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CONSTITUANTS OSMOTIQUEMENT ACTIFS
DES MUSCLES ADDUCTEURS DE MYTILUS EDULIS

{{DAPTEE A L’EAU DE MER OU A L’EAU SAUMATRE
TAR
§ BRICTEUX-GREGOIRE, Gh. DUGCHATEAU-BOSSON, Ch. JEUNTAUX
et M. FLORKIN

(Inslitut Léon Fredericq, Biochimie; Universiié de Liége)

Introduction

Chez différents Invertébrés euryhalins, on a pu mettre en
svidence Vintervention, soit d’un mécanisme de régulation isos-
motique ajustant la pression osmotique intracellulaire & celle
du milien intérieur, soit a la fois d'unc régulation anisosmotique
maintenant le milieu intérieur a une concentration différente de
celle du milieu extérieur et d’une régulation isosmotique ajustant
la concentration du milieu intracellulaire.

l.a régulation isosmotique intracellulaire est plus ou moins
ctendue et elle évite de maniére plus ou moins efficace les modi-
fications de la distribution de I'eau et des ¢lectrolytes entre les
cellules et le milieu intérieur, modifications qui sont parfois
tellement importantes qu’elles peuvent entrainer la mort des
espéces sténohalines lors des variations de concentration de leur
milien aquatique.

Le fait que les variations de concentration des acides aminés

libres intracellulaires contribuent pour une part plus ou moins
importante & la régulation intracellulaire isosmotique, a éte
mis en évidence chez une série d'Invertébrés euryhalins (Latte-
rature : voir Frorkin, 1962, 1963).

Bien que poecilosmotique, Mytilus edulis est une espece
euryhaline (SCHLIEPER, 1929). Chez Mytilus edulis, PorTs
(1958) a montré que le passage dans I'eau de mer diluée entraine
une diminution de la valeur globale de la composante amino-
acide des fibres des muscles adducteurs ct de la concentration
de la taurine, la variation d’hydratation des fibres ne rendant
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gque partiellement compte de cette modification. Ports conclut
que l'adaptation des fibres musculaires de Mytilus 4 I'eau sau-
métre {eau de mer 4 50 p. 100) résulte d'une entrée d’eau et
d’une sortie de Na, de Cl et d’acides aminés libres.

Le «pattern» de la composante aminoacide des muscles
adducteurs de Mytilus edulis a été défini par DucmATeav,
SarLeT, CAMIEN et FrLomkin (1952). 11 est caractérisé par une
prédominance du glycocolle, de Varginine (y compris la phos-
phoarginine dont I'arginine est libérée au cours de la préparation
des extraits) de l'alanine, de l'acide glutamique total et de
V'acide aspartique total.

Le présent travail est consacré A I'étude détaillée des varia-
tions de concentration des constituants osmotiquement actifs
des muscles adducteurs de Mpylilus edulis lors de 'adaptation
4 I'eau de mer diluée deux fois. '

Méthodes

a) Matériel biologique et préparation des exirails.

Les moules (Mytilus edulis) provenaient des parcs d’Ostende
{Mer du Nord). Elles ont été conservées, au laboratoire, pendant
24 heurcs dans de 'eau de mer aérée, puis, pour chaque expé-
rience, partagées en deux lots. Le premier lot {témoin) a été
gardé en eau de mer constamment aérée, renouvelée toutes les
24 heures, pendant toute la durée de l'adaptation du second
ot & I'eau saumétre. Les moules du-second lot ont été transférées,
de 24 en 24 heures, dans des mélanges d’eau de mer et d’eaun
douce contenant respectivement 75, 60 et 50 parties d’eau de
mer. Les moules de ce second lol ont été gardées pendant 48
ou 72 heurcs dans le dernier mélange (eau de mer 50 %), constam-
ment aéré et renouvelé chaque jour.

Le sang a été prélevé par ponction cardiaque, et sa pres-
sion osmotique déterminée par mesure de I'abaissement cryo-
scopique. -

Les muscles adducteurs ont été prélevés dans leur totalité.
On ne peut, en efiet, y discerner de séparation entre les fibres
musculaires 4 contraction rapide et celles 4 contraction lente.
Les muscles ont été essorés sur papier filtre, baignés pendant
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30 secondes dans une solution d’eau de mer isotonique avec le
sang, essorés de nouveau et pesés sans délai. Ils ont été ensuife
ébouillantés (1000 G pendant 10 minutes) et homogénéisés.
La purée a été dialysée contre un volume d’eau distillée égal
a 10 fois son propre volume. Le dialysat a été hydrolysé a reflux
par HCL6N et utilisé pour le dosage des acides aminés. Un
échantillon de muscles a été également prélevé pour la déter-
mination du degré d’hydratation (poids frais et poids sec cons-
tant) ; le muscle sec a été utilisé tel quel pour le dosage des ch'o-
rures tandis qu’une portion a servi au dosage des cations, aprés
incinération.

b) Méthodes analytiques.

Dosage des acides aminés dialysables et de la taurine : méthode
automatique par chromatographie, selon Moore et STEIN.
Les dosages ont porté sur des dialysats hydrolysés, les valeurs
relatives & l'acide glutamique et 4 Pacide aspartique concernent
4 la fois ces acides et leurs amides (acide glutamique total,
acide aspartique total).

Dosage du sodium, du potassium et du calecium : photométrie
de flamme. '
méthode de Van Suyre (1923).

Mesure de la pression esmotique : mesure de la pression de vapeur
(osmométre Mechrolab).

Dosage de l'azote total dialysable : méthode de KieLDAHL
appliquée aux dialysats ou aux filtrats trichloracétiques.

Dosage des chlorures :

Dosage de l'azote aminé dialysable : méthode & la ninhydrine
appliquée aux dialysats de purée de muscles ou aux filtrats
trichloracétiques.

Dosage de U'oxyde de triméthylamine et de la glycocolle-bétaine,
voir BricTEUX-GREGOIRE, DucHATEAU-Bosson, JEUNTAUX
et Frorxin (1962).

Volume relatif de l'espace extracellulaire des muscles adduc-
teurs. Ports (1958) donne des valeurs de ['«espace d’inuline»
en ce qui concerne deux portions différentes d’un adducteur,
et, comme les valeurs obtenues par lui différent peu, on peut
adopter la moyenne et l'appliquer an muscle total, lequel ne
présente pas les portions différentes qu'on observe chez d’autres
Lamellibranches.
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Résultats

Les résultats sont rassemblés dans Jes Tableaux I & V. Chez les
moules en équilibre avec 'eau de mer, les constituants inorga-
niques et les constituants azotés dialysables contribuent pour
deux parts approximativement équivalentes & la concentration

TaBLEAU . — Constituanls inorganiques du plasma sanguin de Mytilus edulis,
mainlenye dans leau de mer (M: A = —2270(, O1:2388, K : 57.8, Na : 1132,
Ca: 32,5 mg p. 100 ml) et dans Peau de mer diluée deuz fois (M| 2: A — —1.15° )

mg p. 100 m}

ions-g ou mOsm p. 1

M M2

M M/2

Ca ..ooovionin.e.

N total (filtrat trichle-
racétique) .......

N aminé (idem) (nin-
hydrine) ...... .-

—2.05 [—2.18 | —1.14 | —1.34

2675 1178 11231
100 | 905 86.6
1275 | 648" | 765

346 344| 21.0| 37.0

75.9| b59.0| 112 121.9

38.7| 28.3] bH45| B7.3

727.6 | 753.56 | 331.8 | 346.8
27.9 | 26| 232 222
519.1 | 597.8 | 281.7 | 332.6
8.7 8.6 5.3 9.3

542 | 42.1[ 80.0| 87.1

27.6 | 202 38.9| 409

TaBLrav 1I. — Constiluants inorganiques des fibres musculaires
de Mytilus edulis dans 'equ de mer (M) e dans Uequ de mer diluée deax fois {(-M[2)

mg p. 100 g de tissu frais

mOsm p. kilo d’eau de fibro(!)

M M/2 M M2
Eau (p. 100 du poids
de tissu frais) ... .. 67.1 725 Bl8 78.7
Cl.......o.... ... 951.6 | 933.3 | 366.6 | 327.7 | 307.3 | 2h2.8 | B2.1| 67.8
K. ... 408.7 | 421.9 | 290.3 | 293.3 | 192.1 | 183.9 | 105.6 | 111.3
Na ... ... 406.5 | 512.1 | 288.7 | 212.1 | 191.4 | 2256.4 | 125.9 | 70.7
Ca ... ..o 256.31 192 11.9 8.6 9.6 6.0 3.3 1.3

700.4 | 668.1 | 316.9 | 251.1
Moy.: | 684.2 | Moy.: | 284.0

() Iei et dans les tableaux suivants, le caloul a été effectué en utilisant les
moyennes des valeurs que donne Porrs (1958) pour 1'« espace d’'inudine » {M : 21.9
p- 100; M/2 17.7 p. 100 de 'eau totale).
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osmolaire intracellulaire des muscles adducteurs (la somme des
valeurs obtenues pour ces deux catégories de constituants
rendant compte de la pression osmotique totale).

L’azote dialysable total correspond & la somme des atomes
d’azote, de la bétaine, de la taurine et de l'azote aminé. Les
acides aminés dosés correspondent seulement & 227 mOsm par
kilo d’eau, tandis que Pazote aminé dosé par la ninhydrine
correspond 4 433 mOsm par kilo d’eau. Le « pattern » des acides
aminés libres doseés correspond bien a celuli que DUCHATEAU,
SArLET, CAMIEN et Fromkin (1952) ont observé. La taurine
et la glycocolle-bétaine sont des constituants osmotiquement.
importants, tandis que l'oxyde de triméthylamine n’a pu ébre

mis en évidence.

Tapreavu 111 — Constiluanls azolés dialysables des muscles de Mytilus edulis
maintenue dans Peau de mer (M) el dans Ueau de mer diluée dear fois {M[2)

mg p. 100 g mQOsm mOsm
de tissu frais p- litre d'cau p- kilo d’cau
totale de fibre
\
M M2 MO MR M M2
Alanine ........iioeaeans 164 116 24.6 16.2 31.6 19.7
ATEINITIC .. vyrvvovvannsnns 208 146 159 10.4 20.4 12.6
Ac, aspartique total ........ 130 23 13.1 2.1 16.8 2.6
Ae. glutamique total ....... 144 156 13.1 131 16.8 159
Glycoecolle ............ ...t 464 138 82.7 22.8 105.9 27.7
Histidine . ... 28 19 2.4 1.5 3.1 1.8
Isoleucing ................. 4.0 5.1 0.41 0.48 0.5 0.6
Leucine .. ...-covinecian-s 6.1 7.8 0.63 0.74 0.8 0.9
LySiNg «ooveeieiannes 41 25 3.8 2.1 4.9 2.6
Phénylalanine . ......... 8.4 4.7 0.68 0.35 0.9 0.4
Proline - «covoiiiiae 36 L6 4.1 1.7 5.2 2.1
Sérine . ... 63 32 8.0 3.8 10.2 4.6
Thréonine .. .....co0veene- 52 23 5.9 2.4 7.6 2.9
Tyrosine ............c...-- 14 8.7 1.0 0.6 1.3 0.7
Valifle .. .voein i 11 5.9 1.2 0.62 1.5 0.7
Total ..o 1373.5 | 726.2 | 177.56 78.9 | 227.4 95.8
Taurine .. .ovuveneneennnnss 727 557 77.7 55.2 99.5 67.1
Oxyde de triméthylamine . .. 0 0 0 0 a 0
Bétaine ......... . .00 737 475.7 84.32 | 50.37 | 108 61.2
N dialysable total . ......... 541 325 HIB.0 | 288.0 | 663.2 | 3409
N aminé dialysable (ninhy-
drine} ......-cciiiees .. 353 196 337.9 | 173.7 | 432.7 | 2111
Bau % oooviinan i 74.6 80.6 ‘ : : .

TaApRLEAU V. — Modificaf
Na, Ct ef des acides aminés
edulis de Uean de mer ¢ '

expligi

1. Acides aminés dialysabl
Alanine ...........
Arginine .....,, ...
Ac.|aspartique total
Ac, glutamique total
Glyeocolls
Histidine
Isoleucine .
Leucine ......... ..
Lysine .........
Phénylalanine
Proline

- 8érine ... ... L
Thréonine ....... ..
Tyrosine ... ... ..,
Valine ............

Total ... .00

. Taurine .......... .

CBétaine ... ...,

. N aminé dialysable ...

N dialysable total .. ..

Cl(*)

K

Na {*)

Somme de 1,2, 3,6, 7

N1 3 2020

Variation caleulée a part
valeur du A :
(2.27 — L.15) x 1000
1.87 B
{*) Les valeurs indiqué

TapLealU V. — Consiiiu
des fibres musculaire:

Constiluants inorganiques
N dialysable total ..

Acale. .. ...

A de I'éau extér

N, dialysable total .... N
. Oxyde ds triméthyla
CBétalpe - a p
Taurine .......oo--=
Ac. aminés dialysables
Glycocolle . ...-.-v--
. N aminé (ninhydrine)
Total de 2, 3etd ..
Total de 2, 3 et 6 ..

P Bt 8 10



TARLEAU IV. — Modifications de concenirations (mOsm p. lLilo d'eau de fibre) de K,
Na, CI et des acides aminés libres des fibres musculaires lors du passage de Mytilus
edulis de Peau de mer ¢ I'eau de mer diluée deuz fois el portions expliquées el non
el al. expliquées par U'augmenialion d hydralation
ducteurs (la somme des I Moditication | Modification
| ) ) Modification a . non expliquée
ygories de constituants observée oo A par
I'hydratation \ s
1e totale). Vhydratation
 la somme des atomes 1. Acides nminés dialysables
, de I'azote aminé. Les Alanine ..o 118 3.8 8.0
Arginine ............... 7.7 2.4 5.3
ement 4 227 mOsm par Ac.|aspartique total ... .. 14.2 2.0 12.2
. . : Ac, glutamique total ... .. 0.8 2.0 —1.2
dos¢ par la ninhydrine Grycocolle ........ ..... 73.2 12.9 65.3
Le « pattern » des acides Histidine .. .......... 12 0.4 0.8
celui que DUCHATEAU, isnleycme .............. 0 0 0
L eucine ......... ... ... 0 0 ¢
nt observé., La taurmme Lysine ................. 2.3 0.6 1.7
tituants osmotiquement g?;‘ilgéula“mc """"" g-f-z‘ g-g 92
iéthylamine n’a pu étre SSerine ...l 5.6 1.2 1.4
Thréonine . ............. 4.6 0.9 3.7
Tyrosine ............... 0.5 0.1 0.4
Valine ............... .. 0.8 0.1 0.7
dos muscls de Mytlus edulis o Tawrine U T 12 03
de mer diluée deun fois (M/2) 3. Bétaime .................. 46.8 13.1 33.7
4. N aminé dialysable ........ 221.6 52.7 168.9
5, N dialysable total ... ...... 313.3 80.7 232.6
mOsm mOsm 6. CGL(*) ... . i 205.1 48.8 166.3
p. litre d’eau p- kilo d'eau TRy oo 79.6 32.8 46.8
totale de fibre 8. Na (‘J .................. 110.1 363 738
Sommede 1,2,3,6, 7c68. |- 6053 436.0
] - (71.9 p. 100 de
M| M2 M M2 la modification
| | Variation calculée a partir des observée).
valeur du A:
246 | 162 | 315 | 19.7 (2.27 — 1.16) x 1000 o
159 | 104 20.4 12.6 Ter 595
13.1 2.1 16.8 2.6 :
13.1 13.1 16.8 15.9 (*) Les valeurs indiguées ici sont celles qui figurent dans le tableau I1.
82.7 22.8 108.9 27.7
24 1-58 3'% é% TaBLraU V. — Constiinanis osmotiquement actifs (mOms p. kilo d'equ de fibre)
0.41 0.4 8'8 0‘9 des fibres musculaires de Mytilus edulis mainlenue dans Ueau de mer (M)
333 31’4 4:9 2:6 el dans Ueau de mer diluée (M[2)
0.68 0.35 0.9 0.4 = — =
4.1 1.7 5.2 2.1 M I\‘If% Difltérence -
8.0 3.8 10.2 4.6 : i . L
5.9 2.4 7.6 2.9 Constituants inorganiques . . . .. 684.2 234.0 305
1.0 | 0.6 1.3 0.7 N dialysable total .......... . 663.2 349.9 313
1.2 0.62 1.5 0.7 : N N ‘
77.5 78.9 | 2274 95.8 Somme ............... 1347.4 .. 6339
77.7 56.2 99.5 67.1 Acale. ... ool 2.52 1.19
] 0 0 0 A de U'eau extérieure . 227 | 0 115
84.32 | 50.37| 108 61.2 - - ; - T
18.0 | 288.0 | 663.2 | 349.9 N dialysable total ........... 663.2 . | . 3499 313
1. Oxyde de trimiéthylamine .. 0 o o o
337.9 | 173.7 432.7 | 211.1 2 Betaine il . .. e 108..." BN 5% RN 47
3. Taurine ..........vome-e-- |, 99 = 67 32
4. Ac. aminés dialysables dosés. | =~ 227 7 C 98 131
5. Glycocolle . ............ ... 106 28 78
6. N aminé {ninhydrine) ...... 433 211 222
Totalde 2, 3et4d ........ 434 224 210
Totalde 2,3et6 ........ 640 339 301
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Conclusions

Les constituants osmotiquement actifs des fibres des muscles
adducteurs ont été déterminés chez Mytilus edulis adaptée a
Veau de mer et a Ueau de mer diluée deux fois. La somme des
constituants organiques et des constituants inorganiques dosés
rend compte, dans les deux cas, de la totalité de la composante
osmotiguement active.

Quand les moules sont transférées de l'eau de mer a I'eau
saumatre {eau de mer & 50 p. 100) la composante osmotiquement
active du muscle s’abaisse 4 un niveau qui, en dépit de la forte
diminution de la concentration du sang, empéche que le degré
d’hydratation cellulaire soit modifi¢ dans la méme proportion.
Le faible changement d’hydratation ne rend nullement compte
des variations de concentrafion intracellulaire d'une série de
consbituants osmotiquement actifs (régulation isosmotique intra-
cellulaire). Parmi ces derniers, le sodium, le chlorure, le glyco-
colle, la glycocolle-bétaine et la taurine sont ceux dont la contri-
bution a l'ajustement apparait comme la plus importante.

Quand la moule est adaptée i l'cau saumdtre, la régulation
isosmotique intracellulaire s’accomplit, comme PorTs (1958)
Pavait déja noté, par une légére modification d’hydratation et
surtout par une diminution de concentration du sodium, du
chlorure et des acides aminés. La réduction globale, en ce qui
concerne l'azote dialysable, correspond i 313 mOsm par kilo
d’eau de {ibre. L’azote aminé y contribuc pour 222 mOsm,
la glycocolle-bétaine pour 47 mOsm et la taurine pour 32 mOsm
{total 301 mOsm). Les acides aminés dosés rendent compte d'une
diminution de concentration de 131 mOsm (en faible partie
seulement expliquée par l'augmentation d’hydratation). Le
glycocolle, & lui seul, subit une réduction de 78 mOsm par kilo
et il apparait donc comme étant, parmi les acides aminés dosés,
l'osmo-régulateur le plus important ; sa variation dépasse celles
de la taurine et de la bétaine.

Comme le montre le tableau I, 'adaptation & I'eau saumaitre
entraine dans le plasma sanguin une élévation de la concentra-
tion de 'azote non protéique et de 'azote aminé, I'augmentation
de la concentration de ce dernier corregpondant approximative-
ment a 50 % de celle de 'azote non protéique.
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