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Recu le 26 mai 1959,

COMPOSANTE AMINOACIDE DES TISSUS,
CHEZ LES CRUSTACGCES.

I. — COMPOSANTE AMINO-ACIDE DES MUSCLES
DE CARCINUS MAENAS L. LORS DU PASSAGE DE L’EAU
DE MER A L’EAU SAUMATRE ET AU COURS DE LA MUE

PAR

Gh. DUCHATEAU, M. FLORKIN et Ch. JEUNIAUX
(Lnstilul Léon Iredericq, Biochimie, Université de Litge)

Duchdreau et Frorkin (1956), dans une publication préli-
minaire, onl précisé que, chez les Cruslacés euryhalins, tels que
Eriocheir sinensis et Carcinus menas « la concentration intra-
cellulaire des acides aminés non protéiques est l'objet d'une’
régulalion dépendant de la concentration du milieu extérieur.
Les elfets osmotiques de celte régulation s’opposent aux mou-
vements d'eau entre cellules el milieu intérieur qui résulteraient
des varialions de concentralion de ce milieu ». DucuATEAU et
Frorkin (1955), dans le cas d'Eriocheir sinensis, ont montré
que la somme des concenlrations des 15 acides aminés dosés
par eux esl approximativement deux fois plus élevée dans les
muscles des crabes vivanl dans I'eau de mer que dans ceux des
crabes vivant dans I'ean douce. Celle variation considérable de
la composante amino-acide trés élevée des muscles du crabe
chinois, chez lequel, comme on le sait depuis longlemps
(ScuoLLes, 1933) le degré d’hydratation des muscles est 4 peu
prés le méme dans I'eau de mer et dans I'eau douce, ne laisse
aucun doute sur I'importance de celle variation, qui est réver-
sible, et qui ne peut dépendre que d’une modification active,
el non d'une variation d’hydratation. L’importance de cette
modification dans 'osmorégulation cellulaire a été soulignée a
diverses reprises par l'un des auteurs (Frorkin, 1955, 1957).
L’importance de la variation de la composante amino-acide des
muscle de la moule Mytilus edulis L. dans son adaptalion cellu-
laire aux conditions réalisées dans I'eau saumitre a été depuis
lors mise en évidence par Porrs (1958). D’autre part, utilisant
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une préparation de fibres musculaires de Carcinus menas,
Suaw (1958) a montré que la composante amino-acide de la
fibre musculaire (mesurée par le dosage de l'azote w-aminé)
contribue pour prés de la moitié a la concentration osmolique
iutracellulaire. Lorsque les animaux sonl adaptés a l'eau sau-
métre (eau de mer & 40 p. 100), 'abaissemenl réversible de la
teneur en acides aminés est plus grand que celui qu’explique la
legére diminution d’hydratation des fibres, laquelle rend cepen-
dant compte de la faible modification de concentration des
constituants inorganiques.

Depuis plusieurs années, dans notre laboratoire, des éludes
onl été poursuivies sur les variations, dans diverses circons-
tances, de la concentration d’une série de constituants de la
composanle amino-acide des tissus de Crustacés. Le fail que
ces animaux présentenl des valeurs élevées de la composanle
amino-acide des tissus (CAMIEN, SARLET, DucHATEAU el
Frorkix, 1951) el le fail que chez des espéces euryhalines comme
Carcinus meenas et Eriocheir sinensis des variations considérables
de la concentralion de la composante amino-acide interviennent
en empéchant des variations des teneurs des cellules en électro-
lytes et en eau, rendenl désirable une étude des modificalions,
dans diverses conditions, non seulement de la concentration
globale de la composante amino-acide mais encore de la concen-
tration des divers acides aminés qui la constituent. L’augmen-
tation el la diminution de la concentration des acides aminés
libres peuvent étre la conséquence de variations du transport
actif d’acides aminés au niveau de la frontiére séparant le milieu
intérieur de la fibre musculaire. Elles peuvent aussi résuller de
la décomposition et de la resynthése d'une ou de plusieurs
protéines labiles, de 'abandon et de la reprise de I'un ou l'autre
acide aminé particulier par une macromolécule protéique, ou
encore de la synthese et de la dégradation de tel ou tel acide
aminé dans le cadre du métabolisme intracellulaire des acides
aminés eux-mémes. 1l est done important de considérer au niveau
des différents acides aminés qui en sont les constituanls, les
variations de la composante amino-acide des tissus de Crustaces,
dans des circonstances diverses faisant varier, qualitativement
ou quantitativement, cetle composante. Dans ce premier
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mémoire, nous examinons les variations des constituants de la

composante amino-acide des musecles de Carcinus manas :

“Jo Jors du passage de 'eau de mer & l'eau saumétre (eau de mer

4 B0 p. 100) '

el 20 pendant les périodes de variation de la pression osmo-

tique du liquide cavilaire accompagnant lexuviation, au

cours de la mue normale en eou de mer.

1. — Préparation des homogénats tissulaires
et dosage des acides aminés

- Les muscles des pattes locomotrices des crabes sont prélevés
‘au scalpel, essorés rapidement sur papier filtre, pesés sans delai
‘pour Ja détermination des poids frais, et aussitdt e¢bouillantés.
Aprés avoir été laissés pendant 10 minutes dans I’eau bouillante,
Tes muscles sont homogénéisés au moyen d’un mixer et les homo-
“génats soumis 4 la dialyse contre eau distillée pendant 24 heures
-4 420 C. Les dialysats soat hydrolysés par ébullition & reflux
~en présence de HC1 6N el quinze acides aminés sont déterminés
par les méthodes microbiologiques utilisées dans notre labo-
" ratoire (voir DUcHATEAU et FroRkiN, 1954). La teneur du sang
en acides aminés libres étant faible par rapport a -celle des
cellules musculaires, la présence du liquide extracellulaire des
muscles n’introduit qu'une erreur négligeable. Les dosages ayant
porté sur des dialysats hydrolysés, les valeurs indiquées dans le
cas de l'acide aspartique et de 'acide glutamique correspondent
2 la somme de ces acides a état libre et & P’état de leurs composés
dialysables {amides).

Dans 'une des expériences, les poids secs et la teneur en azote
(Kjeldahl) rapportée au poids sec et au poids frais des muscles
ont été déterminés.

2, — Variations des constituants
de ‘ia composante amino-acide des muscles
lors du passage de 1’eau -de mer a 1’eau saumaitre

A. — MATERIEL

Les crabes ont été. capturés dang la mer du Nord (littoral
belge) en décembre 195D, Ils étaient tous en dehors des périodes

de mue, et ont été conservés en aquarium d’eau de mer pendant
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quelques jours jusqu’a adaptation & ce milieu. Un lob de ces
crabes a 6té ensuite transféré dans de I'eau saumétre (1 volume
d’eau de mer + 1 volume d’cau douce) et y a séjourné pendant
2 4 3 semaines, avant le prélévement des muscles.

B. — RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats sont rassemblés dans le tableau I qui montre
I’abaissement, de la somme des 15 acides aminés chez les crabes
adaptés a I'eau saumétre. Comme le montre le tableau II, la
faible dilution du liquide intracellulaire n’explique que 8 p. 100
environ de la chute de concentration de la composante amino-
acide. D’autre part, il ressort du tableau II que 87 p. 100 de
l'abaissement de celte composante non expliqué par la dilution
résultent de la trés forte variation en valeur absolue des concen-
trations de trois acides aminés, I'acide glutamique (v compris
Ja glutamine), le glycocolle et la proline, la diminution en valeur
absolue des concentrations de 'alaniue, de 'arginine et de 'acide
asparlique Lotal ne contribuant cue pour une part beaucoup
moindre & I'abaissement du niveaun de la composante amino-

acide.

3. — Variation de la composante amino-acide
des muscles au cours du cycle de mue et d’intermue

A. — MATERIEL

Les crabes ont élé capturés au début d’avril 1958, sur les
odtes normandes de la Manche et ramenés au laboraloire, ol les
diftérents stades furent sélectionnés. Les individus ont été éleves
isolément dans de petils bacs (contenance : 750 ml.) alimentés
par de 'eau de mer bien oxygénée; le débit unitaire était de
7 a 10 litres a4 'heure.

Les crabes onl été nourris quotidiennement de moules ou de
poisson crus excepté les stades voisins de la mue. Un premier
lot de crabes a été utilisé 8 a 15 jours aprés la récolte, un autre
a 6té éludié aprés une captivité de 4 & b semaines.

Avant le prélevement des muscles, le stade du cycle de mue
a été repéré d’apreés les critéres de DRACH (1939). Nous rappe-

TaBLEAU 1. — Acides aminés dans les dialysals hydrolysés de muscles de Carcinus msenas L.

au cours de I'adaplation & Ieau saumdire (mg. p. 100 g de tissu frais)
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La diminution du total des concentrations des 15 acides aminés,
considérés dans les tableaux TIT et IV, au cours de I'exuviation,
est de 17.55 p. 100 el de 26.75 p. 100 respectivement pour cha-
cune des deux séries d’expériences. Ce phénomeéne est rapide :
entre les étapes Dy et A;, ou entre les étapes D, et A,, il ne
s’écoule pas plus de 48 heures,

Cette variation de concentration de la composante amino-
acide intracellulaire est un des aspects de la régulation accom-
pagnanl le phénomeépe de la mue, en réponse a la diminution de
pression osmotique du liguide cavitaire qui se produil au moment
de T'exuviation (1). Au cours de la mue, on n’observe pas de
modification du degré d’hydratation des muscles : si on compare
en effet le rapport de 'azote total au poids de tissu frais et an
poids de substances séches des différents échantillons de muscles,
prélevé & divers stades, on ne constate pas de différence signifi-
cative {tableau II1I).

2. — De l'examen des tableaux III et TV, il ressort d’autre
part que, parmi les acides aminés contribuant 4 la variation de
la composante amino-acide intracellulaire, I'alanine, Targinine,
les acides aspartique et glubtamique et la proline jouent un role
prépondérant. Au cours de la premiére expérience (animaux
fraichement capturés : tableau LII), toutes les valeurs obtenues
pour les stades postexuviaux sont inférieures 3 celles des stades
préexuviaux, dans le cas de I'arginine, de l'acide aspartique et
de I"acide glutamique. L’alanine el la proline, & 'exception d’une
ou deux valeurs, donnent lieu a4 la méme observalion.

Les résultals obtenus au cowrs de la deuxitme expérience
{animaux conservés en captivité : tableau 1V) semblent moins
réguliers en ce qui concerne les variations de concenlration de
Parginine et de l'acide aspartique intracellulaires, mais con-
firment les conclusions précédentes au sujet de l'alanine, de
l'acide glutamique et de Ia proline. Le tableau V, qui Fait état

('} Au cours de l'exuviation, le crabe sugmente rapiderent de volume, par
absorption d'une quantité de liquide qui serail égale 4 10 lois le volume du liquide
cavitaire. Dracu {1939) admet que ce liguide a la méme composition saline que
Peau de mer; la composition cn ions inorganiques du liguide cavitaire ne serait
donc pas sensiblement modifiée ; la concentration ¢n substances organiques, par
contre, diminue fortement, comme 'alteste la mesure de l'indice de réfraction du
liquide cavitaire par rapport 4 'eau de mer an cours des différents stades pré- ok
postexuviaux {Dracn, 1939, p. 264).
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'_ABLEAU V. — Coniribution de Pacide glutamique lofal el de proline
“'q la chule postexuviele de la composante amino-acide intracellulaire
Moyenne = mg. p. 100 g. de tissu frais

Stades Stades en 9%
pré- post- Diftérence |de la chute
exuviaux | exuviaux totale

Expérience t
= {voir tableau Il
Somme des 15 acides

Soaminés L. 3986.9 3287.1 —699.8 100 9% -
Ac. glutamique Lotal . 717.8 491.8 —226.0 32.3 9%
Proline ............. 891.2 707.5 —183.7 26.2 %

Expérience 2
{voir tableau IV)
Somme des 15 acides

, aminds ........... 4097.0 3000.7 —-1096.3 100 %
Ac. glutamigque total . 491.2 253.8 —237.4 21.6 %
Prolitte ............. 1456.1 947.0 —509.1 46.4 9%,

de valeurs moyennes calculées d’apres celles des tableaux 11T
et TV, montre que la contribution de la sommne de l'acide gluta-
mique total et de la proline a la chute postexuviale de la compo-
sante amino-neide correspond en moyenne a 58.5 p. 100 et a
68 p. 100 de celte chute, respectivement dans les deux séries
d’expériences.

3. — Les tahleaux I1] et 1V ne font pas apparailre d’abaisse-
ment de la concentration du glycocolle dans les stades post-
exuviaux, par comparaison avec les stades préexuviaux,

4. — Conclusions

Chez Carcinus menas, la régulation intracellulaire de la
composante amino-acide empéchant les mouvements d’électro-
Iytes et d’eau entre cellules et liquide extracellulaire lorsque la
concenlration osmolique de ce dernier esk modifiée par suite de
Padaptation de Ianimal & Peau saumdétre, résulle principalement
de la diminution de concentration de l'acide glutamique total
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(acide glutamique + glylamine), du glucocolle el de la proline.

Le phénomeéne de régulation intracellulaire par modification
de la composante amino-acide n'est pas mis en jeu uniquement
lors du passage de Carcinus manas de 'ean de mer & leau
saumétre. Méme quand animal est maintenu dans I’'eau de mer,
la composante amino-acide inlracellulaire joue un réle régulateur
de la leneur en eau des muscles, laquelle ne se modifie pas au
cours de la mue, en particulier lors de la diminulion de pression
osmotique du liquide cavitaire qui accompagne I'exuviation.
L’acide glutamique total et la proline apparaissent comme jouant
un role prédominant & celle période, tandis que le glycocolle
ne parail pas intervenir. La parl importante jouce par I'acide
olutamique lotal (acide glutamique + glulamine) et par la
proline dans la régulation intracellulaire aussi bien dans Ja mue
que dans P'adaptation & I'eau saumétre suggeére que les modi-
fications de la composanle amino-acide assurant le maintien de
la composition inorganique des cellules en présence de modifi-
cations de la pression osmotique du liquide qui les baigne relevent
en ordre principal d’une régulalion au niveau du métabolisme
intracellulaire de ces acides aminés.

Ces observations ameénent aussi a formuler Uhypothése selon
laquelle le mécanisme qui assure & un Cruslacé euryhalin la
possibilité de s’'adapter & un milieu aqualique plus ou moins
dilué par rapport a l'eau de mer dépend, d’une part des possi-
bilités plus ou moins grandes d’osmorégulation de son milieu
intérieur et d’autre part de l'intervention d’une régulation intra-
cellulaire déja mise en jeu & un plus faible degré dans I'eau de
mer au cours de la mue et dont la capacité plus ou moins étendue
intervient comme un des facteurs du degré d’euryhalinité.
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