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CONTRIBUTIONS A LA BIOCHIMIE DU VER A SOIE

XVII. — VARIATIONS DE CONCENTRATION
DE L’HISTIDINE ET DE LA METHIONINE
« APPARENTES» DE L’'HEMOLYMPHE
AU COURS DU DEVELOPPEMENT DE BOMBYX MORI 1.

PAT

Gh. DUCHATEAU-BOSSON, M. FLORKIN et Ch. JEUNIAUX
({nstilul Léon Frederieq, Biochimie; Universilé de Liége)

(2 Figures)

Introduction

La concentration de I'hislidine libre a été déterminée dans
I'hémolymphe du ver & soie par différents auteurs. SARLET,
DucnATEAU et FLORKIN (1952) ont montré que la teneur en
histidine plasmatique libre, avant ou aprés le filage, esl tres
élevée. Elle dépasse celle du plasma sanguin de nombreux autres
Insectes, a divers stades larvaires (DucnAtesU el Frorkin,1958).
Cetle particularité a été confirmée par Fukupa el al. (1955),
Wyarr et al. (1956) el Konbo el Waranape (1957). D’autre
part, Bricreux-GricoRe et Fronkin (1959) ont montré que la
concentration de I'histidine libre au cours du be dge est beaucoup
plus élevée dans 'hémolymphe que dans le liquide intracellulaire
(tube musculo-culané).

Au cours de la vie nymphale, DucnATeEAu et Frorkin (in
Frorkin, 1954) ont observé une diminution de la leneur en
histidine ; ce fait a été¢ confirmé par Konpo (1957). Enfin,
Fuxupa el al. (1955), comparant des vers a soie glandectomisés
d des Lémoins normaux, n’ont pas observé de différences enlre
les teneurs en histidine des hémolymphes, 3 jours ou 6 jours aprés
la derniére mue larvaire.

En ce qui concerne la méthionine, SARLET, DucHATEAU et
Frorkin (1952) out mis en évidence une Leneur beaucoup plus
elevee le 3¢ jour du filage (58 mg. pour 100 ml.) que pendant le
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einquiéme Age larvaire (7 & 10 mg. pour 100 ml.). Ces valeurs onf
été confirmées par Fukupa ef al. (1965).

Dans le présent travail, les concentrations de I'histidine et de
la méthionine de 'hémolymphe ont été étudiées au cours du
développement de Bombyx mori L., depuis la 4¢ mue larvaire
jusqu’a la mue imaginale, dans une série d’élevages normaux, et
au cours de certaines modifications expérimentales. :

Méthodes

Les méthodes d'élevage des vers a soie, le repérage des stades
et les techniques expérimentales ont été décrites dans le premier
mémoire de cette série (JEuntaux et FLorxin, 1958).

Les dosages ont été accomplis sur les dialysats de plasma,
obtenu par centrifugation d’hémolymphe prélevée par seclion
d’une fausse patte abdominale. Les dialysals ont élé hydrolysés
par ébullition & reflux pendant, 24 heures en présence de HCL 6n.

L’histidine a été déterminée par voie microbiologique, selon
la méthode de Dunn, CAMIEN, SHANKMAN et RockrLanp (1945),
en utilisant Leuconosioc mesenleroides P-680. Le dosage de la
méthionine a été accompli par la méthode microbiologique de
Dunn, CamieN, MaLiN, MurerY et ReEiNer (1949), en utilisant
le méme microorganisme. Les résultats obtenus dans ces condi-
tions se rapportent aux deux acides aminés libres ¢ apparents ».

Résultats

Les figures 1 et 2 présentent les valeurs de I'histidine eb de la
méthionine libres de I'hémolymphe, mesurées au cours de sept
dlevages différents. Les tableaux 1 et II font état des valeurs de
Uhistidine chez les individus normaux, traumatisés ou glandec-
tomisés, nourris normalement ou soumis au jefine pendant la
période d’alimentation facultative. Les tableaux III ef IV
concernent les valeurs de la méthionine observées au cours de
ces mémes dispositions expérimentales.

Discussion

1. — Les résultats obtenus, pour les deux acides aminés consi-
dérés, permettent de définir une suite de modifications qui se
répétent dans les différents élevages, en dépit d'une assez grande
variabilité.
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2. Histidine. — La concentration eu histidine libre de 'hémo-
lymphe augmente & partir du début du 5¢ dge larvaire, particu-
litrement pendant la période d’alimentation facullative (fig. 1).
Elle atteint une valeur maximum (située entre 200 el 300 mg.
pour 100 ml.) au moment de la « derniére défécation » (D. D.).
Cette valeur est environ 4 & b fois plus élevée que les valeurs

moyennes du début du be ige.
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FF16. 1. — Variations de concenlralion de Uhistidine libre « apparente » dans

I'hémolymphe de Bombyx mori L.
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Cette valeur élevée persiste généralement pendant toute la
durée du filage, jusqu’a la veille de la mue nymphale. Elle diminue
ensuite régulierement pendant le début de la vie nymphale. ‘A
partir du 4¢ jour, les valeurs obtenues sont plus irréguli¢res, mais
se maintiennent & un niveau tres inférieur a celui atteint pendant
la période du filage (fig. 1).

3. — Nous interprétons 'augmentation de la concentration
en histidine pendant le 5¢ dge comme le résultal de deux phéno-
meénes successifs : I'un étant une accumulation d’histidine d’ori-
gine alimentaire, pendant la période d’alimentation, l'autre
étant la libération d’histidine d’origine tissulaire, par histolyse.

L’origine alimentaire de 1'histidine pendant la période d’ali-
mentation est attestée par les résultats exposés dans le
tableau II : entre le 4 jour et le 7¢ jour du He dge, I'histidine
plasmatique des chenilles normales alimentées passe de 65.2 el
79.3 mg. pour 100 ml a une valeur de 135.6 mg. pour 100 ml.,
tandis que celle des chenilles normales non alimentées a partir
du 4e jour n’a pas varié (74.6 mg. pour 100 ml).

L’origine tissulaire de 1'histidine a partir de la fin de la période
d’alimentation, est également mise en évidence par les résultals
du tableau IT : les chenilles normales soumises au jetine depuis
le 4¢ jour du He age, qui avaient gardé la méme concentration
plasmatique en histidine jusqu’au 7¢ jour du be dge, montrent,
a partir de ce moment, une élévation rapide de la teneur en
histidine. L’¢lévation est telle que la teneur en histidine des
chenilles en inanition finit par devenir identique & celle des
chenilles normalement nourries.

On peut donc postuler existence d'une régulation de la teneur
en histidine libre plasmatique, régulation assurant, chez les
individus normaux, la réalisation de fortes concentralions en
histidine libre a la fin de la vie larvaire.

4. — L'histidine libre plasmatique n'est pas utilisée par la
glande séricigéne au cours de la synthése de la soie : la concen-
tration maximum en histidine s’observe en effel entre la derniére
défécation el le 3¢ jour apreés celle-ci, ¢’est-d-dire pendant une
période de synthese importante de soie (JEUNIAUX el FLORKIN,

1958).
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Celte non consommation d’histidine par les glandes est démon-
trée également par les résultats des tableaux I et II : chez les
chenilles glandectomisées, la concentration en histidine n’aug-
mente pas aprés le 108 jour du He dge, conlrairement a ce
qu’'on observe pour la glycine (DucHATEAU, FLORKIN et
Jruniaux, 1959), pour 'acide glutamique (BricTEUx-GREGOIRE,
DucHATEAU, FLORKIN el Jruniaux, 1959), et pour la thréo-
nine (DucHATEAU-BossoN, Bricreux-GREGOIRE, FLORKIN et
JeuniAux, 1960). ‘

Chez les chenilles sans glandes, la teneur en histidine plasma-
tique non seulement n’augmente pas, mais encore demeure

TaBLEaU 1.

Histidine libre « apparenie », en mg. pour 100 ml. de plasma.

Juin 1956 Témoins Traun;atisés Opieds
() ™

3 jours aprés derniére mue

larvaire ............... 127.1; 80.4 53.7 45.2; 65.0
6 jours aprés derniére mue

larvaire ............... 106.8; 110.5 68.9 719
8-9 jours aprés derniére mue

larvaire ............... 167.7; 161.6 137.9 161.5
Moins de 24 heures avant

| W 1 R 136.1 179.5 111.6
Moins de 24 heures aprés

B 5 [ cn simns v 5 150 6 189.1 168.0 130.7
48-60 heures aprés D. D. (3) | 174.1; 173.4 164.5 124.6
Moins de 24 heures aprés

mue nymphale ......... 196.8 129.4

() Ablation des glandes séricigénes réalisée au milieu du 4¢ age laryaire,

() Traumalisme opératoire analogue & celui provoqué par la glandectomie, mais
sans lésion ni ablation des glandes, réalisé au milieu du 4¢ dge larvaire,
(*) D. D. = derni¢re délécation, ou purgalion.
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TABLEAU II.

Histidine libre « apparente», en mg. peur 100 ml. de plasma

Témoins Opérés (1)
s 1
Juin 1957 Témoins ) mon | Opéeés () ) non
alimentés [alimentés | alimentés |alimentiés
(*) (®)
1 jour aprés la 3¢ mue
larvaire .......... 14.7
3 jours aprés la 3¢ mue
larvaire ., ........ 60.0; 55.7
5 jours aprés la 3¢ mue
larvaire .......... 64.0; 38.3
Jour du « friangle » de
Ia 4 mue ....... 69,7, 87.7
Jour du réveil de la
4emue .......... 53.5; 37.9
2 jours aprés la 4° mue
larvaire .......... 62.5; 44.0
4 jours aprés la 4¢ mue
larvaire .......... 65.2; 79,3
6 jours aprés la 4¢e mue | 103.9 76.5 95.0 74.8
larvaire ..........
7 jours aprésla4emue | 135.6 74.5 123.2 133.6
larvaire ..........
9 jours aprés la 48 mue | 203.4 146.2 137.8 128.9 -
larvaire ..........
11 jours aprés la 4¢ {181.0 843 [111.6;118.8( 126.2
mue larvaire......

(*) Ablation des glandes séricigeénes réalisée au milien du 4¢ dge larvaire,

(%) L'alimentalion a été supprimée au début de la périede d’«alimentalion
facuiltative », soit 4 la fin du 4¢ jour de la derniére mue larvaire,
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our 100 ml. de plasma

Opérés (1)

ins

1 Opérés (1) non
1tés | alimentés  |alimentés
) (%)
6.5 95.0 74.8
/4.5 123.2 133.6
15.2 137.8 128.9
34,3 [111.6;1188| 1262

wu milieu du 4¢ dge larvaire.
ut de la période d'«alimentalion
ére mue larvaire.

I3
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moins élevée que celle des chenilles normales, depuis la fin de la
période d’alimentation jusqu’a la fin de la période qui correspond
au filage. 11 convient de souligner l'existence de ces variations
opposées de la concentralion de I’histidine d'une part, et de celles
de la glycine, des acides glutamique et aspartique, et de la thréo-
nine d’autre part, taut dans les conditions normales que chez les
individus glandectomisés.

5. — La diminution de I'histidine libre, au cours de la vie
nymphale, peut étre interprétée comme la conséquerce de son
utilisation pour la synthése des tissus adultes. En effet, la quan-
tité d’histidine totale de la chrysalide ne change pratiquement
pas au cours de la vie nymphale (DucnAteau, FLORKIN et
Fukupa, inédit).

6. Méthionine. — La concentration de la méthionine libre plas-
matique est trés basse pendant Loute la durée de la vie larvaire
(tableau IV et fig. 2). Une augmentalion de la teneur en meéthio-
nine libre se manifeste brusquement a partir de la derniere défe-
cation (D. D.). Cette augmentation est rapide et considérable :
en 4 jours, pendant la période du filage, la concentration en
méthionine passe de valeurs de I'ordre de 10 & 20 mg. pour 100 ml.
A des valeurs de I'ordre de 90 a 100 mg. pour 100 ml. Pendant
la vie nymphale, la concentration en méthionine se maintient a
un niveau trés élevé, et semble méme continuer & augmenter
légérement.

7. — Comme nous I'avons observé pour Ihistidine, les glandes
séricigénes n’exercent pas de prélévement de mélLhionine & partir
du pool plasmatique. En effet, ¢’est pendant la période ou les
glandes exercenl leurs prélevements en acides aminés avec une
grande intensité que la concentralion en méthionine s’éléve
rapidement.

D’autre part, chez les chenilles sans glandes, on n’observe pas
d’augmentation de méthionine libre plasmatique par rapport aux
animaux témoins (tableaux 111 et IV). Au contraire, comme pour
I'histidine, I'absence de glandes séricigénes semble supprimer
ou freiner Paugmentation de méthionine qui caractérise la
période du filage.
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Tasreau III.

Meélhionine libre ¢ apparenie», en mg. pour 100 ml. de plasma

Juin 1956 Témoins Trauzrzl)atlsés O]ztla)res

3 jours apres la derniére mue

laEVaire .. won cos e wis s 12:8; 65 12.7 15.4
6 jours aprés la derniére mue

TAEVHIRE .« woes sims wmse moaws w0 85 »i -+ 0 9.9
8-9 jours apreés la derniére

mue larvaire ........... 20.0; 24.9 12.3 8.3
Moins de 24 heures avant

O B {8V vas m o v 0 5 o 15.6 7.3 18.4
Moins de 24 heures apreés

BB Bl aop wew o3 i 38.6 30.4 33.8
48-60 heures aprés D. D. (3) 60.9; 57.4 577 36.1
Moins de 24 heures aprés la

mue nymphale ......... 106.3 51.7

(*) Ablation des glandes séricigénes réalisée au milieu du 4= age larvaire,

(*) Traumatisme opératoire analogue a celui provoqué par la glandectomie, mais
sans lésion ou ablation des glandes, réalisé au milien du 4¢ dge.

(*) D. D. = dernicre défécation, ou purgation.

8. — L’augmentation de la concentration en méthionine ne
résulle évidemment pas d’un apport alimentaire, puisqu’elle ne
se manifeste qu’aprés la fin de la période d’alimentation. Une
origine tissulaire est difficile 4 admettre, étant donné que I’aug-
menlation de concentration est relativement tardive (plus tar-
dive que celle de I'histidine ou de la glycine, par exemple), et que
la teneur en méthionine totale de la chenille est plus basse que
la teneur en tout autre acide aminé. Par le dosage des acides
aminés totaux, sur des hydrolysats d’animaux entiers, DucuA-
TEAU, FLORKIN eb Fukupa (inédit) ont montré d’ailleurs que la

”
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TaprLeau 1V,

Méthionine libre « apparente», en mg. pour 100 ml. de plasma.

Témoins Opérés (1)
, Témoins non Opérés (1) non
Juin 1957 alimentés |alimentés | alimentés jalimentés
) (%)

1 jour aprés la 3¢ mue

larvaire .......... 4.2
3 jours aprés la 3¢ mue

larvaire ....... ... +0.0; 14.6
5 jours aprés la 3¢ mue

larvaire .......... 1.8; 14.5
Jour du « triangle » de

lademue ........ 18.9; 13.4
Jour du réveil de la

4emue ..., ... 16.2;.17.9
2 jours aprés la 4 mue

larvaire .......... 18.8; 0.0
4 jours aprés la 4¢ mue

larvaire .......... 89; 3.8
6 jours aprés ln 4¢ mue

larvaire .......... 22.7 11.5 17.4 4.7
7 jours aprés la 4 mue

larvaire .......... 14.7 2.4 i04 1.7
9 jours aprés la 4¢ mues

larvaire .......... 26.8 185 10.8 7.6
11 jours aprés la 4¢

mue larvaire ..... 48.9 42.2 36,2; 43.4 33.6

{*) Ablation des glandes séricigénes réalisée au milien du 4¢ dge larvaire,
{*) L’alimentation a été supprimée au début de la periode @' «alimentation
facuitative », soit & la tin du 4 jour de la derni¢re mue larvaire.
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quantité totale de méthionine contenue dans 10 jeunes chrysa-
lides est 4 & b fois plus élevée que celle contenue dans 10 chenilles

08 ml. & plasms. avant le filage. Cette observation suggére l'existence d’une syn-
thése nette de méthionine par le ver & soie au cours de la période
Opérés (1) du filage, période au cours de laquelle 'animal ne s’alimente plus, ;
Ipérés (1) non et qui est notamment caractérisée par une forte diminution de la 5
Bl alimgm’és teneur de I'hémolymphe en acide aspartique total (aspartate + j;
i asparagine). :j‘
Conclusions _ ,

Contrairement & ce qui se passe en ce qui concerne la glycine,

les acides aspartique et glutamique et la thréonine de I’hémo- bid
lymphe, les glandes séricigénes du ver & soie n’exercent pas de ' his
régulation de la teneur en histidine et en méthionine libres bis
¢ apparentes » par prélévement & partir du pool plasmalique au ;’; f
moment de la synthése de la soie. La concentration de ces deux lore .
acides aminés dans ’hémolymphe est particuliérement élevée au fon =
moment ot celle des autres acides aminés cités ci-dessus est Ao
e A . i . ked |
particuliérement basse, c’'est-d-dire entre la derniére défécation Lo
et la mue nymphale. his |

L’augmentation de la teneur de I’hémolymphe en histidine ;'l;h:

libre « apparente » commence au début du bHe 4ge larvaire, et \ |
est. & ce moment d’origine alimentaire; elle persiste aprés la
fin de la période d’alimentation et elle est alors d’origine tissu- Vsiol

laire (histolyse). L’augmentation de la teneur en méthionine f
' « apparente », par contre, résulte d'une synthése nette, qui com- ‘ :
‘ mence & partir de la derniére défécation ; la teneur en méthionine 061).
17.4 4.7 reste trés élevée pendant toute la vie nymphale. | ‘
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