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LE PENNEC, M., MARTINEZ, J.-C., DoNvAL, A., HERRY, A., and BENINGER, P. 1992. Enzymologie du tractus digestif de la
modiole hydrothermale Bathymodiolus thermophilus (Mollusque Bivalve). Can. J. Zool. 70: 2298 -2302.

Chez le Bathymodiolus thermophilus, les bactéries chimioautotrophes présentes dans les bactériocytes branchiaux consti-
tuent une source de nutriments pour le bivalve. Cet apport nutritif s’ajoute a celui fourni vraisemblablement par le tractus
digestif dont la structure et la cytologie sont indentiques a celles des autres bivalves, mais pour lequel aucune étude enzymolo-
gique n’avait encore été réalisée. Afin de combler cette lacune, des tests enzymologiques et histoenzymologiques ont été app-
liqués sur les différentes régions de ce tractus : palpes labiaux, oesophage, estomac, glande digestive, intestin et rectum. Les
résultats obtenus témoignent d’activités enzymatiques variables. Parmi les 33 enzymes étudiées, les osidases, présentes princi-
palement dans la glande digestive et I’estomac, sont les plus actives. Elles permettraient une alimentation microphage ayant
pour origine I’environnement immédiat de ce bivalve et la zone photique. Les phosphatases acides, présentes dans toutes les
régions du tractus, sont les témoins d’une digestion intracellulaire des nutriments, tandis que les phosphatases alcalines,
principalement dans le glande digestive et 1’estomac, sont responsables de phénomeénes d’absorption. Ainsi, grace a son
équipement enzymatique, le tractus digestif du B. thermophilus peut intervenir dans I'ingestion et la digestion de particules
nutritives d’origines diverses pour une part qu’il est cependant difficile de quantifier.

LE PENNEC, M., MARTINEZ, J.-C., DoNVAL, A., HERRY, A., et BENINGER, P. 1992. Enzymologie du tractus digestif de la
modiole hydrothermale Bathymodiolus thermophilus (Mollusque Bivalve). Can. J. Zool. 70 : 2298 —2302.

Although the structure and ultrastructure of the digestive tract of the hydrothermal vent mytilid Bathymodiolus thermophilus
conform to those of other bivalves, enzymological data are lacking. To address this question, digestive enzyme assays and
histoenzymological tests were performed on different regions of the digestive tract: labial palps, oesophagus, stomach, diges-
tive gland, intestine, and rectum. Carbohydrases, mainly present in the digestive gland and the stomach, were the most active
of the 33 enzymes studied. These enzymes would allow substantial digestion of particles from the immediate environment
as well as those descending from the photic zone. Acid phosphatases present in all the compartments of the digestive tract
indicate intracellular digestion, whereas alkaline phosphatase activity, mainly in the digestive gland and the stomach, demon-
strates absorption phenomena. We conclude that, in addition to the nutrient supply furnished by chemoautotrophic bacteria
in the gill bacteriocytes, the digestive tract is functional and provides at least some of the nutritive requirements of this species.

Introduction

Au cours de la précédente décennie, de nombreuses études
ont été consacrées a la connaissance des principales fonctions
biologiques de la modiole hydrothermale Bathymodiolus thermo-
philus. Une des premitres questions soulevées concernait sa
nutrition (Corliss et Ballard 1977; Lonsdale 1977; Rau et
Hedges 1979; Turekian et al. 1979), et des réponses ont été
fournies grice aux résultats d’analyses isotopiques (Rau 1981;
Williams et al. 1981), enzymatiques (Felbeck et al. 1981;
Felbeck et Somero 1982) et cytologiques (Le Pennec et al.
1983; Le Pennec et Hily 1984; Kenk et Wilson 1985; Hily
et al. 1986; Fiala-Médioni er al. 1986). C’est ainsi que le role
nutritionnel de la branchie a été démontré en raison de sa capa-
cité a dégrader des bactéries chimioautotrophes présentes dans
les bactériocytes fournissant ainsi des métabolites nécessaires
au développement des divers tissus du bivalve (Williams ez al.
1981; Felbeck et al. 1983; Cavanaugh 1985).

En parallele, des recherches réalisées sur 1’appareil digestif
du B. thermophilus ont révélé une structure générale et une
histologie analogues a celles classiquement décrites chez les
bivalves, qu’ils soient marins, littoraux ou profonds, ou
dulcicoles (Hily et al. 1986). En revanche, chez le Calyp-
togena magnifica, autre espéce dominante des sites hydro-
thermaux de la ride orientale du Pacifique, le tractus digestif,
réduit, ne semble pas adapté au transfert de particules nutri-
tives en quantité suffisante pour assurer la nutrition de I’espece
(Fiala-Médioni et Métivier 1986). Cependant, selon Morton
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(1986), le tractus digestif de ce bivalve pourrait participer a la
dégradation de bactéries, nombreuses dans |’environnement
des évents. Chez le B. thermophilus, 1a présence d’un matériel
abondant et hétérogene dans le tractus digestif laissait penser
que celui-ci jouait également un roéle dans !’ingestion et la
dégradation de nutriments (Le Pennec et Prieur 1984; Le
Pennec 1988). C’est pour vérifier cette hypotheése que nous
avons tenté de mettre en évidence 1’équipement enzymatique
des diverses composantes du tractus digestif.

Matériel et méthodes

Les modioles ont été prélevées par le submersible frangais Nautile
durant la campagne franco-américaine Hydronaut, en novembre
1987, sur le site Est Pacifique de 13° de latitude nord, par 2600 m
sous le niveau de la mer.

Des leur remontée a bord du navire le Nadir, elles ont été dissé-
quées et congelées a I’azote liquide avant d’étre conservées au con-
gélateur 2 —80°C jusqu’a leur analyse au laboratoire.

Les techniques enzymologiques et histoenzymologiques utilisées
sont présentées aux tableaux 1 et 2. Dix-neuf activités enzymatiques
ont été recherchées suivant la méthode de Plantevin et Nardon
(1972), commercialisée sous le nom d’« apizym ». Les substrats
utilisés sont des esters de naphtol ou d’une naphtylamide. L’enzyme
libére, par hydrolyse, un naphtol ou une naphtylamide qui, couplé
avec un sel de diazonium, produit une réaction colorée. Les nombres
1 a 8, correspondant a une gradation de coloration, traduisent I’acti-
vité plus ou moins grande des enzymes. Ces tests enzymatiques ont
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TABLEAU 1. Tests apizym dans diverses régions du tractus digestif et dans la branchie du
B. thermophilus

Organe

Oesophage

Glande
digestive

Estomac Rectum Branchie

a-Fucosidase
a-Galactosidase
B-Galactosidase
«-Mannosidase
a-Glucosidase
B-Glucosidase
N-Acétyl-B-glucosaminidase
B-Glucuronidase
a-Chymotrypsine
Trypsine

Cystine arylamidase
Leucine arylamidase
Valine

Estérase

Estérase lipase
Lipase

Phosphatase acide
Phosphatase alcaline
Phosphoamidase
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TaBLEAU 2. Méthodes histoenzymologiques appliquées au tractus digestif et a la branchie du B. thermophilus

Organes
Palpes Glande
Enzyme Branchie labiaux Oesophage digestive Estomac Intestin Rectum Méthodologie

Protéase - - / - / - - Chrétien 1965
Leucine aminopeptidase + + / / / + + Moore et al. 1980
Chymotrypsine - - / - / - - Lagunoff 1967
Trypsine - - / — / - - Glenner et Cohen 1960
Amylase - - / - — + + Shear et Pearse 1963
Cellulase + + + + + + + Arnould et Bouchez-Declouz 1978
Laminarinase + - + + + + Arnould et Bouchez-Delcouz 1978
Chitinase + + / + / + + Arnould et Bouchez-Declouz 1978
D-Glucosidase - - / - / - - Rutengurg et al. 1959
p-Glucosidase - - / - / - - Seligman et al. 1954
N-Acétyl-glucosaminidase - - / + / - + Moore 1976
B-Glucuronidase — - / + / — - Moore 1976
Phosphatase acide + + / + / + + Grogg et Pearse 1952 dans

Gabe 1968
Phosphatase alcaline - - / + / + - Gomori 1952
Estérases non spécifiques + + / + / + + Burstone 1956 dans Gabe 1968

Nota : +, présence d’enzyme; —, absence d’enzyme; /, non testé.

été réalisés sur divers organes du tractus digestif : oesophage, glande Résultats

digestive, estomac et rectum, et sur la branchie, par comparaison.

Les méthodes histoenzymologiques d’empreintes (tableau 2) utili-
sant I’action directe du cryodécapage sur un film de substrat ont
permis la recherche des protéases, de 1’amylase, de la cellulase, de
la chitinase et de la laminarinase. La cellulose et la chitine ont été
rendues solubles par carboxyméthylation. Les méthodes histo-
enzymologiques de précipitation (tableau 2) ont été utilisées pour la
recherche des enzymes suivantes : leucine aminopeptidase, chymo-
trypsine, trypsine, a-D-glucosidase, N-acétyl-glucosaminidase, 3-glu-
curonidase, phosphatase acide, phosphatase alcaline et estérases non
spécifiques. Les tests histoenzymologiques ont porté sur les palpes
labiaux, I’oesophage, la glande digestive, I’estomac, I’intestin, le
rectum et la branchie qui participe a la dégradation de métabolites
carbonés (Felbeck er al. 1983).

La plupart des enzymes recherchées par les tests apizym
sont présentes dans le tractus digestif de la modiole & ’excep-
tion de la chymotrypsine et de la trypsine (tableau 1). D’autres
sont faiblement révélées, comme la cystine arylamidase, tandis
que la galactosidase I’est uniquement dans la glande digestive,
et la lipase seulement dans I’estomac. En revanche 1’a-fucosi-
dase, la 3-galactosidase, la 3-glucuronidase, la leucine aryla-
midase, la valine, I’estérase, 1’estérase lipase et la phosphatase
acide sont fortement révélées dans toutes les composantes du
tractus digestif. L’a-mannosidase, 1’a-glucosidase, la phos-
phatase alcaline et la phosphoamidase sont surtout présentes
dans la glande digestive et 1’estomac.



Can. J. Zool. Downloaded from www.nrcresearchpress.com by Depository Services Program on 09/16/14
For personal use only.

2300

Les tests enzymatiques réalisés sur la branchie donnent sen-
siblement les mémes résultats que ceux obtenus sur le tractus
digestif. Cinq enzymes sont absentes : I’«a-D-galactosidase, la
B-glucosidase, ’a-chymotrypsine, la trypsine et la lipase.
Quatre autres, ’a-fucosidase, la §-galactosidase, la phospha-
tase acide et la phosphoamidase sont abondantes.

Les tests histoenzymologiques mettent en évidence de nom-
breuses enzymes réparties tout au long du tractus digestif
(tableau 2). Ils confirment la présence de la N-acétyl-gluco-
saminidase et de la 3-glucuronidase dans la glande digestive,
des phosphatases acide et alcaline et des estérases non spéci-
fiques dans la glande digestive et l’intestin ainsi que dans
les branchies pour les deux derniers types d’enzymes. L’a-glu-
cosidase n’a pu étre détectée. Ils confirment également 1’absence
totale de protéases telles que la chymotrypsine et la trypsine,
y compris dans les branchies. La leucine aminopeptidase est
toutefois active dans I’intestin et le rectum. Enfin, ces tests
indiquent que la cellulase, la laminarinase et la chitinase sont
présentes tout au long du tractus digestif et aussi dans les
branchies. Seule I’amylase n’est décelable que dans ’intestin
et le rectum.

Discussion

Depuis les travaux de Yonge (1926) qui a formulé la
premicre interprétation de la digestion chez les mollusques
bivalves, divers schémas nutritionnels ont été proposés, notam-
ment par Owen (1966), Purchon (1971) et Morton (1983).
Bien que les résultats obtenus varient selon I’environnement et
les conditions de nutrition des espéces étudiées, ils mettent
en évidence des caractéres communs de la digestion chez les
bivalves et précisent le role des différentes régions du tractus
digestif.

Chez le B. thermophilus, la structure générale et 1’histologie
ne different guere de celles des bivalves profonds, non inféodés
a I’écosysteme hydrothermal profond, sauf par son intestin qui
ne présente aucune circonvolution. Dans les tubules de la
glande digestive, les deux types cellulaires décrits par Owen
(1970) sont également présents : la cellule digestive responsable
de la digestion intracellulaire et la cellule basophile sécrétrice
(Hily et al. 1986).

L’examen de contenus stomacaux au microscope électro-
nique a balayage révele une abondance et une variété de parti-
cules plus ou moins identifiables (Le Pennec et Prieur 1984;
Le Pennec 1988). Des organismes en décomposition en
provenance de la zone photique, dont des frustules de dia-
tomées, ainsi que des bactéries et des petits organismes
benthiques hydrothermaux ou non parviennent sur les sites
actifs d’hydrothermalisme par le jeu des courants d’advection
(Lonsdale 1977).

Les études enzymologiques et histoenzymologiques confir-
ment ’existence de la digestion intracellulaire et extracellu-
laire dans le tractus alimentaire du B. thermophilus. Bien que
de structure différente, selon les régions du tractus digestif,
I’épithélium de revétement est le siege d’activités enzyma-
tiques variées. Bien qu’il ne s’agisse que d’une premiere étude,
plusieurs enzymes ont été détectées avec un site d’action
majoritairement intracellulaire. Les activités enzymatiques
décelées par histochimie concernent en majorité des osidases.
Par ailleurs, aucune activité protéolytique n’a été décelée par
les techniques d’empreintes. De méme, nous n’avons pas
obtenu de résultats positifs pour la trypsine et la chymotrip-

CAN. J. ZOOL. VOL. 70, 1992

sine, alors que cette enzyme a été mise en évidence chez un
certain nombre de bivalves (Reid 1978). Il serait intéressant de
rechercher des enzymes de type cathepsine chez le B. ther-
mophilus. 1l est généralement admis que, chez les bivalves,
ces peptidases intracellulaires assurent la dégradation des pro-
téines (Reid 1972; Reid et Rauchert 1976).

Les phosphatases acides, marqueurs cytochimiques des
lysosomes, sont toujours associées aux tissus impliqués dans
un transfert actif (Lawrence 1982; Hily 1983; Lubet er al.
1987) et assurent une digestion intracellulaire. Les phospha-
tases alcalines, impliquées dans les processus actifs de transport
membranaire (Posen 1967), refletent d’importants phéno-
menes d’absorption dans la glande digestive, I’estomac et
I’intestin.

La -glucuronidase de la glande digestive permettrait le pas-
sage du glucose dans le métabolisme cellulaire. De la méme
fagon, 1’a-D-glucosidase, active dans ’estomac et la glande
digestive, rendrait possible [’utilisation du glycogene de réserve
par le bivalve hydrothermal.

L’activité cellulolytique observée, y compris dans la branchie,
confere au bivalve I’aptitude a dégrader les parois squelet-
tiques de certaines algues. La cellulase est également capable
d’hydrolyser la laminarine des algues.

Les chitinases permettent la dégradation de la chitine des
crustacés toujours abondants sur les sites hydrothermaux
actifs. La N-acétyl-glucuronidase jouerait le méme role, tout
en hydrolysant les parois des bactéries également nombreuses
dans I’environnement de la modiole.

L’équipement enzymatique de la glande digestive et de
I’estomac du B. thermophilus ne differe donc pas de celui des
especes littorales comme 1’ Ostrea edulis, le Crassostrea angu-
lata (Mathers 1973), le Mytilus edulis (Moore et al. 1980) et
le Crassostrea gigas (Boucaud-Camou et al. 1985). De ce fait,
les particules qui pénétrent dans 1’estomac et dans les canaux
de la glande digestive subissent une premiere digestion et sont
partiellement assimilées. Puis, les résidus de la digestion et les
particules non dégradables parviennent dans 1’intestin.

Plusieurs auteurs dont Zacks (1955), Reid (1966), Payne
et al. (1972), Purchon (1971), Mathers (1973) et Teo et
Sabapathy (1990) ont montré, grice a des analyses enzymolo-
giques et histoenzymologiques qu’il existe une digestion extra-
et (ou) intra-cellulaire dans I’intestin des bivalves. Cependant,
cette digestion pourrait étre due aux enzymes présentes dans
les cellules épithéliales ou libérées par ces derniéres ou par des
bactéries présentes dans la lumiére intestinale. Récemment, Le
Pennec er al. (1991, 1992) ont souligné que 1’épithélium intes-
tinal du Pecten maximus intervient dans les processus géné-
raux d’absorption et de digestion des métabolites, en liaison
étroite avec la gonade. Chez le B. thermophilus, bien que
'intestin soit de courte longueur, 1’équipement enzymatique
permet de poursuivre la digestion de substances directement
assimilables, prédigérées dans les tubules digestifs et I’estomac.

Ainsi la place particuliere occupée par le B. thermophilus
dans I’écosystéme hydrothermal est confirmée par sa capacité
a récupérer 1’énergie nutritionnelle a la fois par sa branchie
et son tractus digestif. Une déplétion de '3C de —32,7 a
—33,6% dans les tissus (Rau et Hedges 1979) suggérait une
alimentation en majeure partie dépendante des bactéries intra-
branchiales. En dehors de cette voie nutritionnelle impliquant
la branchie, il faut considérer que le tractus digestif capable
d’ingérer divers nutriments intervient aussi dans la nutrition
du bivalve.
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