e n t s  could n o t  be  m e t  b y  t he  t e c h n i q u e s  

a d o p t e d  for  o t h e r  l ep idop te rous  l a rvae  2-~. Sa t i s f ac to ry  
resu l t s  were Obtained b y  t e s t i n g  t h e  l a r v a e  on a grid, as 
descr ibed  beloW. 
Material and methods. The  gr id  (figure). I t  Consists of a 
series of paral le l ,  t r a n s v e r s e  r ibs  of p las t i c  or i ron  wire  
i n t e r sec t i ng  a t  r i g h t  angles  a n o t h e r  Series of paral le l ,  
l ong i t ud ina l  r ibs  a t  desired d is tances .  The  surface  of t h e  
r ibs  is coarse  a n d  the i r  t h i cknes s  such  t h a t  t h e  insec ts  
can  gr ip  t h e  r ibs  a n d  m o v e  on  t h e m  w i t h  ease. The  in te r -  
sec t ions  of the  r ibs  are a t  d i s t ances  a l m o s t  equal  to  t h e  
l e n g t h  of t h e  t e s t  l a rvae  so t h a t  a) a l a r v a  can  m o v e  f rom 


