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ETUDE ULTRASTRUCTURALE DU NUCLEOLE DES
CELLULES DE L'EPIDERME ASSOCIE A
LA CUTICULE MINERALISEE DU CRABE VERT,
CARCINUS MAENAS, AU COURS D'UN CYCLE DE MUE
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Ultrastructural nucleolar changes in the mineralized cuticle associated epidermal

cells of the green crab, Carcinus moenas, during a moulting cycle.
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Summary

Nuclear and nucleolar morphology generally reflects cellular activity. In
the present work, we tried to establish relations between structure and function
in a system presenting cyclic variations of activity, that is to say the integu-
ment of the crustacean Carcinus maenas during a complete moult cycle.

The results can be summarized as follow:

1. The nucleoli of the epidermal cells never show fibrillar centres and the argy-
rophilic proteins are located within a fibrillo-granular component.

2. The amount of dense fibrillar component and of perinucleolar chromatin seems
to be a reliable indicator for nucleolar activity.

3. The various steps of the moult cycle characterized by structural features in
the cuticle are always preceded by ultrastructural modifications in epidermal
cells related to the elaboration and degradation of the exoskeleton.

Résumé

La morphologie du nucléole et du noyau en général étant liée 3 1'état fonc-
tionnel de la cellule, nous avons tenté dans ce travail d'établir une relation
entre la structure des cellules épidermiques, et en particulier des nucléoles,
et 1'évolution de la cuticule d'un crustacé décapode, Carcinus maenas, au cours
d'un cycle de mue.

Nous avons pu montrer que les différentes étapes du cycle de mue, caractéri-
sées par la structure cuticulaire, sont précédées de modifications ultrastructu-
rales des cellules épidermiques traduisant de manidre précise 1'état fonctionnel
de ces cellules impliquées d'une part dans la dégradation de 1'ancienne cuticule
et d'autre part dans l'élaboration de la nouvelle cuticule.
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INTRODUCTION

Le nucléole est au sein de la cellule le site de production des ribosomes qui
participent a I'élaboration des protéines. Il est fréquemment utilisé en tant que
"témoin" de l'activité cellulaire. On comprend donc aisément I'intérét que présente
I'étude de cet "organite" nucléaire.

De nombreuses revues résument I'ensemble de nos connaissances sur le sujet.
Parmi celles-ci, citons Busch et Smetana (1970), Jordan et Cullis (1982), Goessens
(1984) et Fakan et Hernandez-Verdun (1986). :

En théorie, un nucléole est composé d'un ou de plusieurs centres fibrillaires,
de constituant fibrillaire dense, de constituant granulaire, de vacuoles nucléolaires
et de chromatine dense associée.

Le centre fibrillaire est riche en protéines, notamment des protéines argyro-
philes, mais on y trouve également un peu de DNA qui correspondrait aux génes
ribosomiques. La transcription de ceux-ci, a la surface du centre fibrillaire, est
visualisée sous forme de constituant fibrillaire dense. Le constituant granulaire
représente une étape de la maturation post-transcriptionnelle des pré-rRNA et
correspond & des pré-ribosomes. Les vacuoles nucléolaires pourraient représenter
selon certains auteurs (Moreno Diaz de la Espina et al., 1980; Deltour et De Barsy,
1985; Deltour et al., 1986) un lieu de stockage des pré-ribosomes maturés et aug-
menteraient la surface d'échange entre le nucléole et le nucléoplasme. Quant a la
chromatine dense associée au nucléole, elle envoie des digitations qui entrent au
contact des centres fibrillaires.

L'importance relative des différents constituants nucléolaires est variable et
traduit souvent un état fonctionnel particulier. Ces modifications peuvent étre
provoquées par des agents physiques ou chimiques (revue dans Simard, 1970;
Bouteille et al., 1982) ou observées dans certaines conditions physiologiques
(Adamstone et Taylor, 1972, 1977, 1979; Karasek et al., 1972, 1973; Evans et al.
1978; Fakan et Deltour, 1981; Couve, 1985).

En fait, la taille et la morphologie du nucléole semblent bien dépendre direc-
tement de I'équilibre existant entre la synthése et I'élimination des pré-rRNA
(Studzinsky et al., 1972; Goessens, 1978; Kwiatkowska et Maszewski, 1985; Vas-
quez-Nin et al., 1986).

Le présent travail vise a mieux comprendre la relation existant entre I'ultra-
structure du nucléole et I'état fonctionnel de la cellule. Dans cette optique, un
modéle présentant des variations cycliques d'activité est particuliérement intéres-
sant. Or, nous disposons d'un matériel répondant a ce critére et ayant fait I'ob-
jet d'études détaillées (Jeuniaux et al., 1986; Compére et Goffinet, 1987; Thorez
et al., 1987). Il s'agit du tégument d'un crustacé décapode, Carcinus maenas, au
cours d'un cycle de mue. Classiquement, la cuticule minéralisée des Crustacés dé-
capodes se compose de quatre couches: |'épicuticule surmontant dans I'ordre la
couche pigmentaire, la couche principale et la couche membraneuse. Au cours de
la mue, la cuticule est progressivement et partiellement résorbée du cété interne
(phase préecdysiale, stades D0, D2) et abandonnée au moment de I'exuviation
(ecdysis, stade E) au profit d'une nouvelle cuticule dont les premiéres couches
sont synthétisées dés le stade D2 et qui sera achevée au cours de la phase post-
ecdysiale (Stades A2, C3). La phase suivante, dite également de repos tégumen-
taire, est l'intermue (stade C4). La mue, phénoméne cyclique, permet entre autres
a la carapace de "suivre" la croissance tissulaire continue de I'organisme.

Nous avons donc tenté d'établir une relation entre I'évolution de la cuticule
de Carcinus maenas et l'ultrastructure des nucléoles des cellules de I'épiderme du
feuillet externe des lames branchiostéges. En effet, ce sont les cellules épidermi-
ques qui sont responsables de la dégradation et de la résorption de I'ancienne
cuticule ainsi que de la synthése de la nouvelle cuticule.




MATERIEL ET METHODES

Des crabes Carcinus maenas (L) ont été prélevés en période de mue (septem-
bre, avril) a la Station de Biologie marine de Wimereux (France). La détermination
des stades de mue a été faite selon la méthode décrite par Drach (1939) et Drach
et Tchernigovtzeff (1967). Les lames branchiostéges ont été prélevées par dissec-
tion et débitées en fines languettes.

Des fragments ont été fixés successivement dans une solution de glutaraldé-
hyde 2,5% (pendant 3 h. et a 20° C) et d'acide osmique (pendant 2 h. a 4° C)
tamponnée par du cacodylate de sodium 0,1M a pH 7,4 dont I'osmolarité avait été
ajustée a 520 milliosmoles par addition de sucrose. Aprés déshydratation, les frag-
ments ont été inclus dans de I'Epon 812.

Les protéines argyrophiles ont été mises en évidence par une imprégnation
a I'argent selon Ploton et al. (1982) en allongeant les temps de fixation (glutaral-
déhyde 1,6% pendant 30 min. et liquide de Carnoy pendant 10 min.) suivie d'une
acétylation selon Wassef et al. (1979).

Des coupes ultra-fines de 600 a 800 R ont é&té réalisées a I'aide d'un couteau
de diamant monté sur un ultramicrotome a avance thermique Reichert OMU-3, re-
cueillies sur grilles de cuivre, contrastées a l'acétate d'uranyle et au citrate de
plomb selon Reynolds (1963) pendant 15 min. et examinées au microscope électro-
nique Philips EM 201,

RESULTATS

Identification des divers constituants nucléolaires

Le nucléole des cellules ectodermiques de Carcinus maenas se réduit a une
masse centrale fibrillo-granulaire entourée d'une couronne parfois trés mince de
granules. L'imprégantion a I'argent selon Ploton et al. (1982) nous indique que
c'est la partie centrale qui contient les protéines argyrophiles. La masse fibrillo-
granulaire représente donc le pendant du constituant fibrillaire classique.

De plus, lorqu'elle est visible, la chromatine dense périnucléolaire est toujours
séparée du constituant granulaire par un espace peu dense aux électrons que nous
appelerons espace périnucléolaire.

Modifications ultrastructurales de I'épiderme au cours d'un cycle de mue

Au stade C4, alors que la cuticule est compléte, le noyau des cellules épider-
miques sous-jacentes présente les caractéristiques suivantes. Le nucléole est de
petite taille et est essentiellement composé de granules. La chromatine dense, dis-
posée en gros amas contre la membrane nucléaire, est abondante et entoure par-
tiellement le nucléole. A la fin du stade C4, on observe des dilatations de la ci-
terne périnucléaire ainsi que de nombreux complexes de pores au voisinage du
nucléole. L'enveloppe nucléaire reprend toutefois un aspect habituel dés le stade
Do.

Au stade D2, alors que se réalisent la synthése des premiéres couches de la
nouvelle cuticule et la dégradation partielle de I'ancienne, le nucléole est plus vo-
lumineux, situé au centre du noyau et surtout composé de fibrilles. La chromati-
ne dense est réduite et la chromatine périnucléolaire est absente. le réticulum en-
doplasmique granulaire et le systéme microtubulaire sont trés développés.

Au stade E, la chromatine dense, notamment la chromatine périnucléolaire,
refait son apparition. Le nucléole est a nouveau proche de I'enveloppe nucléaire.
On note une réduction du constituant fibrillaire et un accroissement du constitu-
ant granulaire qui apparaft criblé de vacuoles.

Au stade C3, alors qu'il y a synthése de la couche membraneuse, la chroma-
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ch: chromatine - m: enveloppe nucléaire

mt: microtubules - n: nucléole

reg: réticulum endoplasmique granulaire

l: épicuticule - 1': nouvelle épicuticule
2: couche pigmentaire - 2': nouvelle couche pigmentaire
3: couche principale - 3': nouvelle couche principale
4

: couche membraneuse - 4': nouvelle couche membraneuse




tine périnucléolaire se redécondense Iégérement tandis que le volume du nucléole
subit un léger accroissement.

L'ensemble de ces résultats est résumé dans la planche n°1.

DISCUSSION

Le nucléole des cellules épidermiques de Carcinus maenas présente un aspect
quelque peu particulier. En effet, a aucun stade du cycle de mue on ne distingue
de centres fibrillaires, mais on observe une masse centrale fibrillo-granulaire.
Aprés utilisation de la technique d'imprégnation a I'argent, connue pour mettre
sélectivement en évidence les constituants fibrillaires du nucléole, on constate que
cette masse centrale fibrillo-granulaire est fortement argyrophile. On peut donc
I'assimiler au constituant fibrillaire classique. Puisqu'il est généralement admis que
I'importance du constituant fibrillaire dense est un bon reflet de Il'activité trans-
criptionnelle, I'étude du comportement de ce constituant nucléolaire au cours du
cycle de mue nous permet de proposer des interprétations d'ordre fonctionnel.

Au stade Cu, les cellules épidermiques présentent au départ toutes les carac-
téristiques de cellules au repos. En effet, le nucléole est petit et essentiellement
granulaire; la chromatine dense forme de gros amas. Ceci semble donc indiquer
que l'activité transcriptionnelle est faible. D'autre part, le réticulum endoplasmi-
que granulaire et le systéme microtubulaire sont réduits. Cependant, au cours de
stades C4 ultérieurs, on observe des dilatations de I'enveloppe nucléaire ainsi que
la présence de nombreux complexes de pores nucléaires qui correspondraient res-
pectivement @ une mise en place de réticulum endoplasmique granulaire et a un
largage de pré-ribosomes. On sait en effet que I'enveloppe nucléaire peut étre a
I'origine de réticulum endoplasmique granulaire par I'intermédiaire de lamelles an-
nelées (Kessel, 1968). De plus, le nombre de pores nucléaires augmente lors de

la reprise de I'activité transcriptionnelle au cours de la germination de Zea mays
(Crévecoeur et al., 1982).

Ces modifications représentent trés probablement les premiéres manifestations
au niveau épidermique de l'entrée en mue de l'organisme alors qu'aucun change-
ment n'est encore décelable au niveau de la cuticule. Par conséquent, nous pen-
sons pouvoir diviser le stade C4 en sous-stades: le stade de repos tégumentaire
(Cly) et deux stades ultérieurs (Cl; et Cld3) ol apparaissent respectivement les
dilatations de la citerne périnucléaire puis les interruptions de I'enveloppe nuclé-
aire et les complexes de pores au voisinage du nucléole. Ces deux derniers stades
témoignent d'une intense activité cellulaire nécessaire au déclenchement de la mue.
Un stade intermédiaire C4-D0 a déja été défini par Andrieux (1979) lors d'une
étude sur Carcinus maenas et Carcinus mediterraneus. Ce travail avait permis de
déceler un asynchronisme de I'apolyse des épipodites des trois paires de maxilli-
pédes. A ce niveau, l'apolyse est observée successivement au niveau des trois
appendices et est antérieure au stade D0. Ces résultats sont donc basés sur une
étude des caractéres morphologiques externes. Notre travail montre que I'étude de
l'ultrastructure cellulaire et plus précisement nucléaire apporte des résultats con-
vergents a savoir la mise en évidence d'au moins un stade de mue précoce anté-
rieur au stade DO.

Par ailleurs, alors que I'on observe les premiers changements au niveau de
la cuticule, I'aspect général des cellules épidermiques se modifie. La chromatine
se décondense progressivement, la chromatine périnucléolaire disparait, le nucléo-
le devient plus volumineux, principalement a cause d'un accroissement du compo-
sant fibrillaire dense, et migre vers le centre du noyau. Le systéme microtubulai-
re et le réticulum endoplasmique granulaire sont trés développés. Tous ces signes
témoignent d'une intense activité de synthése dont on peut par ailleurs voir les
effets au niveau de la cuticule: dégradation de la couche membraneuse et d'une
bonne partie de la couche principale ainsi que la synthése d'une nouvelle épicu-
ticule et de la couche pigmentaire.



Aprés l'exuviation (stade E) jusqu'au stade C1, l'activité des cellules épider-
miques semble décroitre progressivement et tous les phénoménes observés en phase
pré-ecdysiale se déroulent en sens inverse. Or c'est & ce moment qu'est synthé-
tisée la couche principale. Il faut donc admettre, comme I'a déja signalé Stevenson
(1972) que la majeure partie des RNA nécessaires a la synthése de la couche prin-
cipale est élaborée au cours de la phase pré-ecdysiale.

Au stade C3, on note une légére reprise de l'activité cellulaire se traduisant
par une décondensation partielle de la chromatine périnucléolaire et un léger ac-
croissement du constituant fibrillaire dense. Cette reprise d'activité pourrait étre
liée & la mise en place de la couche membraneuse.

En conclusion, il existe au cours du cycle de mue une relation directe entre
l'ultrastructure des cellules épidermiques, notamment des nucléoles, et I'évolution
de la structure de la cuticule. Toutefois, les signes d'activité observés au niveau
de I'épiderme précédent toujours les modifications de la cuticule.

D'autre part, la quantité de chromatine périnucléolaire et le développement
du composant fibrillaire semblent bien constituer des critéres morphologiques va-
lables renseignant non seulement sur I'activité nucléolaire mais également sur
I'activité cellulaire en général.

Enfin, Il'utilisation de ces paramétres nucléolaires nous fournit dans le cas
particulier du crustacé décapode Carcinus maenas des résultats qui confirment
ceux obtenus par I'examen des seuls caractéres morphologiques au niveau cuticu-
laire. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence trois pics d'activité nucléolaire
correspondant a trois étapes précises du cycle de mue. Le pic principal représen-
te I'activation de I'épiderme pour la mise en place de la nouvelle cuticule. Il se
situe au stade D2. Il est précédé (au stade C43) et suivi (au stade C3) d'un pic
plus petit correspondant probablement & I'élaboration du matériel nécessaire (hy-
drolases) a la dégradation de I'ancienne cuticule d'une part et 3 la biosynthése

des matériaux chitino-protéiques de la couche membraneuse de la nouvelle cuticu-
le d'autre part.
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