Annls Limnol. 12 (2) 1976 : 127-138.

DONNEES HISTOPHYSIOLOGIQUES
SUR LES BIOACCUMULATIONS MINERALES
ET PURIQUES DE NOTONECTA GLAUCA L.
(INSECTE, HETEROPTERE)

par Denise LHONORE!",

Les techniques de ’histologie et de la microanalyse ont permis de localiser
les accumulations minérales et puriques dans les tissus de N. glauca, et d’en
préciser la composition élémentaire. Chez les larves, 4 partir du troisiéme
stade, de I'urate de potassium est décelable dans 1’épiderme des tergites abdo-
minaux et dans l'ceil ; de acide urique cristallisé y est mélé dans ’épiderme
tergal uniquement.

Les autres concrétions, localisées dans le tissu adipeux, dans le mésentéron,
dans les tubes de Malpighi et dans D’épiderme pigmenté des larves et des
adultes, sont dues & un dépdt de cations (Ca, K, Mg, Mn et Fe) dont une grande
partie se présente sous forme de phosphates. Ces résultats sont comparés avec
ceux obtenus sur d’autres ordres d’Insectes aquatiques (Odonates, Trichoptéres
et Coléoptéres).

Histophysiological data on mineral and purinic waste accumulations
of Notonecta glauca L. (Insecta, Heteroptera).

The simultaneous use of cytochemical techniques and X-ray spectrography
allows the localization and identification of mineral and purinic waste accu-
mulations in the organs of Notonecta glauca. During the larval instars, the
dorsal hypodermis contains potassium and calcium urates and ecrystals of
uric acid ; in the eyes there is potassium urate as well as pigments. In the
other organs, the adipose tissue, mid-gut, malpighian tubules and pigmented
hypodermis, various cations (Ca, K, Mg, Mn and Fe) are detected, most of
them are linked to phosphate concretions. The tissues of imagines contain
only mineral accumulations. Our results are compared with data obtained on
other aquatic insects (Odonata, Trichoptera, Coleoptera).

1. — INTRODUCTION

La présence de sphérules d’urate a été signalée par Poisson
(1924, 1925), dans 1’épiderme des tergites abdominaux, le tissu
adipeux et les tubes de Malpighi de Notfonecta glauca. Faute de
méthode adaptée a l'identification simultanée et élective de nom-
breux cations, la composition chimique de ces concrétions n’est
pas connue avec certitude ; la présence d’urates de sodium et
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d’ammonium (Poisson, 1925) reste a démontrer. Quant i leur
signification physiologique, elle n’a été que partiellement envisagée
a ce jour : les sels de l’acide urique seraient responsables de la
coloration blanche du tégument. Des travaux récents (Martoja,
1971 ; D. Lhonoré, 1973 ; Bayon et Martoja, 1974) ont montré
que les cellules pigmentées des yeux composés des larves d’Odo-
nates contiennent des urates ; cependant, les concrétions puriques
sont absentes des autres tissus d’insectes aquatiques holométaboles
(Phryganea varia et Agabus) alors que des accumulations miné-
rales abondantes y sont décelables. Il s’avérait donc intéressant
ae préciser la composition des sphérules de N. glauca et de recher-
cher d’éventuclles accumulations minérales, griace a l’application
conjointe des techniques de I'histologie et de la microanalyse.

2. — MATERIEL ET METHODES

Des larves et des adultes de N. glauca, récoltés dans des mares
de Corréze ct de la région parisienne, ont été inclus in foto dans
la paraffine et débités en coupes de 7 microns d’épaisseur apres
fixation au liquide de Carnoy ou aprés lyophilisation par cryo-
dessiccation.

Les colorations topographiques et les réactions histochimiques
des glucides et des protéines ont été effectuées selon les indications
du manuel de R. et M. Martoja (1967). Des coupes voisines ont
été soumises aux réactions de détection des éléments minéraux
et des déchets puriques, et a l’analyse par spectrographie des
rayons X (microsonde Cameca MS 46) ; chacune de ces réactions
et analyses a été contrélée par des tests de solubilisation différen-
tielle selon le procédé décrit par Ballan-Dufrancais et Martoja
(1971). Les techniques utilisées ici n’ont pas permis de mettre
en évidence la présence de carbonates dans les divers organes
étudiés.

Des fragments d’épiderme dorsal, prélevés in wivo, ont été
dilacérés et desséchés en étuve ; certaines piéces ont été, ensuite,
broyées et exposées aux rayons X sclon la méthode utilisée par
Ballan-Dufrancais et Fichelson (1974), tandis que d’autres étaient
destinées a I’observation au microscope électronique a balayage.

1. Nous remercions M. Serge Fichelson (Laboratoire de Physique des Sys-
témes et des Structures Biologiques de I'Université de Paris VII) qui a effec-
tué les analyses par radiocristallographie et nous a éclairé de ses conseils
pour linterprétation des diagrammes. Nos remerciements s’adresssent égale-
ment 4 M™¢ Guillaumain (Laboratoire d’Evolution des Etres organisés de I’Uni-
versité de Paris VI) pour la microscopie électronique a4 balayage.
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3. — RESULTATS

L’anatomie et I’histologie des yeux, de I’épiderme, du tissu adi-
peux, du mésentéron et des tubes de Malpighi ont été décrites par

\

Poisson (1924). Ces mémes organes ont été soumis a la micro-
analyse et les résultats sont résumés dans le tableau 1.

TaBLeEaU I. — Teneurs ponctuelles en éléments minéraux et en déchets puri-
ques des concrétions de divers organes de Notonecta glauca au cours du
développement post-embryonnaire. Les valeurs sont exprimées en nombre
de chocs par seconde par élément et par organe ; elles ne sont comparables
que pour un méme élément. Echantillons de référence (métaux ou sels)
analysés dans les mémes conditions techniques : Ca (os compact), 4000 ¢/s ;
Fe, 7000 c¢/s; Mg, 5000 ¢/s; Mn, 5000 c/s. Ces valeurs sont données a
titre purement indicatif ; les comparaisons entre les concentrations, en un
méme élément, d’un échantillon de référence et d’un méme volume de tissu,
devraient faire intervenir un facteur de correction tenant compte des phéno-
ménes physiques liés a la pénétration des élctrons dans D’échantillon, a
I’émission des rayons X par la matiére et aux interactions entre le rayon-
nement et la matiére. Pour les déchets puriques (D.P.) : —, absents ; +, pré-
sents ; + -+, abondants.

Organes D.P. Ca K Mg Mn Fe P

Jeunes larves

Cellules 4 pigments de Dceil + 80 12 0 0 0 0
Epiderme pigmenté — 30 0 0 0 0 0
Epiderme tergal abdominal o 50 10 0 0 0 0
Adipocytes — 75 0 0 0 0 50
Mésentéron — 45 0 0 0 0 30
Tubes de Malpighi - 60 0 0 0 0 80
Larves au 4¢ stade

Cellules a4 pigments de Dceil + 250 40 0 0 0 0
Epiderme pigmenté — 270 0 0 0 0 0
Epiderme tergal abdominal + 1 800 25 0 0 0 0
Adipocytes - 950 0 0 0 0 500
Mésentéron — 130 0 70 0 70 80
Tubes de Malpighi — 1500 0 80 0 80 1000
Larves au 5¢ stade

Cellules a pigments de ceil + 400 25 120 0 0 0
Epiderme pigmenté — 150 0 0 0 0 0
Epiderme tergal abdominal 4+ 1200 70 15 0 0 0
Adipocytes - 300 20 20 0 80 600
Mésentéron — 250 10 50 40 180 150
Tubes de Malpighi — 950 12 100 15 40 1000
Adultes

Cellules 4 pigments de l'ceil — 100 40 0 0 0 50
Epiderme pigmenté — 250 40 0 0 0 400
Adipocytes — 180 0 0 0 0 150
Mésentéron — 200 15 30 75 150 350
Tubes de Malpighi — 700 12 80 25 0 800
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L’ceil de N. glauca contient, dans ses cellules a pigments, du
calcium, du potassium et du magnésium dont les teneurs s’accrois-
senl au cours de la vie larvaire (fig. 1). Ces élémentis sont exempts
de phosphore minéral ; ils se solubilisent sous l’effet d’un agent
déminéralisant a I’exception du potassium. La solubilisation de ce
dernier n’est obtenue qu’aprés un traitement a I’hydrate de pipé-
razine ; chez la larve, il semble donc que le potassium soit immo-
bilisé avec des déchets puriques sous forme d’urate. A Iétat
imaginal, du phosphore minéral devient décelable, le calcium et
le potassium persistent tandis que le magnésium semble dispa-
raitre. Les composés puriques ne peuvent plus étre mis en évi-
dence par cytochimie ; il esl alors possible que le potassium parti-
cipe avec le calcium et le phosphore a la minéralisation des
pigments,

L’épiderme pigmenté des segmentis thoraciques ct des sternites
abdominaux des larves s’enrichit en calcium au cours des inter-
mues sans que l'on puisse y déceler la présence de phosphore.
L’épiderme des tergites abdominaux, normalement plat (5 4 7 mi-
crons), se dilate dés le quatriéme stade pour atteindre 30 a
50 microns d’épaisseur au cinquiéme stade lorsque ces cellules,
dépourvues de pigments, se chargent de sphérules biréfringentes
(fig. 2 et 3). Ces concrétions ont 3 a 10 microns de diamétre et
contiennent du calcium, du potassium et un peu de magnésium.
Le potassium et une grande partie du calcium sont extraits par
I’hydrate de pipérazine. Un peu de calcium el le magnésium dis-
paraissent aprés déminéralisation. Il es{ probable que le potassium
et qu’une part importante du caleium existent sous forme d’urate,
tandis que d’autres sels de calcium et de magnésium coexistent
en faible quantité. D’aprés les données de la radiocristallographie,
cet épiderme contient, en outre, un composé cristallisé dont trois
raies du diagramme de diffraction peuvent avoir pour origine
I’acide urique, un dérivé de la guanine ou un oxalate acide de
potassium. L’application des tests de solubilisation différentielle
(Lison, 1960) permet d’écarter les deux derniéres hypothéses. Le
petit nombre de raies communes avec I’échantillon témoin montre
que le composé cristallisé n’est pas parfaitement pur. Au stade
imaginal, toutes les cellules épidermiques sont pigmentées, elles
ne contiennent pas de déchets puriques, mais sculement des phos-
phates de calcium et de potassium.

Le tissu adipeux est constitué d’une catégorie cellulaire unique.
Les adipocytes larvaires, trés riches en inclusions protéiques,
conticnnent assez peu de glycogéne (fig. 4). Dans la région anté-
rieure de 'abdomen, les lobes profonds renferment des concrétions
de phosphates de calcium dés les jeunes stades. A la fin de la
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Fic. 1. — Coupe de DI'®il d’une larve de cinquiéme stade. Sous la cornée (C),
noter la présence de pigments et de concrétions minérales dans les cellules
cornéagenes et les cellules de I'iris (fleche noire), tandis que les cellules a
pigments de la rétine contiennent des concrétions puriques réfringentes
(fleche blanche). Méthode de Von Kossa (X 1200).

Fic. 2. — Tégument dans la région dorsale de I’abdomen d’une larve de cin-
quieme stade. Sous la cuticule (Cu), remarquer l’épiderme dilaté (E) par
les concrétions puriques réfringentes (fléche). Hémalun - Picro-indigo-carmin
(X 1600).

Fic. 3. — Concrétions puriques isolées aprés dilacération d’un épiderme frais
d’une larve de cinquiéme stade. Microscopie électronique a balayage (X 8 000).
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vie larvaire, la teneur en calcium diminue tandis que s’y adjoi-
gnent de nouveaux cations : potassium, magnésium et fer ferrique.
Aucun déchet purique n’est décelable dans ce tissu. Des concré-
tions de phosphates de calcium, a l’exclusion de tout autre cation,
sont contenues dans les adipocytes imaginaux, par aillecurs trés
riches en inclusions lipidiques.

Au niveau du mésentéron, ce sont les cellules cylindriques
situées a 'apex des grandes villosités (fig. 5) et surtout les cellu-
les plus basses du segment postéricur (fig. 6) qui contiennent des
concrétions formées de phosphates de calcium, de magnésium et
de fer ferrique dés les jeunes stades larvaires. Du potassium et
du manganése s’y ajoutent a4 la fin de la vie larvaire et chez
I'imago, sans que D'on puisse révéler la présence de déchets
puriques.

Les cellules de Iépithélium malpighien réagissent positivement
aux réactions de caractérisation d’anions inorganiques a partir du
troisiéme stade larvaire (fig. 7) ; le calcium, puis le magnésium
et le fer ferrique y sont présents sous forme de phosphales. Peu
de temps avant la cinqui¢éme mue, la teneur en ces sels augmente
et il y a incorporation de nouveaux cations comme le potassium
et le manganése. Tous ces éléments précipitent sur un siroma de
mucosubstances acides décelables des la troisiéme intermue ct en
I’absence de composés puriques. Dans les tubes de Malpighi des
adultes, ces accumulations minérales persistent et leur composi-
tion est également complexe. Quel que soit le stade, la lumiére
des tubes est toujours dépourvue de concrétions.

4. — DISCUSSION

Si la présence de sphérules dans les tissus de N. glauca est
connue depuis les travaux de Poisson (1924, 1925), il semble
que leur nature et leur composition soient plus variées et plus
complexe que ne le laissait supposer cet auteur. Outire [D’épi-
derme tergal de Pabdomen, le tissu adipeux et les tubes de
Malpighi alors reconnus comme sites d’accumulation, il convient
d’ajouter l'ceil, I’épiderme pigmenté et I’épithélium du mésentéron.

La nature chimique de ces accumulations peut élre rapportée
a des urates de potassium et de calcium, mais aussi 4 de I’acide
urique cristallisé et 4 des sels minéraux inorganiques. Les urales
sont localisés uniquement dans Deeil, ol ils sont distincls des
granules dc¢ pigments, et dans I’épiderme des tergites abdominaux
ou ils sont, au contraire, situés dans des concrétions contenant
en outre 'acide urique cristallisé et des sels minéraux. A la suile
des travaux de Poisson (1924, 1925), Poisson et Razet (1953) ont




Fic. 4. — Lobes du tissu adipeux abdominal d’une larve de cinquiéme stade.
Remarquer la présence de nombreuses inclusions protéiques et la faible
quantité de vacuoles de dissolution des linides. Tétrazoréaction de Danielli
(X 625).

Fia. 5. — Détail d’une grande villosité de la région antérieure du mésentéron
(Me) montrant I'accumulation de nombreuses concrétions minérales (fléche).
Larve de cinquiéme stade. Méthode de Von Kossa (X 625).

Fic. 6. — Cellules de la région postérieure du mésentéron (Me) dont les
concrétions sont trés riches en fer ferrique (fleche). Larve de cinquiéme
stade. Méthode au Bleu de Prusse (Perls) (X 750).

Fic. 7. — Sections transversales de tubes de Malpighi (TM) montrant Ile
dépo6t des concrétions minérales dans les cellules (fleche). Larve de cin-
quieme stade. Méthode de Von Kossa (X 550).
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démontré la présence d’acide urique dans les tissus de N. glauca
par les techniques de la chromatographie ; ils ont également re-
cherché l'uricase, et la faible quantité alors retrouvée permettait
a ces auteurs de douter de la destruction totale de 1’acide urique
chez cet insecte. Les concrétions des tissus des insectes étudiés
par Ballan-Dufrancais et Fichelson (1974) contiennent des déchets
puriques (urates) amorphes. Il est donc remarquable de constater
que, dans l’épiderme de N. glauca, des urates de potassium et de
calcium amorphes se trouvent mélés a de ’acide urique a D’état
cristallin. Comme le suggéraient Poisson ct Razet (1953), I'uri-
colyse n’est pas totale chez N. glauca. Ces concrétions mixtes de
I’épiderme dorsal contiennent également une trés faible quantité
de sels minéraux inorganiques, ce caractére les oppose aux cris-
taux mixtes de certains insectes terrestres (Blafella, Ballan-
Dufrancais, 1970 ; Gryllus, Ballan-Dufrancais et Martoja, 1971 ;
Pieris, J. Lhonoré, 1976) ou la proportion de sels inorganiques est
beaucoup plus importante. Les concrétions révélées dans les autres
organes sont dépourvues de déchets puriques et sont dues exclusi-
vement a la précipitation de sels minéraux principalement sous
forme de phosphates. Les techniques utilisées ne permettant pas
une détection des carbonates, la contribution de ces sels a 1’éla-
boration des concrétions n’est pas a exclure.

Les cations qui participent a I’élaboration de ces dépois sont :
le calcium, le magnésium, le manganése, le fer et le potassium ;
contrairement 4 Dinterprétation de Poisson, le sodium manque.
Le calcium est I’élément le plus répandu dans les tissus de N.
glauca, lorsque sa teneur augmente au cours de la vie larvaire,
le magnésium, le manganése et le fer "accompagnent. Ce dernier
cation a toujours été révélé sous forme ferrique dans les tissus
des insectes aquatiques, étudiés par ces méthodes. Le potassium,
généralement associé aux déchets puriques chez les insectes ter-
restres (Blatella, Ballan-Dufrancais, 1970 ; Orthoptéres, Ballan-
Dufrancgais ct Martoja, 1971 ; Calliphora, Martoja et Seureau,
1972 ; Gryllotalpa, J. Lhonoré, 1973 ; Coléopléres, Bayon et Mar-
toja, 1973, 1974, 1975 ; Dictyoptéres, Ballan-Dufrancais, 1974 ;
Pieris, J. Lhonoré, 1976), est présent sous des formes extrémement
variables chez les insectes aquatiques. Non stocké dans les tissus
de P. paria tout au long du cycle (D. Lhonoré, 1973), ce cation est
largement répandu dans les tissus d’Agabus (Bayon et Martoja,
1974) mais en faible quantité et en 1’absence de déchets puriques.
En ce qui concerne N. glauca, le potassium est présent sous forme
d’urate dans les yeux et I’épiderme tergal des larves, mais il parti-
cipe aussi a I’élaboration des conrétions minérales du tissu adi-
peux, du mésentéron et des tubes de Malpighi des larves Aagées
et des adultes. Une distribution analogue de cation a été signalée
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dans la larve de Gomphus (Martoja, 1971) sous forme d’urate dans
I';eil, de phosphates dans le tissu adipeux et associé aux pigments
de la corbeille branchiale. Ainsi selon les groupes d’insectes aqua-
tiques étudiés, le dépot de potassium semble donc étre en rapport
avec les modalités de l’excrétion azotée : élimination sous forme
diffusible (P. varia) ou bien précipitation dans des concrétions
minérales (Agabus). Chez les hétérométaboles Gomphus et N.
glauca, les deux modalités sont représentées. Dans le cas de N.
glauca, il apparait méme que les anions inorganiques supplantent
les déchets puriques dans le piégeage de ce cation des la fin de
la vie larvaire et chez I'imago (fig. 8).
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Fic. 8. — Evolution de la teneur ponctuelle en potassium dans les concrétions

des divers organes au cours du développement post-embryonnaire.

1. dans les organes contenant des déchets puriques.

2. dans les organes contenant des concrétions minérales.

En ordonnées : nombre de chocs/seconde ; en abscisses : les divers stades.
1, 1, 1, : 3¢, 4¢ 5 stades larvaires ; i : stade imaginal.

O : il ; E.t.a : épiderme tergal de ’abdomen ; E.p.: épiderme pigmetné ;
C.G. : corps gras ou tissu adipeux ; Mes. : mésentéron; T.M.: tubes de
Malpighi.

Les données de la biochimie (Poisson et Razet, 1953 ; Razet,
1961) avaient montré la présence d’acide urique et d’allantoine
dans les tissus de N. glauca, mais en teneurs moins importantes
que chez les insectes lerrestres. Si I’excrétion azotée s’effectue
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surtout sous forme soluble chez les deux holométaboles P. varia
et Agabus, il apparait que dans le cas de N. glauca, cette excrétion
sous forme soluble s’accompagne néanmoins d’une précipitalion
purique chez les larves.

L’absence de remaniements aussi importants que ceux subis par
les tissus des insectes holométaboles au cours de la métamor-
phose, est soulignée ici par une augmentation réguliére des
teneurs en éléments minéraux et par un enrichissement qualitatif
des concrétions tout au long de la vie de l'insecte. Par rapport a
P. varia (D. (Lhonoré, 1973), les concrélions apparaissent plus t6t
dans les organes et il n’y a pas d’opposition aussi nette entre les
accumulations des organes larvaires ct celles des imagos. Lorsque
les teneurs en certains éléments diminuent chez I'imago, il n'y a
pas disparition compléte des concrétions comme dans le tissu
adipcux ou le mésentéron des Trichoptéres. Toutefois, la proges-
sion des tencurs cn éléments minéraux, dans les tubes de Malpighi
et dans le mésentéron est plus lente chez les insectes aquatiques
que chez les insectes terrestres.

Chez les insectes aquatiques, parmi les facteurs exogénes sus-
ceptibles d’influencer les bioaccumulations, I’alimentation ne sem-
ble pas exercer une influence directe sur la variété et la teneur
des cations accumulés (Ca, K, Mg, Mn et Fe). On peut noter
cependant que les especes, dont les différentes écophases ont un
régime alimentaire identique, présentent des accumulations variées,
en particulier dans le mésentéron, tout au long du développement
et de la vie imaginale. Ceci s’applique aux larves et aux adultes
de N. glauca et d’Agabus, vivant dans un méme milien et ayant
un régime carné. Le cas cst fort différent pour Phryganea varia,
dont le mésentéron est riche en concrétions minérales pendant
la prénymphose en milieu aquatique, tandis qu’il en est dépourvu
chez les nymphes et les imagos ; de plus dans ce cas précis, vient
s’exercer l'influence du passage de linsecte du milicu aquatique
au milieu aérien. Malgré la disponibilité en eau, N. glauca accu-
mule des sels minéraux ct des déchets puriques, ces derniers pen-
dans la vie larvaire uniquement ; Pinfluence du milieu parait
moins nette que chez P. varia et chez Agabus. Ces trois inscetes
stagnicoles représentent donc trois exemples différents d’excrétion
en milieu aquatique, que ce soit par une accumulation définitive
dans les tissus, ou par un stockage provisoire avant un rejet ou
une redistribution des cations. Les particularités qui les distin-
guent, reposent sur ’absence totale ou particlle de déchets puri-
gues sclon les stades, sur les rapports entre la présence de potas-
sium et celle des déchets puriques, et sur la redistribution des
accumulations minérales dans les différents organes en relation
avec I'importance des remaniements qui précédent le passage a la
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vie imaginale. Ainsi, d’aprés les résuliats obtenus jusqu’ici, la
disponibilité en eau semble donc cxercer une influence variable
sur le métabolisme hydrominéral et purique, selon les écophases
et les groupes d’insectes aquatiques.
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