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: !iihe CONFERENCE TECHNIQUE SERICICOLE INTERNAT IONALE
MURCIE (Espagne} - Avril 1960

_ INFIUENCE DE L'ALIMENTATION SUR
L4 SECRETION DE LA SOIB, A LA LUMIZRE DE
LA CONNATSSANCE DE L'ORIGINE BT TU ROLE
DES ACIDES AMINES DE L'HE{OLYMPHE.

Par MM. FLORKIN M. et JEUNIAUX C. (Belgique) (*).

1. INTRODUGCTION.

De longue date , la pratique des é&levages de
Vers & soie a appris aux bacologues et sux sérici-
culteurs que la quaniité et la qualité de 1'alimen-
tation influencent considérablement 1a production de
sole. Au cours du 4éme &ge larvaire, notammont , les -
aliments sont utilisés non seulement pour la crois--
sance de l'organisme , mals aussi pour le développe-—
ment -des glandes séricigdnes et pour la fabrisation
de la sole. Grfce aux nombreux - travaux entrepris
depuls 1950 sur 1la biochimie du Ver & soie , nous
pouvons maintenant définir dans quelle mesure &t &
quel moment les acides aminés fournis par la diges-
tion intestinale des feuilles de mdrier intervien—
nent dans la . synthdse de la soie,

Les travaux sur lesquels reposent les princi-
paux arguments expérimentaux ont porté sur des éle—
vages réalisés au moyen des Vers & soie de race

{#) MM, Mareel FLORKIN ot Charles JEUNIAUX, Institut Léqn'Ffédérch,_Bio-
chimie, Untversité de Lisge (Balgique). C
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européenne monovoltine "Alpes" (*)} , nourris de mi-
~rier blanc. Les Vers & soile, élevés en serre chaude
maintenue & 24-25° C.,ont un développement deo durde
normala au printemps. . Entre la 43me mue larvaire ot
. la mue nymohale , s'écoulsnt 47 jours : la période
d'alimentation s'étend sur les 140 ou ii premiers
Jours; au cours de la "mont&e", a lieu la "dernibdre
défécation" (en abrdgé D.D.) , important point de
repére de .l1'dge physiologique des chenilles, propo—
sé par BOUNHIOL (4%..). La DD se situe donc environ
i2 jours aprés la dernidre mue larvaire, et précéde
de guelques heures le début du filage. Ensuite, les
¢tapes du filage sont repérées d'aprés la date ot
l'heure de la DD (43).

2, PERIODE' D'ACTIVIIE DES GLANDES SERICIGENES)
ALIMENTATION "INDISPENSABLEN ET MFACULTATIVEM:
FOREATTON DIRECIE ET INDIRECTE DR LA SOIF.

L'élaboration de la soie eat , comme le filage
du cocon , un phénomeéns trés limité dans le temps.
La duantité de scle contenue dans le réservoir vers
le 4&me jour du 5&me 4ge est minime : elle consti-
tue pratiquement ce gqui sera plus tard 1la "bourre"
(11). Ce n'est gqu'ad partir du 53me jour que le
réserveir commeneces & se remplir. On sait dlautre
part que c'est A& partir du milieu de la pédriode
d'alimentation, au cours du 5&me &ge , que la guan-—
tite d'azote incorporé dans les glandes , & partir
de l'azote organique fourni par l'alimentation ,
ltemporte sur la quantité d'szote incorpord - aux
tissus (9). '

_ Ces observations permettent de diviser la pé—
riode d'alimentation du 5Séme Age larvaire en deux
périodes d'égale durde s la période dite d'"alimen-
tation indispensable" dure pendant lss 5 premisrs
jours : les matériaux azctés fournis par la hourri-
ture ne sont pratiquement pas utilisés pour ls syn-—
thése de soie ; et la mise ‘au jefine 2 ce moment
entraine un arr3t de croissancs suivi de mort. La

période dife d'"alimentation facultative"  dure -du

5¢éme au 10&me jour; les acides aminds fournis par la

{st) Les osufs ont &té gracieusement fournis par !'Etabllissement Sérlal -
cole ROUSTAN & ALES.
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nourriture servent ocssentiellement & 1'élaboration
de ia sole; soumis au jeflne pendant cette période
le Ver & solie survit et se métamorphose , maila tisse
un cocon trds Hénu. Ces deux péricdses d'alimentation
avaient Aéjh &té reconnues par BOUNHIOL (19..).

Les glandes séricigénes nlentrent donc en ac-—
$tivité gqu'au début de la période 4! "gilimentation
facultative". A4 la fin de cetie péricde , lorsque la
chenille cesse spontanément de se nourrir , la syn -
thdse de soie n'est pas terminée = en effet, 1ltabla—
tioh de-la portion sécrétrice des glandes , chez des
Vers & soie la veille de la DD ; entraine une consi-
dérable réduction du poids du cocon filé (13). Les
glandes séricigénes slaborent de la sole pendant
toute la durée du filage. ' ' '

Cortains acides aminés utilisés par les glan-
des pour la synthése de la goie pendant cette pério-
de de jelne sont fournis , nom par 1'alimentation ,
mais par la lyse des tissus larvaires. WUKUDA (4959)
ot FUKUDA et FLOBKIN (1959) ont clairement démontré,
en utilisant des acides aminés marqués ou des
fouilles de mirier radioactives , que , selon 1'épo-—
que oh ils sont introduits dans le sang , certains
acides aminés d'origine alimentaire {la glycine paT
exenple) peuvent avoir deux destinées différentes. .
Pendant la période d'alimentation facultative (5 &
10 jours aprés la 43me mue), ces acides aminés sont
directement utilisés pour la synthése de la sole 3
leurs &1léments wmarqués se retrouvent effectivement
dans les deux premiers tiers du fil  de sole aprés
dévidage du cocon (formation ngirecte" de la soie).
Pendant la période 4! slimentation indispensable
(pendant les 5 premiers jours du Héme jge), ces aci-
des aminés sont surtout incorporés aux protéines
tissulaires wltéricurement 3 aul cours de 1la lyse
tissulaire, gul commence pendant . la période d'"ali-
mentation facultative" , ces acldes aminés sont
1ibérés dane le sang et utilisés par la glande pour
la synthése de 1la sole (formaticn nindirecte'); on
retrouve leurs 6éléments maTqués dans le dernier
tiere du fil de sole.
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3. MOVENS D'ETUDE DE LA PARTICTPATION
DES DIFFERENTS ACIDES ANMINES DE L'HEHOLYMERE
.. A LA SYNTHESE DE LA -SUIE.

Pour . élucider la destinée des différents .acides
aminés de 1'hémolymphe au cours de la synthése de la
sole, deux moyens d'étude ont été utilisés. Le pre-—
mler coneiste en l'analyse -garntitative et gqualita-~
tive de la composante amino-zcide libres de l'hémo-
lymphe -au  cours du développement du Ver & sois.
Cette analyse peut 8tre réalisée par diverses métho-—
deg dent les plus précises sont le dosage par vels
microbiologique et le dosage par chromatographie sur
colenne de résine gchangeuse d'ions. Des analyses de
ce genre ont &té réalisées systématiquement sur tou-
te une série d'élevages différents par FLORKIK ot
ses collaboratesurs (*). Css métho@es analytiques
sont particulidrement riches en informations lors-
qu'on les applique & des Vers & soie placés dans des
conditions expérimentales particuliéres : glandecto-
mie , mise au jelne pendant 1la période d'alimenta-
tion facultative", etc.

- Un second moyen d'étude a été utilisé et a per-
mis de confirmer les résultats obtenus par les mé-
thodes gqui viennent d'8tre citées : 11 s'laglt de
ltutilisation d' acides aminés marqués au moyen
d'isotopes radioactifs. Ces méthodes permettent ,
notamment , de déterminer si tel acide aminé peut
3tre incorporé, sans meodifications, dans la fibroine
de la amcie, ou si, & la suite d'une séris de fransa-
minations et de décarboxylations snzymatiques , cet
acide aminé est utilisé comme matériel de départ
pour la synthése d4d'un autre acide aminé présent dans
la scis. o '

4. QRIGINE ET DESTINEE - DES ACIDES AMINES DE
LV HEMOLYYPHE AU COURS DU 58me AGE LARVAIRE

Les protéines de la’ feuilles de mﬁriér, partiel—
lement digérées pendant le transit intestinal, four-

nissent au sang lss acides aminés gu'elles contien -

nent. Le plasma ds 1'hémolymphe est trds riche en
acides aminés libres. Au début du SHéme Age par exem-—

{#) ef. travaux n® il1, tVY, X, XV et XVII| de la série "Contributions & la
Bicchimie du Ver & sole, Arch. Internat. Physiol. Biceh., 67, 1959 et 68
1960.
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plé”, la conceniration en acides aminds libres se

 “'situe entre 0,6 ot 0,9 g. pour 100 nl de plasma.

Nous alloné tenter de brosser un tableau des
variations de concentration des pricipaux acides
~aminés libres de 1'hémolymphe , et d'en établir les
relations avec les grands bouleversements physiolo—-
giques quil affectent le Ver & scie au cours du 5eme
Age larvaire, notamment le jefine spontané gqul précé-
de la dernidre défécation, 1'élaboration de la soie
et la lyse tissulaire. Nous bornerons cet exposé &
l'étude des principeux acides aminés , dont les va-
riations sont les plus marquécs et qui ont fait
l'objet de publications Téoentes détaillées ¢ 1la
glycine (3, 6), 1l'acide aspartique total ( aspartate
+ asparagine) (2, 5), 1'acide glutamique total (glu-
tamate + Acide glutamique) (2, 5), la sérine (1), la
thréonine (4, 7), 1'histidine et la méthionine (8)
(ef. figure in fine).

a) Influence simultande de 1talimentation et de
la croissance tissulairz pendant lo période dtali-
mentation indiepencabla.

Pendant les 5 premiers jours. gqui .suivent. la
4éme mue larvaire , il existe une compétition entre
l'apport d'acides aminés d'origine alimentaire et
l'utilisation de ceuxz—ci pour la oroissance tissu-—
laire, qui est trés importants., La concentration de
la glycine diminue, ce qui indique que la consomma-—
tion pour la croissance tissulaire 1'emporte sur la
fourniture & partir de l'alimentation.

La concentration de la plupart des autres aci-
des aminés varie peu, sauf celle de 1'histidine, qui
augmente considérablement.

b) Influence simultande de 1'alimentation , de
la lyse tissulaire ot de la synthése de la soie pen=
dant la période dialimentetion Jocultative,

A-partir du 58me jour du S5éme Age s commence la
période d'alimentation dite facultative parce gque
1'azote aminé d'crigine alimentaire n'est pratiqua-
ment plus incorporé aux tissus (9). Pendant cotte
période, l'hémolymphe du Ver & soie recoit de gran-
des quantités d'acides aminds Ilibres de source ali-
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mentaire , parmi lesquels 1' acide glutamique et
1'acide aspartique , surtout sous forme d'amides ,
sont les plus abondants , étant donné qu'ils consti-
tuent ensemble 26.5 % des acides aminds totaux de
la feuille du mrier. Dans le cas de l'histidine et
de -le glyeins , un apport 4' origine tissulaire
s'ajoute & 1l'apport dlorigine alimentaire.

Cetts crigine tissulaire a été nise en évidencs
par l'étude des variaticns de concentration de
1'hémolymphe on acides aminés libres de chenilles
alimentées ot de chenilles scumises au Jefine & par-
tir du 5&me jour du 5&me Age. Chez cas derniéres, la
suppression de l'alimentation n'empgche pas l'sug-
mentation considérable de la concentration de 1'hé—
molymphe en glycine et en histidine (6, 0).

Guoigue 1la composante aminc-acide 1ibre de
1'hémolymphe =oit enrichie par ce double apport
d'origine alimentaire et d'origine tissulaire , la
concentration des acides aminés considérés dans ce
rapport (histidine et méthionine exceptées) ne dé—
passe pas certaines limites , du falt de la régula-
ticn exercée par l'activité des glandes séricigenes.

Cette régulation s'exerce aux dépens d'un nom-
bre restreint d'acides aminéds libres plasmatiques ,
parmi lesquels on compte non sSeulement la glycine et
la sérine, acides aminds qul entrent pour une part
importante dans la constitution de la fibroine, mals
aussi l'acide aspartlque (aspartate + asparagine) g
1l'acide glutanique {glutamate + glutapnins) st la
thréonine, acides aminds dont la proporiion sst trés
faible dans la fibroine.

La preuve de 1'utilisation de ces acides aminés
par les glandes séricigdnes est donné par 2 séries
d'expériences :

). Chez- lés Vers & sole privés de leurs glandes sé-
ricigénes par ablation au 4éme Age ;, la concentra-—
tion de ces acides aminés dans 1'hémolymphe =augmente
pendant le 52me Age, notamment pendant la période
d'alimentation facultative et pendant le filage.

2) 8i , & des Vers & sole avant 1la dernidre déféca-

tion, on injecte des molécules de glycine, de thréo-
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isotopes en proportions plus ou moins importantes
dans des acides aminés isolés A partir de la fibroi-
ne et scigneusement purifiés; Cette méthode a permis
de montrer gue si la glycine, la sérine et la thréo-
nine se retrouvent principalement dans la scie sous

forme de glycine et de sérine (3, 4) , ce sont les

acides aspartigue et glutamique qul sont principa -
lement impliqués dans la synthése de 1'alanine (5).

Les. variations de concentration des acides
aninés "séricigénes" dans 1'hémolymphe pendant la
période d'alimentation facultative sont donc 1la
conséguence de deux phénomdnes concomaittants : un
apport aceru d'tacides aminds, soit uniguement d'ori-
gine alimentaire, scit également d'origine tissulai-
re, et une régulation plus ou moins efficace résul-
tant de 1'aetivité des glandes séricigénes. L'utili-
gation par les glandeg des acldes aspartique et
glutamique et de la thréonine compense approximati-
vement les apports d'origine alimentaire § dans le
cas de la glycine, les prélévements exercés par les
glandes séricigénes sont inférieurs & l'apport si-
multané d'origine alimentaire ot tissulaire.

La forte augmentation de 1'histidine 1lIibre
pendant la méme péricde est également due & une
fourniture par l'alimentation d'abord ; par une lyse
tissulaire ensuite. lale cette augmentation est par-
ticuliérement marqguée, l'histidine n'étant pas uti-
lisée par les glandes séricigénes.

c) Influence simultande du jedne , de lo 1yse
tissulaire et de la synthése de Ia soie , pendant Ia
péricde du filage.

Vers le 108me jour aprés la 4&me nmus larvaire ,
le Ver & scie cesse de s'alimenter s c'est la montée,
au cours de laguelle a 1ieu la purgation ou dernidre
défécation, Pendant cette période , l'activité des
glandes séricigénes Treste intense. Au aniveau de
1'hémolymphe , on constate une chute rapide de la
concentration en acides aminés "séricigénes'" , clest
4 dire en glycine , acide asparfique total et acide
glutamique total , en thréonine et en sérine. Cette
chute caractéristique de la péricde du filafe ne
s'observe pas chez les chenilles sans glandes , ol ,
au coniraire, la concentration de ces acides aminés
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reste trés éievée, ot mbme continue & augmenter (1,
2, 6, 7). On voit que , aprds la fin de la période
d'slimentation, la libération d'acides aminés & par-—
tir des tissus ss voursuit ; mais que les préldve-
ments effectuéds par les glandes sont plus importants
gue cet apport & partir des tissus.

En opposzition avee la forte diminution de con-
centration manifestée par les acldes amnindés préci-
tés, la concentration de l'histidine reste treés éle-
vée. Dlautre part, dds la DD; la concentration de la
méthionine qui, jusgu'alors est demsurée fort basse,
sugmente rapidement , pour atteindre une valeur 5
fois plus élevée & la fin du filage. Cotte augmenta-~
tion de concentration de la méthionine n'est pas le
résultat d'un apport tissulaire, mails Tésulte d'une
synthése nette.

d) Influence simultande de la lyse tigssulaire
et de la fin de I'activitd des glandes séricigenes ;
aprés la péricde du filage.

La déplétion - maximum de la concentration des
acides aminés "séricigdnes" correspond au 4&me jour
aprés la DD, c'est-i-dire & la fin du filage. 4 ce
moment, les glandes séricigines cessent toute acti-
vité, se résorbent et se lysent. La fin des prélé-
vements d'acides aminés se répercute sur la concen-
tration de ceux-ci dans le plasma. La lyse tissu-
laire continuant & fournir de nouveaux acides ami-
nés libres su sang, la concentration en acide gluta-—
mique, sn glycine et en thréonine augmente raplde-
ment pour atteindre , au lendemain de la mue nympha-
ls , des valeurs identigues (thréonine) ou mdme su-
vérieures (glycine, acide glutamique) & celles de la
concentration & la fin de la période d'slimentation.

Quani aux deux acides aminés non impliqués dans
la synthése de la soie, que nous avons pris en exem-—
ple, -leur concentration diminue (histidine) ou reste

sensiblement stationnaire ( méthionine )} & partir de

la fin du filage.
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S. REGULATION DE L'EQUILIBRE OSHOTIQUE PLASHATIQUE
: 'EEW?MﬂH‘LA PERIODE DU FILAGE.

On sait que, chez les Insectos, la pression os-—
motigue du sang est principalement assurée par des
acldes aminés libres. L'activité de la glande sdridis
géne entre la fin de la péricde d'alimentation et la
fin du filage entraine une diminution considéra —
ble de la tensur du sang en glycine, acide asparti -
gque (aci's aspartique + aspargine) et acide gluta-
migue (acide glutamique + glutamine) libres , qui ,
pendant le 5éme fge, sont parmi les plus importants
au point de vue quentitatif, La chute de pression
osmotique provaguée par la diminution de la concen—
tratlon de ces acides aminés semble partisellement
compensée par l'augmentation de la concentration en
histidine ¢t en méthionine (fig, 1). Cette augmenta—
tion prend place au cours du 53me Age pour l'histi-
dine; au moment de la DD pour la méthionine.

A la fin du filsge, lorsque la concentration en
glycine, par exemple, augmente brusquement, celle ds
la méthicnine resté stationnaire tandis que celle de
l'histidine diminus.

Le tableau 1 présente les variations de la con-—
centration plasmatique exprimée en MMoles/iOO ml de
plasma, des 5 principaux acides aminés au cours d'un
mgme ¢levage. On voit que la diminution de la pres-
sion osmotique due aux acides aminés "séricigénes"
et importante, puisque le total de leurs concentra-—
tions passe de 2,85 ou 2,51 mM/100 ml au début du
S5¢me fge & 4,13 et 1,29 mM/100 ml & la fin du filage

Cette variation est efficacement contrebalancée
par celles de 1'histidine et "de Ja méthionine , la
somme des concentrations de ces deux acides aminés
passant de 0,45 et 0,66 mM/iOO nl au début  au Seme
gdge & 2,17 et 2 83 mM/iOO ml & la fin du filsge,. En
additionnant 1es Valsurs obtenues pour ces deux
groupes d'acites aminés, on constate que l'augmenta-
tion de la concentration de 1l'un compense lz dlmlnu—
tion de concentration de 1'autro. ‘

Ces variations'en seng dpposé de la concentra-
tion en acides aminés séricigdnes et ‘de la teneur
en histidine s'observent é&galement dans lc cds des
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. chenilles glandectomisées. Chez ceg dernidres , la
~ concentration en glycine augmente considérablement
- (6) , tandis gque l'auguentation de la concentration
en histidine cesse dés le début do la périocde d'ali-~
mentation facultative (8) (¢f. tableau 2).

11 semble done que 1l'on puisse considérer la
régulation de la concentration en histidine libre ,
et peut—8ire en nméthionine, de 1'hémolymphe comme un
mécanisme osmorégulateur , disponible dans la lutte
de l'organisme contre l'abaiesement de la pression
csmotique aussi bien gue dans lz réaction & son &le-
vation. Il n'est actuellament pas possible de préci-
ser el cette régulation est située au niveau des
. mécanismes de 1'exerdticn ou d'autres mecanismes.
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TABLEAU 4 ¢ CONCENTRATION, en mM/10C m| DE PLASMA, DES 5 PRINCIPAUX AC1DES
AMINES LIBRES, AU DEBUT DU 5ame AGE LARVAIRE ET A LA FIN DU FILAGE. ELEVA=
GE REALISE EN JUIN=JUILLET 4955 ;  VALEURS Ca
GREGOIRE 8t ald2)ET DUCHATEAU at al. (6, 8).

LCULEES & ' APRES BRICTELX~

Acide'aspartique
{aspartats + aspa-
ragine}

Aolde glutamique
(glutamate + glu~
tamina)

Giyalne

Somme des 3 acides
aminés sérlicigines

NOMBRE DE JOURS APRES
LA 43me MUE

0.304  0.478 0.659

1.266  4.322 1.356

1.286  0.714 0.405

2.856 2,514 2,420

Histidine
Méthienine

Somme des 2 acides
aminés

g Totaf des 5 acides
§ aminés

0.433  0.575  1.0%3

0.024  0.093 0.1417

0.457  0.668 - 1.240

NOMBRE D'HEURES APRES

0.432 G.247 0,415

e e v e o

1.908 2.178 2,839

3,303 3.177 3,630

3.658  3.300 4,120

TABLEAYU I

: VARIATIONS DE CONCENTRATION , EN mg/ 40 m| DE PLASMA , DE LA

GLYCINE ET DE L'HISTIDINE, CHEZ LES GHENILLES NORMALES OU GLANDECTOMISEES
A LA FIN DU 5&me AGE LARVAIRE (D'APRES DUCHATEAU ET AL. (6, 8).).

NOMBRE DE JOURS |
APRES LA 4&me
MUE LARVAIRE

. GLYGINE .
Témoins Cpérés
56.7 244
84,8 272

99.1 3a4
164.0 620, 434

e HiSTIOWE
Témoins Opérés
103.9 35
135.6 123.2
203.4 137.8
181.0 114.6
118.8
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" INFLUENCE OF ALIMENTATICN ON THE SILK SECRETION
IN THE LIGHT OF THE KNOWLEDGE ON THE ORIGIN
AND THE PART OF THE AMIND' ACIDS IN HAEMOLYMPH'

.TSummary.

" The quallty "and the quantity of the food taken by the s [kworm du-
r!ng the perlods of ticsues .growth, the pericd ef "facultative 2l imenta~
tion, in the middls of the Sth stage , have an important indirect reper-

eussion on the quantity of the sl which will be.spun.

_ In the silkworm, the elaboratien of fibroin by the silk glands is
‘reallzed to the expense of some free amino acids of haemclymph. The amine
aolds that we used were essentially i glycine , aspartic and glutamic
acids (either frees or under the form of amids) seriein and threaning.

These amino sclds are from:alimentaFy origin., some of them arae ladd
by In tissues when ihay are ingested befors the time when the silk glands
come into aetiviiy , that is to say till. the middle qf the allmentary-
period of the 5th age. They are then released during histolysis which
starts during the faéultét?vé:éiimentary period , and they are used for
the silk syntnésis at the same time when ihe amino acid component of
blood is secured only by the progressive lysls of, the tissues. The acti-
vity of the sericigencus glands s such that the quantity of used amino
acids exceeds: the quantity provided by histolysis. This disprcporﬁion
induces an important decrease in the glyein concentration , In the aspar-
tie and glotamie acids in the threcnine and seripe free in the blood. At
the end of the splnning, the sericigencus glandular actEVIty being ended,
the amino aclds content of blood gets back to the initial value.

Among ihe other amino asids provided by the allimentation , histidine
doas not haVe share in the silk a!mboration , nefther directly nor indi-
rectly. But the h!stldlne content of bload is the objeet for a compensa—
tion which seems to stand against the decrsase of the osmotic pression
caused - by the use of the other amino acids * by the glands._‘Methlonine
whlch is synthetized from endogenous elements , -as soon as the firéi_de—
feeation, seems to play the same part. v '
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