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Métabolisme du tréhalose et du glycogéne
chez le Ver a soie,
en relation avec la mue, le filage et les métamorphoses

par M. FLORKIN et Ch, JEUNIAUX,

Institut Léon Fredericq, Biochimie. Université de Liége.

Résumé. — Le principal matériel glucidique transporté par I’hémo
lymphe du Ver 4 sole est le tréhalose. L'hémolymphe contient égale-
ment une tréhalase, qui est le plus souvent inhibée. Cette inhibition
n'est levée que pendant les périodes de mue ainsi que pendant Ia
période de jefine qui accompagne le filage ; on observe alors une chute
de la tréhalosémie et une forte augmentation de la quantité de glucose
libre. §

Les muscles et d’autres tissus (tube digestif} sont capables d'uti-
liser le tréhalose du sang, tandis que I'épiderme et la glande séricigéne,
qui sont dépourvus de tréhalase, en sont incapables. Ces derniers
tissus utilisent le glucose résultant de T'hydrolyse du tréhalose au
niveaun du sang pendant les périodes de mue et de filage.

La question de l'origine du tréhalose est discutée, 4 la Iumiére
des résultats obtenus par I'étude de lincorporation des atomes de
diverses substances marquées (pyruvate, glucose-1-phosphate) dans
les molécules de glycogéne et de tréhalose du tissu adipeux et de
I"hémolymphe.

La chitine de la cuticule est biosynthétisée 4 chaque mue 4 partir,
notamment, du glucose résultant de 'hydrolyse du tréhalose sanguin.
A la mue suivante, une partie de la chitine cuticulaire est hydrelysée
par les chitinases et les chitobiases du liquide exuvial. Les produits
d’hydrolyse (notamment I'acétylglucosamine} sont résorbés par
I'épiderme et peuvent étre utilisés pour la synthése de la chitine de
la nouvelle cuticule.

Summary. — In the silkworm, as is the case in most other insects,
trehalose is the principal circulating form of the saccharidic cellular
food. The hemolymph contains an enzyme, trehalase, which is nor-
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mally inhibited. The inhibition is only suppressed during the periods
of molting, causing a decrease of the trehalose concentration and an

increase of the amount of free glucose.

The muscles and most other tissues, such as the digestive tract,
are able to use blood trehalose, thanks to an intraceliular trehalase.
The epidermis and the silk-glands are devoid of trehalase : they use
the free glucose liberated by the hydrolysis of the hemolymph treha-
lose during the periods of molting and spinning.

The problem of the origin of the trehalose is discussed, in the light
of recent experiments, in which the incorporation of radioactivity
from labelled pyruvate and glucose-1-phosphate into fat-body glyco-
gen and hemolymph trehalose has been followed.

The chitin of the cuticle is synthesized at every molting process,
partly at the expense of the glucose liberated by the hydrolysis of
the trehalose in the hemolympb. On the other hand, the old cuticle
is destroyed by the proteolytic and chitinolytic enzymes of the exuvial
fluid. The hydrolytic products, especially N-acetylglucosamine, are
resorbed by the epidermis and can be used for the biosynthesis of
the chitin of the new cuticle.

1. Composante ghicidique du sang.

Le sang, chez la plupart des animaux, est A la fois le vecteur de
Ioxygéne (transporté par des pigments de nature protéique) et
le vecteur des aliments énergétiques et plastiques des cellules.

I’aliment énergétique des cellules transporté par le sang est,
trés généralement, le glucose ; celui-ci provient de l'alimentation,
mais est surtout fourni par le glycogene, réserve énergétique ghuci-
dique non circulante.

Les Insectes font exception a cette régle généra.le‘. On sait que
le sang (ou plus exactement Phémolymphe) n’a plus rien & voir
dans le transport de I'Q,, celui-ci étant amené directement aux
tissus par le systéme trachéen. Mais, d’autre part, 'hémolymphe
des Insectes contient, dans la plupart des cas, fort peu de glucose,
comme d’aillenrs aussi fort peu de fructose (0 & 20mg 100 ml.).
Le pouvoir réducteur de I’hémolymphe est souvent assez éleve ;
ce ne sont pas les sucres réducteurs qui en sont responsables, mais
d’autres sushtances, telles la tyrosine, Vacide ascorbique, lacide
citrique, etc... Chez le Ver & soie, la teneur en glucose du sang
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est de 1 & 3 mg /100 ml, et la teneur en fructose est de 'ordre de
1 42 mg /100 ml. (WYATT ¢t al, 1956). On ne connait que pen d'ex-
ceptions a cette régle (UAbeille, les Diptéres Phormia regina et
Gasterophilus intestinalis). Quant au glycogeéne, I'hémolymphe des
Insectes n'en contient pratiquement pas.

On a donc ignoré, jusqu’en ces derniére années, si 'hémolym-
phe des Insectes assurait le transport d'un sucre quelconque,
susceptible de constituer U'aliment énergétique cellulaire. Un
auteur japonais (Kuwana, 1937} avait cependant montré que,
aprés 'hydrolyse, hémolymphe des Insectes contient une grande
quantité de ghicose ; WyarTT et ses collaborateurs, ayant
confirmé cette observation, ont analysé en détail la nature de
la substance qui libére le glucose au cours de I'hydrolyse. Ils
ont ainsi découvert la forme particuliére de transport du matériel
glucidique chez les Insectes:il s’agit du #éhalose, utn « —1,
1 — glucosido-glucese, ol les 2 molécules de glucose sont donc
liées par leurs groupements réducteurs.

2. Le tréhalose, forme circulante de Ialiment
cellulaire glucedique chez les Imsectes.

WvyATT et ses collaborateurs (1956, 1957), DucHATEAU et
FLorKIN (1959) ont montré I'existence de tréhalose chez toute une
série d'Insectes, appartenant aux ordres Jes plus divers. On peut
en conclure que le tréhalose est un glucide abondant et caractéris-
tique de ’hémolymphe des Insectes. Chez le Ver 4 soie, sa concen-
tration varie de 100 4 350 mg /100 ml pendant le 5& age larvaire
(DUCHATEAU et al, 1963) ; WyaTT, LOUGHHEED et WYATT, (1956)
ont observé des concentrations plus élevées (de 400 a 500 mg/
100 ml). 7

La notion selon laquelle le tréhalose constitue la forme circu-
lante de l'aliment glucidique chez les Insectes est basée sur les
observations suivantes, dont la plupart ont été faites ou confirmées
chez le Ver a soie.

a) Les cellules de la plupart des tissus contiennent une tréha-
lase active : muscles, intestin moyen, glandes salivaires, (KALF
et R1EDER, 1958 ; HowDEN et KiLBY, 1956 ; ZEBE et McSHAN,
1959).
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b) Au cours de l'activité musculaire (le vol soutenu, par exem-
plel, la teneur en tréhalose du plasma diminue : les muscles
conscmment donc ce tréhalose (EvaNs et DETHIER, 1957 ; CLEGG
et Evans, 1961),

¢) Si on soumnet des Vers 4 soie 4 l'inanition, la teneur en
tréhalose diminue rapidement (DucHATEAU et FLORKIN, 1959).

d) Chez les chrysalides de Deilephina elpenor, juste aprés la
rupture de la diapause (construction des tissus adultes), la tréha-
losémie diminue de fagon fort nette (DUCHATEAU et FLORKIN,
1959).

11 est donc clair que beaucoup de tissus utilisent, pour leur
métabolisme, le tréhalose de 'hémolymphe qu’ils hydrolysent au
moyen d'une tréhalase intracellulaire.

3. Origine du rdhalose.

Le tréhalose n’est pas apporté tel quel par lalimentation, mais
est biosynthétisé par 'Insecte. TREHERNE (1958 a et b) a montré
que du glucose ou du fructose, marqué par un atome de C radio-
actif, est rapidement converti en tréhalose marqué, que le
monosaccharide soit administré per os ou par injection dans
I'hémolymphe.

CANDY et KLy (1961) ont étudié le mécanisme de la biosyn-
thése du tréhalose. Le glucose est converti en glucose-6-phosphate
(G-6-P). Le G-6-P est couplé a une molécule de glucose, 'uridine-
diphosphate-glucose (UDPG) fonctionnant comme donneur de
glucose. La synthése de tréhalose-phosphate a partir de glucose et
d'UPDG est catalysée par un enzyme spécifique : la tréhalose-P-
synthétase. Le tréhalose-phosphate est ensuite hydrolysé en
tréhalose 4+ P, sous l'action d’une tréhalose-P-phosphatase.

Cette voie biosynthétique du tréhalose a été mise en évidence
all niveau du tissu adipeux, ce qui a conduit 4 admettre que le
tissu adipeux est le principal si¢ge (sinon le seul) dela synthése du
tréhalose.

Le fait que le tréhalose de I'hémolymphe puisse, au moins en
certaines circonstances, tirer son origine du glycogéne du tissu
adipeux est prouvé par les observations suivantes. A chaque pério-
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de d’activité intense ou de jetine, Jorsque la tréhalosémie diminue,
la teneur en glycogéne du tissu adipeux diminue aussi, et dans des
proportions bien plus marquées (Sairo, 1963 ; DUCHATEAU,
JeEUNIAUX et FLORKIN, 1963). La meilleure preuve des relations
qui existent entre le glycogéne du tissu adipeux et le tréhalose de
I'hémolymphe téside dans les observations de STEELE ({1963)
sur la Blatte : 'injection de corpora allata provoque une brusque
élévation de la tréhalosémie, en méme temps qu'une nette dimi-
nution de la teneur en glycogéne du tissu adipeux.

STEELE conclut 4 I'existence d'une hormone hyperglycémiante,
produite par les corpora allata ; cette hormone agirait comme acti-
vateur de la glycogéne-phosphorylase, qui transforme le glyco-
géne en glucose-1-phosphate (G-1-P).

Ces observations indiquent que le glycogéne du tissu adipeux
est au moins ume des sources du tréhalose de ’hémolymphe et
probablement la seule en période de non alimentation.

Toutefois, les observations récentes de BRICTEUX-GREGOIRE,
JEUNIAUX et FLORKIN (1964, 1965) conduisent & admettre que le
tréhalose peut étre synthétisé ailleurs que dans le tissu adipeux,
et sans passer nécessairement par le glycogéne. En effet, chez des
Vers 4 soie plus ou moins sous-alimentés, la radioactivité du
pyruvate marqué, injecté dans I'hémolymphe, ne se retrouve que
dans le tréhalose de 'hémolymphe. Si on injecte du glucose-1-
phosphate marqué, c'est également aun niveau du tréhalose de
I'hémolymphe que l'incorporation de la radioactivité est le plus
intense. Le glycogéne du tissu adipeux est également synthétisé
a partir du G-1-P, mais la synthése du glycogéne est deux fois
plus importante chez les chenilles normalement nourries que chez
les Vers a soie sous-alimentés. Ces résultats montrent que le degré
d’alimentation détermine la voie biosynthétique empruntée par
les matériaux de la synthése glucidique.

Par le biais de quel paramétre biochimique le degré d’alimenta-
tion peut-il influencer la biosynthése des glucides chez le Ver a
soie ? On peut invoquer un mécanisme de régulation hormonale,
du type de celui déerit par STEELE (1963, cf. ci-dessus). Mais il
semble également que le niveau de la tréhalosémie puisse contro-
ler la synthese de tréhalose et de glycogéne. En effet, an dessus de
certaines limites de concentration, le tréhalose inhibe la tréhalose-
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P-synthétase ; 'augmentation consécutive de la teneur en UDPG la mue et le filage (ZEBE
activerait la synthése du glycogéne (MURPHY et WryartT, 1964). 1963). Dans ce cas, on «
Actuellement, on peut concevoir le métabolisme du glycogéne sont les matériaux que 1
et du tréhalose chez le Ver 4 soie selon le schéma de la fig. 1 séricigéne utilisent pour
(d’aprés BRICTEUX-(GREGOIRE, JEUNIAUX et FLORKIN, 1965). qu'elles sécrétent, A savo

a) Glandes séricigénes.
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Fie. 1. — Schéma partiellement hypothétique de la glucondogenése chez le tréhalasique de I'hémoly
Ver & soie (d'aprés BRICTEUX-GREGOIRE, JEUNIAUX et FLorKIN, 1965). Les résultats de ces ¢
&’aprés DUCHATEAU, JE
La teneur en tréhalose
aprés chaque mue larva

Légende: e oIz permanente (exclusive en étal de sous-alimentatian).

4. Alimentation glucidique des tissus dépourvus de tréhalase.

La plupart des tissus des Insectes, ainsi que nous Tavons dit qui précéde et accomp
précédemment, sont équipés d'une tréhalase intracellulaire. Les pendant ces périodes qu
cellules absorbent le tréhalose de l'hémolymphe an fur et a en glucose de l'hémol
mesure de leurs besoins et I'hydrolysent en glucose. Par contre, tion du tréhalose est du
'épiderme et les glandes séricigénes sont dépourvus de tréhalase, lulaire, présente dans I
méme en pleine période d’activité biosynthétique, comme pendant que pendant les trés co
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la mue et le filage (ZEBE et Mc SHAN, 1959 : DUCHATEAU & al,
1963). Dans ce cas, on doit se poser la question de savoir quels
sont les matériaux que les cellules de P'épiderme et de la glande
séricigéne utilisent pour la synthése des substances organiques
qu’elles sécretent, 4 savoir la chitine et la soie.

@) Glandes séricigénes.

Les travaux réalisés dans les laboratoires de FLORKIN en Bel-
gique et de FukuDA, au Japon, ont montré que les glandes
séricigénes sont capables d'absorber certains acides aminés de
I'hémolymphe et de les incorporer dans la fibroine de la soie. Elles
sont capables également de les dégrader jusqu’au stade pyruvate,
Elles peuvent utiliser le formiate et le pyruvate pour accomplir
la synthése de divers aminés (sérine, glycocolle, alanine, thréonine
BRICTEUX. et al, 1959 a et b). On peut donc conclure que les
glandes séricigenes utilisent, comme matériau plastique et éner-
gétique, toutes sortes de substances organiques capables de
donner du pyruvate par dégradation, & 'exception du tréhalose.

b) Efiderme.

A partir de quelles substances organiques 1'épiderme, en pério-
de de mue, c'est-a-dire en pleine période d'intense activité
biosynthétique, assure-t-il ses besoins en aliments cellulaires,
alors qu'’il ne posséde pas de tréhalase ? La réponse 4 ce probleme
a ét¢ apportée par I'étude des variations de la tréhalosémie au
cours des périodes de mue et d’intermue, et par celle de 'activité
tréhalasique de I'hémolymphe.

Les résultats de ces recherches sont présentées damns la figure 2,
d’aprés DucHATEAU, JEUNIAUX et FLORKIN, 1963.

La teneur en tréhalose de 'hémolymphe diminue fortement juste
aprés chaque mue larvaire, ainsi que pendant la période de jefine
qui précede et accompagne le filage et la mue nymphale. C’est
pendant ces périodes que, d’aprés FLORKIN (1936 a et 4), 1a teneur
en glucose de I'hémolymphe augmente. La chute de concentra-
tion du tréhalose est due & son hydrolyse par une tréhalase exocel-
lulaire, présente dans I'hémolymphe, et dont I'activité n’apparait
que pendant les tres courtes périodes qui correspondent 4 la mue.
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Le glucose résultant de cette hydrolyse extracellulaire est consom-
mé rapidement par I'épiderme, qui se trouve en période d’acti-
vité métabolique intense.

1l ne semble pas que la tréhalase soit activement élaborée
juste avant la mue. Les observations de FRIEDMAN (1961) sug-
gérent au contraire que la tréhalase existe en permanence dans
le sang, mais qu’elle y est inhibée. La nature de cet inhibiteur
n’a pas encore été identifide. I.'apparition de I'activité tréhalasi-
que dans I’hémolymphe avant chaque période de mue apparait
comme le résultat d’une levée de l'inhibition de l'enzyme, peut-
étre sous la dépendance d'un contrdle par les hormones de mue.

5. Métabolisme de la chitine cuitculaive.

La biosynthése de la chitine a été résolue dans le cas du cham-
pignon Neurospora crassa (GLASER et BROWN, 1957) : le transfert
des unités d’acétylglucosamine se fait & partir de I'uridine-diphos-
phate-acétylglucosamine (UDPAg) comme donneur, et est cata-
lysé par une chitine synthétase. Ce dernier enzyme n1'a pas encore
&té recherché dans I'épiderme des Insectes, mais ony a trouvé de
I'UDPAg (CAREY et WYATT, 1960, CanDY et Kiiny, 1962). Il
semble donc que on puisse admettre que la biosynthése de la
chitine chez les Insectes procéde par lintermédiaire d'UDPAg
comme chez Newrospora.

La biosynthese de la chitine cuticulaire est réalisée a chaque
mue en un temps relativement court. Une partie des matériaux
de cette synthdse est fournie par les produits de dégradation enzy-
matique de la cuticule (ZIELINSKA et LASKOWSKA, 1958). En
effet, chaque période de mue est caractérisée par la sécrétion d'un
liquide exuvial, riche en enzymes protéolytiques, en chitinases et
en chitobiases d’origine épidermique (PASSONNEAU et WILLIAMS,
1953, JEUNIAUX et AMANIEU, 1954, JEUNIAUX, 1957). Cette
sécrétion d’hydrolases par 1'épiderme est un phénomene cyclique
(Jeuwiavx, 1957, 1963) qui ne résulte pas de l'activation d'un
précurseur enzymatique inactif, mais d'une biosynthése cyclique
des enzymes sous leur forme active, probablement commandée
par les hormones de mue (JEUNIAUX, 1961). Chez le Ver a soie,
la dégradationde 1a cuticule et la résorption des produits d’hydro-
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lyse par I'épiderme sont limitées & la période de mue proprement
dite. Ces phénomeénes se déroulent au contraire pendant une
grande partie du stade nymphal, car le liquide exuvial est sécrété
dés le 3¢ jour qui suit la mue nymphale. Les variations d’acti-
vité enzymatique et de la teneur en acétylghicosamine du liquide
exuvial au cours de la vie nymphale et de la mue imaginale ont
été suivies en détail par JEUNIAUX (1963). Dans le cadre de cet
exposé, contentons-nous de souligner que 1'acétylglucosamine
résultant de la dégradation enzymatique de la chitine est en
grande partie résorbée par I'épiderme, et peut constituer une
source importante de la chitine néoformée.

D’aprés les travaux de CaNDY et K1LBY (1962) chez Schistocerca
gregaria, 11 apparait d'antre part que le glucose, libéré dans
I'hémolymphe & partir du tréhalose, est également utilisé pour la
synth¢se de la chitine cuticulaire, Aprés son absorption par les
cellules de I'épiderme, le glucose est transformé successivement
en glucose-6-phosphate, fructose-6-phosphate, glucosamine-6-
phosphate, acétylglucosamine-6-phosphate, acétylglucosamine-1-
phosphate et enfin en uridine-diphosphate-acétylglucosamine. Les
différents enzymes catalysant les étapes successives de cette voie
biosynthétique ont été mis en dvidence dans des extraits d’ailes.
La faible teneur en glucosamine et en acétylglucosamine libres
au niveau de I'hémolymphe du Ver 4 soie pendant toute la durée
du développement (JEUNIAUX, inédit) concorde bien avec cette
notion d'une fourniture de glucose aux cellules de I'épiderme et
d’une biosynthése de l'acétylglucosamine et de I'UDPAg & ce
niveau, au moment de 1'élaboration des matéraux de structure
cuticulaires, notamment de la chitine.

Le glucose fourni aux cellules épidermiques tire son origine du
tréhalose, dont la concentration dans I'hémolymphe diminue
sensiblement (fig.2). Une certaine pression de tréhalose au niveau
de I'hémolymphe est néanmoins maintenue, au prix d’une dégra-
dation du glycogéne du tissu adipeux (Zaruska, 1960 ; DucHA-
CHATEAU, JEUNIAUX et FLORKIN, 1953 ; cf. fig. 1).

Conclusions.

Les principales étapes du métabolisme des glucides chez le
Ver & soie peuvent étre résumées de la fagon suivante (fig. 1).
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Fig. 2. — Variations de la concentration du tréhalose et de l'activité de

1a tréhalase an niveau de I'hémolymphe, pendant la fin du développement
larvaire et 1e début du stade nymphal chez le Ver 4 soie (d'aprés DycHATEAU-
Bossow, Jeuxisux et FLORKIN, 1963).

—n . teneur en «glycogéne» + tréhalose, en mg de tréha-
lose /100 ml de plasma.
[Jnsmmmemmnmrmmmnmnnns O . teneur en tréhalose seul, en mg /100 ml de plasma.

1) Le glucose, le pyruvate et les autres matériaux des syntheses
hydrocarbonées sont, en grande partie, utilisés pour la synthése
de tréhalose. Le si¢ge de cette biosynthése n’est pas encore connu,
mais semble distinct du tissu adipeux. Cette voie métabolique
fopctionne seule Jorsque lalimentation est quantitativement
déficiente. En période d’alimentation mormale ou surabondante,
le pyruvate et les autres matériaux des synthéses hydrocarbonées
sont également employés par les tissu adipeux pour la synthese
de glycogéne.

2) En périodes de jedne, la concentration de I'hémolymphe
en tréhalose tend & diminuer ; le nivean de la tréhalosémie tend
3 rester constant, grice 4 la fourniture de tréhalose a partir
du glycogéne du tissu adipeux. Cette homéostasie est assurée soit
par un effet direct des variations de la concentration en tréhalose
sur lactivité des enzymes du cycle de la gluconéogenése (notam-
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ment sur la tréhalose-P-synthétase), soit par leffet d'une
régulation hormonale (hormone hyperglycémiante des corpora
allata.

3) La plupart des tissus s’alimentent au tréhalose de l'hémolym-
phe, qu’ils hydrolysent au moyen d’une tréhalase intracellulaire.

4) La glande séricigéne ne posséde pas de tréhalase. Elle ac-
complit la synthése de la soie et ses autres besoins énergétiques
a partir de diverses molécules capables de donmer du pyruvate
par dégradation, notamment & partir des acides aminés libres de
I'hémolymphe.

5) Les cellules de I'épiderme sont également dépourvues de
tréhalase. Pendant les périodes de mue, elles consomment du
glucose, libéré au niveau de I'hémolymphe a partir du tréhalose
grice a la levée de I'inbibition d'une tréhalase présente dans
I'hémolymphe.

6) Pour la synthése de la chitine cuticulaire & chaque période
de mue, 'épiderme peut utiliser non seulement le glucose libéré
au sein de I'hémolymphe, mais encore 'acétylglucosamine résul-
tant de 'hydrolyse enzymatique de la chitine de Vancien tégu-
ment sous l'action des chitinases et des chitobiases du liquide
exuvial. La sécrétion de ces enzymes par I'épiderme est un phé-

“nomene cyclique, probablement contrdlé par les hormones de mue.
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