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Abstract—1. The chemical composition of the blood and of the intracellular
medium of the muscles has been studied in the king crab (Limulus polyphemus)
and compared with that of marine decapods (Crustaceans) and of a scorpion,
Androctonus australis. :

2. The blood of Lémulus contains only very small amounts of free amino
acids. The amino-acid composition of the muscles of Limulus differs from that
of decapods, but is similar to that of the scorpion, with respect to its lower
concentration and to the relative proportions of free arginine and free glycine.

3. The intracellular osmolar effectors in Limulus are principally dialysable
nitrogenous compounds, other than amino acids and taurine, These unidentified

i substances play an important role in the isosmotic intracellular regulaticn
which takes place when Limulus is adapted to brackish water (40% sea water).
This is another difference between Limulus and marine decapods; the latter
show a regulation in which free amino acids are among the most important
i effectors.

INTRODUCTION
| CrEz les Invertébrés marins qui ont été étudiés sous ce rapport, les valeurs les
‘ plus élevées de la concentration intracellulaire des acides aminés libres ont été
relevées, au niveau des muscles, chez les Crustacés, tels que le homard (Camien
| et al., 1951), Cancer pagurus (Duchiteau & Florkin, 1954), Carcinus maenas
w (Duchiteau et al., 1959), Eriocheir sinensis {Duchéteau & Florkin, 1954; Bricteux-
1 Grégoire et al., 1962), Leander serratus et L. squilla (Jeuniaux et al., 1861). Dans
‘ le but de reconnaitre si le type de composition de l'ensemble des effecteurs
osmotiques intracellulaires auquel les acides aminés contribuent pour une part
plus importante que chez d’autres Invertébrés marins, Vers ou Mollusques, est un
‘ caractére des Crustacés décapodes, ou bien un caractére général des Arthropodes
marins, les constituants osmotiquement actifs et en particulier les acides aminés
libres ont éé déterminés au niveau des muscles de Limulus polypherus, un
Arachnomorphe (Chélicérate) marin. Les variations de certains de ces consti-
tuants osmotiquement actifs ont été aussi étudiés au cours de I'adaptation de la
limule 4 V’eau saumitre, dans une autre série d’expériences.
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MATERIEL ET METHODES

Les analyses dont nous présentons les résultats dans le présent travail ont
porté sur trois séries d’animaux: les deux premiéres séries ont été étndiées en
19571958, la troisiéme série en 1961. ‘

1. Premiére et deuxiéme série

(a) Matériel bivlogique. Les limules constituant la série 1 avaient été recues de
Woods Hole (U.8.A.), le 8 décembre 1957; elles avaient aussitdt été placées dans
un aquarium d’eau de mer (Golfe de Gascogne) et elles étaient nourries de moules.
Le sang, I'hépatopancréas et les muscles abdominaux commandant 'appendice
caudal ont été prélevés le 18 décembre 1957. Les autres échantillons de muscles
de 'abdomen et du thorax ont été prélevés le 17 février 1958, sur des individus qui
séjournaient dans I'aquarium d’eau de mer depuis le 8 décembre 1957.

(b) Prélévement du sang et des tissus. Le sang a été prélevé par incision de la
membrane intersegmentaire entre 'abdomen et le thorax. On y a observé une
coagulation cellulaire. Les différents tissus ont été prélevés, essorés sur papier
filtre sans lavage préalable et pesés aussitdt. lls ont été jetés dans I'eau bouillante
pour inactiver les enzymes, puis broyés au mixer et dialysés. Les dialysats ont
été hydrolysés en vue du dosage microbiologique des acides aminés et du dosage
de la taurine par chromatographie sur Dowex 50 selon la méthode de Moore &
Stein. Une autre portion a été séchée jusqu’d poids constant (4 105°C) (voir
Duchiteau & Florkin, 1954) pour déterminer leur teneur en eau. Le dosage des
éléments inorganiques 2 ¢été effectué sur des tissus prélevés 3 Woods Hole (U.S.A.)
en 1952 (deuxi¢me série) et séchés sur place (2 105°C) jusqu'a poids constant.
Les méthodes de dosage sur ces tissus incinérés a 650°C sont décrites dans le
mémoire de Bricteux-Grégoire et al., 1962.

2. Troisiéme série

Cette troisiéme série de limules a été utilisée, en 1961, pour I'étude des varia-
tions de concentration des substances organiques au cours de adaptation 4 'eau
saumétre,

(a) Matériel biologique. Les limules étudiées étaient des individus femelles, de
petite taille [longueur moyenne (appendice caudal inclus) 15 cm]. Elles avaient
été récoltées en septembre 1961 4 Woods Hole (U.S.A.) et expédiées en Europe,
par avion. Dés leur réception, les limules ont été transférées dans un aquarium
d’eau de mer, ol on les a conservées et nourries de moules pendant 5 jours, avant
la mise en expérience.

(b) Adaptation & leau sauwmdtre. Au cours de ces expériences, nous avons
employé de I'eau de mer “artificielle”, composée d’aprés Lyman & Fleming (1940)
et ajustée au pH 7-1 (abaissement cryoscopique, —2-09°C).

Six limules ont été soumises 4 une dessalure progressive: elles ont été trans-
férées, endéans 7 jours, successivement de 'eau de mer 4 des mélanges contenant
90, 80, 70, 60, 50 et enfin 409, d’eau de mer. Avant le prélévement du sang et des
tissus, les limules ent été conservées pendant 7 jours dans ce dernier mélange,
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renouvelé tous les deux jours. Au cours de cette période, les limules ont montré

*un comportement normal: elles n’ont pas été alimentées. Quatre limules témoins
p P

sont demeurées sans alimentation, dans de I'eau de mer artificielle non diluée,
pendant cette méme période. '

Deux limules ont été adaptées ensuite & une dessalure plus poussée. Dans un
milieu contenant 20%, d’eau de mer, on 2 constaté une turgescence anormale des
téguments, Un des individus est mort. L'individu survivant a été ramené a 25,
puis 4 30%, d’eau de mer, ou il a été conservé pendant 8 jours. Il a été ensuite
ramené progressivement dans de 'eau de mer non diluée, ot il était encore en vie
un mois aprés ces manipulations.

(c) Prélévement du sang et des tissus. On a incisé la membrane intersegmentaire,
au centre de articulation transversale (charniére) entre le céphalothorax (prosoma)
et 'abdomen (opisthosoma). Cette incision a été pratiquée au-dessus d’un bécher,
ot on a recueilli le sang. Celui-ci a ¢té utilisé pour la mesure de I'abaissement
cryoscopique et le dosage des acides aminés libres (aprés dialyse}.

Les bords de la partie notale du céphalothorax et de I'abdomen ont ét¢ découpés
au moyen de ciseaux, et les partie notales des carapaces ont été rabattues pro-
gressivement, au fur et 3 mesure que l'on sectionnait les muscles a leur base,
Cest-A-dire au niveau de l'endosternum cartilagineux et des plaques sternales
de I'opisthosoma. :

On a isolé et prélevé les quatre paires de muscles qui relient I'endosternum 4 la
face interne du céphalothorax, ainsi que les muscles de 'appendice caudal. On les
a lavés par agitation dans une solution d’eau de mer isotonique avec le sang (eau
de mer pure pour les témoins; eau de mer 409, pour les limules adaptées a I'eau
saumétre) et essorés sur papier filtre. Aprés pesée du tissu frais, on a inactivé les
enzymes par ébullition pendant 10 min.

(d) Dosage des acides aminés libres et de la taurine. Les tissus, broyés au mixer,
ont été dosés sur les dialysats hydrolysés, par chromatographie sur Amberlite
IR-120 selon la technique de Moore, Spackman & Stein (1958).

RESULTATS ET DISCUSSION

(1) La premiére série de limules a été utilisée pour le dosage des acides aminés
libres dans le sérum sanguin et dans les muscles. Les résultats sont présentés
dans le Tableau 1 (valeurs exprimées en mg d’acides aminés pour 100 ml de sang
ou 100 g de tissu frais) et dans le Tableau 2 (mémes valeurs, exprimées en mMoles/]
d’eau en tenant compte de la teneur en eau des muscles, soit 78-4 pour cent,
lorsque les animaux vivent en eau de mer).

La teneur en acides aminés libres du sérum sanguin est extrémement faible,
comme chez les Crustacés d’une part et le scorpion d’autre part (Bricteux-
Grégoire et al. 1963).

La teneur en acides aminés libres au niveau des muscles varie, selon les individus,
entre 720 et 1136 mg/100 g de muscles frais; soit entre 62 et 99 mMoles/] d’eau.
La concentration en acides aminés libres intracellulaires est donc nettement
moindre que chez les Crustacés décapodes marins (Carcinus maenas, 3—4 g/100 g
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de muscles frais, Duchiteau et al., 1959; Leander serratus et L. squilla, 24 et (462 mg/100 g), chez Er
2:0g/100 g, Jeuniaux et al., 1961; Eriocheir sinensis, 327-354 mMolesfl d’eau, et L. serratus (300 et 32(
Bricteux-Grégoire e al., 1962), mais elle est comparable 4 celle observée chez le
scorpion Androctonus australis (886 mg/100 g de tissus frais, soit 76 mMoles/1 d’eau,
Bricteux-Grégoire ef al., 1963). ' T,

TanrearU 1—Limulus polyphemus (Sirie T)
{mg/{100 ml ouf100 g de tissu frais)

Muscles Acides aminés Sérum

Abdomen  Abd.+ Abd. Thorax Abd. Thorax Alanine 0-16

Hépato- ——  —  thorax Arginine 0-05

Acides aminés* Sérum pancréas M, M, M, M, M; ; Acide aspartique 0-08
! Acide glutamique  0-02

Alanine 1-4 0 508 371 276 270 289 193 305 : Glycocolle +0:0
Arginine 08 676 5622 5529 4448 4688 5525 4514 4183 e Histidine 002
Acide aspartique 11 332 832 790 26-9 34-8 389 18-1 206 Tsoleucine 003

(total) Leucine 0-02
Acide glutamique 0-3 108-4 2496 2577 896 106-3 115-4 76-1 1137 .

(total) Lysm_e ) 0-01
Glycocolle +00 399 276 254 284 256 335 262 260 Méthionine 0-01
Histidine 03 19-8 135 14-4 37 60 54 37 4-6 Phénylalanine 001
Isoleucine 04 11-9 68 6-2 10-5 19-8 22-6 9-4 11-5 Proline 0-08
Leucine 02 6-5 7-3 4-8 11-2 28-2 325 12-5 13-7 Thréonine 0-02
Lysine 0-2 285 85 96 93 - 108 108 62 76 : Tyrosine 0-02
Meéthionine 02 32 70 . 72 82 78 9-9 94 11-5 . Valine +00
Phénylalanine 02 6-3 73 65 6-3 3-4 10-8 56 76 ; —
Proline 09 30-1 92-4 70-1 94-8 106-3 74-1 56-8 359 Somme 0-53
Thréonine 0-2 6-7 51 4-8 9-7 6-6 72 81 84 e
T'yrosine 0-3 75 63 52 52 6-6 81 50 6-5 Taurine
Valine +0 63 g5 79 142 300 339 119 153 ] N 1otal dialysable

L h;
Somme 65 3759 11361 10888 7904 8932 9875 7197 8017 ! N s st doses
Taurine} 3160 ' smeonnn
N mota1 dialyeablo 3029 7718 8164 8521 7691 8485 7289 7576
N 2¢ides amninds dosés 185-3 ! Les valeurs en mMol
N taurine 354 ! muscles de ’'abdomen me
N scides aminds + N taurine 2207
T
* Dosé par la méthode microbiologique (voir Duchéteau & Florkin, 1954). (Muscles, poids
7 Dosé par chromatographie sur colonne selon Moore & Stein, —_—
N inconnu = N gotar — (N acides aminé dosts + N taurine) = 8521 mg—2207 mg = 6314 mg/100 g
tissu frais, soit 575-3 mM.
Il convient de souligner que, chez la limule, comme chez le scorpion, 1’acide ‘
aminé libre dont la concentration intracellulaire est la plus élevée est I'arginine, K
tandis que chez tous les Crustacés décapodes que nous avons étudiés, c’est le { Ca
glycocolle qui est, systématiquement, 'acide aminé le plus abondant. ‘ Ig]g
La taurine intracellulaire présente, chez la limule, une concentration du méme Total

ordre de grandeur (316 mg/100 g de tissus secs) que celle observée chez le scorpion
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(462 mg[100 g), chez Eriocheir sinensis (125-258 mg/100 g) et chez Leander squilla
et L. serratus (300 et 320 mg/[100 g).

TaBLEAU 2—Limulus polyphemus (SERIE I)
(Muscles, mMoles/l d’eau)

Abdomen Abd.+ Abd. Thorax Abd. Thorax
—  Thorax

Acides aminés Sérum M, M, M, M, M;
Alanine 016 7-3 53 40 39 4-1 2-8 4-4
Arginine 0-05 412 40-5 32:6 343 40-5 331 306
Acide agpartique  0-08 8-0 76 2:6 3-3 37 1-7 20
Acide glutamique 0-02 216 22-3 7-8 9-2 10-3 66 99
Glycocolle +0G-0 4-7 4-3 4-8 4-4 57 45 4-4
Histidine 0-02 11 1-2 03 -5 0-4 03 0-4
Isoleucine 0-03 07 0-6 1-0 1-9 2:2 09 1-1
Leucine 0-02 0-7 05 i1 27 32 12 13
Liysine 0-01 0-7 0-8 0-3 0-9 0-9 0-5 07
Meéthionine 0-01 06 0-6 0-7 07 0-3 0-8 10
Phénylalanine 0-01 06 05 0-5 0-6 0-8 0-4 0-6
Proline 0-08 10-2 78 10-5 11-8 8-2 63 40
Thréonine 002 - 05 0-5 1-0 07 0-8 0-9 09
T'yrosine 0-02 0-4 0-4 0-4 05 0-6 04 0-5
Valine +0-0 0-9 -9 1:5 33 37 1-3 1-7
Somme 0-53 99:2 938 69-6 787 859 61-7 63-5
Taurine 323
N {ota1 atalysaple 703-2 743-8 7763 7007  773:0 6641 690-2
N acides n.m:lnéa dosés 169
N taurine 32

575

inconnuw

Les valeurs en mMoles/l d’eau ont été calculées en utilisant les teneurs en eau des
muscles de ’'abdomen mesurées dans 'expérience de 1961.

TaBLEAU 3 Limulus polyphemus (SERIE 1I)
(Muscles, poids du résidu sec = 22-1 pour cent du peids de tissu frais)

mg/100 g
de poids de tissu
frais mMoles/l d’eau
K 293-4 96-6
Ca 15-4 ' 4-9
Mg 91-9 492
Cl 659-3 238-4
Total 3891
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Si I'on compare, chez la limule, les valeurs en azote aminé, dosé sous forme
d’acides aminés et de taurine, et en azote total dialysable, on constate que les
substances aminées dosées (acides aminés et taurine) ne représentent qu’un quart

. environ de I’azote total dialysable. Un fait analogue avait été signalé précédemment
dans le cas du scorpion. Chez le crabe chinois Eriocheir sinensis, au contraire,
l’azote des acides aminés, de la taurine, de I'oxyde de triméthylamine et de la
bétaine, représente les trois-quarts de 1'azote total dialysable. '

Le Tableau 4 résume la question de la contribution des diverses substances
4 la pression osmotique intracellulaire. Il apparait clairement que les acides
aminés et la taurine jouent un réle modeste en tant qu’effecteurs osmolaires,
tandis que c’est au niveau des substances azotées dialysables indéterminées qu’il
faut rechercher les effecteurs osmolaires les plus importants,

TABLEAU 4—CONTRIBUTIONS A L’ABAISSEMENT CRYOSCOPIQUE INTRACELLULAIRE
(Stries I eT IT)

("C)
A éléments inorganiques —073
A yeides aminds + tancine —019
N inconnu —1-08
A totar ~-2-00
A, —2:11

(2) La troisi¢éme série de limules, recues en 1961, a été utilisée pour étudier la
contribution des divers effecteurs osmolaires intracellulaires a la régulation
isosmotique intracellulaire, au cours du passage de ’eau de mer 4 'eau saumitre.

Les limules s’adaptent trés bien 4 l'eau saumétre (409, d’eau de mer, soit
A, = 0-79°C). Le milieu extracellulaire (sang) n’est cependant pas 'objet d’une
régulation anisosmotique: dans I'eau saumitre (—0-79°C), la valeur de Vabaisse-
ment cryoscopique du sang des limules était de 0-85°C. La seule régulation
osmotique présentée au cours de cette adaptation se situe donc au niveau des
cellules, car la teneur en eau des muscles est 4 peine plus élevée dans I'eau saumitre
que dans ’eau de mer (cf. Tableau 5).

On compare, dans le Tableau 5, les concentrations intracellulaires de 15
acides aminés libres et de la taurine, dans les muscles de limules vivant dans
I’eau de mer, ou adaptées 4 'eau saumitre. Les concentrations intracellulaires en
acides aminés et en taurine sont nettement plus basses dans l'eau saumétre que
dans I'eau de mer, sauf en ce qui concerne I'arginine, dont la concentration est
plus élevée en eau saumitre. La participation des acides aminés libres intra-
cellulaires et de la taurine 4 la régulation isosmotique intracellulaire est donc
évidente, mais de trés faible portée: la variation de I'abaissement cryoscopique dle
2 la diminution de concentration de ces molécules est seulement de —0-04°C.

C’est au niveau des substances azotées dialysables de nature indéterminée
que lon observe la plus forte variation de concentration intracellulaire. La
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TABLEAU 5—-Limuyl;
i

Eau (pour cent)

Acides aminés libres
Alanine

Arginine

Acide aspartique (total)
Acide glutamique (total)
Glycocolle

Histidine

Isoleucine

Leucine

Lysine

Phénylalanine

Proline

Sérine

Thréonine

Tyrosine

Valine

Somme

Taurine
Oxvde de triméthylamine
N total dialysable
N n.miné (ninhydrine}
N acides aminte dosés
taurine

inconnu
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( ) A N incannm
(©) A ot
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variation de I’abaissement cryoscopique dfie 4 la diminution de concentration de
ces substances est égale 3 —0-36°C,

"T'ABLEAU 5—Limulus polyphemus (Série I11) DANS L'EAU DE MER ( = 209°C)
ET DANS L'BAU SAUMATERE ( = —0-79°C)

Sérum

Muscle

Eau de mer

Eau saumitre
(mMoles/l de sérum)

Eau de mer

Eau saumitre

{mMoles/l d’eaun)

Eau (pour cent) 784 82-9
Acides aminés libres
Alanine 0037 0123 0-057 3-44 1-49
Arginine 0-046 0-032 12:67 20-29
Acide aspartique (total) 0-085 0-184 0-0599 412 1-0
Acide glutamique (total) 0-115 0275 0-179 381 213
Glycocolle 0-08 0-236 0-125 4-93 241
Histidine 1-15 0 -
Isoleucine 0-028 0:088 0-033 068 012
Leucine 0-039 0-088 0-035 1-07 0-16
Lysine 0112 0-098 1-22 0:66
Phénvlalanine 0 0-054 0-013 0-85 0-15
Proline 0 0 0 9-42 0-44
Sérine 0-086 192 0-094 1-40 0-52
Thréonine 0-034 0-098 0-039 1:50 -4
Tyrosine 0 ‘ 0044 0019 0-49 0-04
Valine 0-044 0135 0-048 1-85 019
Somme 0-706 1-517 0871 48-60 30-04
Taurine 0-037 0-047 0-055 15-41 1062
Oxyde de triméthylamine 0 0
N total dialysshile 462 2711
N yming (ninhydrine 123 71
acides amiués dosés 90-2 95-0
N taurine 154 106
inconnu 356 165
(@) A sdes aminds + taurine —012°C —008°C
(b) A ¥ inconnn —0-67°C —031°C
{€) A tota1-car—mn —0-40°C

—1-30°C

Néanmoins, il apparait que c’est surtout parmi les substances non azotées
gu’il faut rechercher les effecteurs osmolaires qui jouent le réle principal au cours
de la régulation isosmotique intracellulaire, Le Tableau 5 (derniére ligne) montre
en effet que 'abaissement cryoscopique intracellulaire dfi aux substances dialy-
sables non azotées passe de --1-30°C dans I'eau de mer 4 —0-40°C dans I'eau

saumitre,
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CONCLUSION

La limule (Limulus polyphemus), Chélicérate Mérostome, est avec les Panto-
podes le seul Arthropode marin actuel qui n’appartienne pas 3 la classe des
Crustacés. Par la composition de ses muscles en acides aminés libres, en taurine
et en autres substances azotées dialysables, la limule se rapproche bien plus du
scorpion (Androctonus ausiralis) que des Crustacés décapodes marins. En effet, la
contribution des acides aminés libres intracellulaires 4 'abaissement cryoscopique
intracellulaire est relativemnent peu importante, ce rdle étant joué par des molécules
azotées dialysables actuellement indéterminées. Comme le scorpion, la limule
différe des Crustacés marins par la haute teneur en arginine libre intracellulaire et
par une teneur en glycocolle beaucoup plus basse.

La limule est euryhaline et capable de survivre pendant au moins 15 jours
dans l'eau saumétre contenant 409, d’eau de mer. I.a pression osmotique du
sang s’ajuste rapidement au niveau de celle du milieu extérieur; il n’y 2 donc pas
de régulation anisosmotique extracellulaire. L’euryhalinité de la limule dépend
exclusivement d’un mécanisme de régulation isosmotique intracellulaire auquel
les acides aminés ne prennent qu’une part trés faible, contrairement 4 ce qu’on
observe chez les Crustacés décapodes.
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