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INTRODUCTION

Le milieu intérieur des Vertébrés, en particulier celui des Vertébrés supérieurs et
de I'Homme, est relativement bien connu. Pour des raisons évidentes, d'innombrables
recherches, poursuivies avec les moyens techniques les plus récents et les plus perfec-
tionnés, se sont efforcées d’en établir la composition précise, ainsi que les variations phy-
siologiques et pathologiques.

On ne peut en dire autant de la plupart des autres groupes zoologiques. Dans la
classe des Crustacés, par exemple, nos connaissances en la matiére demeurent restreintes
et fragmentaires.

Pourtant, sans vouloir critiquer cette sorte « d'égocentrisme biochimique » compré-
hensible et justifié, nous pensons qu'a bien des titres le liquide cavitaire de ces animaux
merite une étude approfondie.

D'une part, elle est susceptible de compléter le tableau encore irés parliel de noire
connaissance biochimique du monde vivant, rendant ainsi possibles ou plus documen-
tées des ceuvres de synthese comme celles qui ont trait a I'évolution biochimique.

Elle s'impose, d'autre part, pour l'éclaircissement de certains phénoménes physiolo-
giques connus depuis fort longtemps dans ce groupe, mais jamais expliqués, et dont la
eomprehensmn serait susceptible de jeter des lumiéres nouvelles sur les grunds prable-
mes de la croissance et de la sexualité.

Elle est enfin de nature & apporter des renseignements théoriques généraux sur la
physico-chimie de substances comme les protéines et les complexes qu'elles forment avec
les glucides et les lipides.

Dire que rien n'a élé fait dans ce domaine serait injuste et inexact. En réalité, les
travaux ne manquent pas, mais beaucoup d’entre eux sont anciens et n'ont done pu pro-
fiter de techniques récemment acquises. D’autres s'adressent & telle ou lelle substance en
particulier, pour 1l'étudier en tant qu’entité chimique, indépendamment de son contexte
vivant. Trop souvent aussi, ils sont réalisés & partic d'an nombre minime ou non précisé
d’individus, sans aucune indication de I'état physiologique actuel, ce qui réteécit beau-
coup la validité des resultats.

De tels travaux méritaient donc d’étre repris ou complétés,

Le but de nos recherches a élé de conlribuer & la connaissance biochimique de I'hé-
molymphe du Crustacé Décapode Carcinus maenas Linné, matériel commun et d'élevage
aisé, de maniére & créer avec les éléments préexistants, une base de départ solide pour
I’étude biochimique approfondie d'un probléme redevenu frés actuel : celui de la sexualité
des Crustacés.
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Pour étre valable, l'investigation biochimiique d’'une organisme doit répondre a deux
impératifs majeurs : la connaissance solide des principes et des techniques indispensa-
bles & I'identification et & I'évaluation des ecomposants probables, mais aussi et surtout,
une expérience tres poussée de la biologie du groupe ou de 'espéce considérés.

Or, ces conditions sont loin d’étre toujours réunies.

Il nous faut reconnaitre que, trés souvent, Zoologistes et Biologistes ont une admi-
ration respectueuse et lointaine pour la biochimie et ses techniques d’avant-garde, ‘alors
que, non moins fréquemment, les Biochimistes exercent leur art sur des animaux dont
ils ignorent le mode de vie.

Dans la mesure du possible, nous nous sommes efforcé d’éviter de tels écueils. Bien
que Biologiste de formation, nous nous sommes attaché & acquérir pleinement la métho-
dologie de techniques biochimiques récentes en essayant de les perfectionner et méme
en créant un appareillage nouveau. D'un autre cdté, de nombreuses anpnées d’observa-
tions, d’élevage et d’expérimentation nous ont familiarisé avec la biologie de Carcinus
maenas. Chaque fois que cela semblait utile, nous n’avons pas craint de répéter certaines
analyses sur des milliers d’individus, afin d’éviter toute conclusion hétive et de conférer
plus de certitude & Y'interprétation. Enfin, nous nous sommes efforcé de ne jamais oublier
que nous avions & faire & un matériel vivant et que chaque élément que 'analyse pou-
vait en délacher artificiellement demandait & étre replacé dans son contexte global avant
de donner lieu & conclusions.

Un programme complet aurait exigé l'élude systématique de toutes les substances
minérales et organiques pouvant se renconfrer chez I'animal choisi. Une telle ceuvre est
de longue haleine et aurait débordé du cadre de notre travail. C’est donc sciemment que
nous avons cédé a la tentation de chercher par les voies les plus rapides la solution de
problémes déja anciens, d'orienter nos essais dans des directions préférentielles, au
détriment de certaines autres. Le plan de notre exposé ne se comprendra que dans cette
perspective.

Aprés un chapitre préliminaire destiné & familiariser le lecteur non Naturaliste avec
le matériel étudié, sa provenance, son mode d’élevage, sa biologie sommaire et les don-
nées biochimiques déja acquises, nous aborderons I'étude des lipides dans le but de véri-
fier ou d'infirmer 'hypothése de G. SMiTH au sujet du rdle de ces substances dans le
déterminisme des caractéres sexuels des Crustacés.

Puis, nous rechercherons chez nos animaux des composés & configuration sléroide,
afin d’établir une fois pour toutes si leur différenciation sexuelle emprunte les mémes
voies et moyens que celle des Vertébrés. Ces recherches seront associées & divers essais
d’injections d’hormones pures de Vertébrés et de liquides biologiques.

La derniére et plus grande partie de ce travail sera consacrée aux protéides qui ont
connu notre faveur particuliere pour leur importance primordiale dans P'édification des
tissus et le role qu'ils jouent dans la réalisation de certains processus hormonaux chez
les Vertébrés.

Le désir de trouver une solution au probléme ancien de la « castration parasitaire »
fera que, lout au long de nos analyses, on renconfrera le souci de rechercher des diffé-
rences entre les Crabes indemnes et ceux qui sont parasités par la Sacculine,
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Nous ne nourrissons pas lillusion d’avoir épuisé l'un quelconque des problémes
abordés. Bien auw contraire ! Sans méme parler du chapitre des glucides délibérément
réserve & des travaux ultérieurs, tous les résultals acquis et les progrés accomplis nous
ont suggére de nouvelles recherches & faire. Bien long sera encore le chemin & parcourir
pour que le milien intérieur des Grustacés soit aussi bien connu que celui des Vertébrés.
Mais la pelite partie que nous en avons explorée a suffi & nous lg réviéler comme une
voie passionnanle et pleine de promesses.



CHAPITRE PREMIER

LE MATERIEL ETUDIE

Nos recherches ont été effectuées sur Carciius maenas Linné (1. Ce Crustacé Déca-
pode Brachyoure, trés commun sur nos cétes et bien connu sous le nom de « Crabe
enragé », représente un matériel favorable & des études biochimiques. I peut étre récolté
facilement, en grandes quantités, & peu de frais. La taille des individus movens est suffi-
sante pour fournir le volume d’hémolymphe nécessaire & I'analyse chimique, sans avoir
recours & des microméthodes trop délicates. De plus, I'élevage en est relativement aisé
et la biologie déja bien connue. ‘

Nous passerons successivement en revue la provenance des animaux dont nous nous
sommes servi et les procédés employés pour leur élevage. Pour le lecteur uniquement
Biochimiste, nous donnerons ensuite un bref aper¢u de la biologie de Carcinus maenas
et des problemes qu’elle pose. Finalement, nous dresserons le tableau des données biochi-
miques déja connues. '

I. — PROVENANCE DES ANIMAUX

Les Crabes étudiés sont originaires des cotes de Bretagne (région de Roscoff) ou du
littoral méditerranéen (Etang de Thau).

Entre les populations de ces deux régions. il existe des différences morphologiques
et biologiques qui, aprés avoir été pressenties par A. VEILLET (1945), ont ét¢ démontrées
avec précision par N. Demrusy (1958). Depuis, le Crabe méditerranéen a éié dénommé
Carcinus mediterraneus Czerniawski. Cependant, pour des raisons de simplification et
jusqu’a ce que cette distinction soit devenue courante, nous continuerons & ne parler
que de Carcinus maenas en précisant chaque fois son origine.

(1) Carcinides Bathbun (1897) = novum nomen pro Carcinus Leach (1814) nec Latreille, Le lerme
Carcinus a été conservé.
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Dans nos essais, nous avons naturellemznt pris soin de traiter des lots homogtnes
d’animaux de méme provenance, de maniére a écarter I'influence possible d'un facteur
qpéciﬁque Lorsque cela n’a pas été le cas, ce sont des échantillons paralléles qui ont été
examinés et comparés, avec le souci de révéler d’évenluelles divergences. Disons de suife
que de telies différences n’ont, & aucun moment, pu étre constatées.

Les recherches ont été effectudes, soit a I'Institut de Biologie de Nancy sur des Crahes
expédiés et élevés en ce lieu, soit au cours de plusicurs s¢jours dans les Stations biolo-
giques de Roscoff (1951, 1954, 1956) et de Sele (1950, 1955, 1956).

— TEGHNIQUES D'ELEVAGE

Chaque fois que les recherches n’ont pas porté sur des animaux stockés en milieu
conservateur, ou fraichement péchés. ou expédids par les soins d'une Station, elles ont
été faites sur des Crabes vivant en élevage.

Lorsque leur étude n’a pas exigé qu'ils soient suivis individuellement, ils ont &té
conservés vivants, en vrac, dans de grands bacs en ciment avec un minimum d’eau de
mer et quelques algues humides. Dans le cas contraire, nous avons utilisé le dispositif
d’élevage en hoites de matiére plastique mis au point par A. VmiLLET et N. DEMEUSY
(1951) et maintenant utilisé dans la plupart des laboratoires s'intéressant aux Crustacés.

A Nancy, nous nous sommes servi d’une installalion d’eau de mer en cireuit ferma,
congue par A. VEILLET et réalisée avec lui en collaboration avec I'équipe des Chercheurs
du Laboratoire (N. DeMeUusY et R. LrNEL). Cette installation fonctionne depuis prés de
dix ans et donne entiére satisfa¢tion. Nous ne reprendrons pas sa description détaillée
déja faite par N. DeMrUSY (1958), mais ajouterons quelques précisions supplémentaires,

L’eau de mer utilisée est de I'eau de mer naturelle, méditerranéenne, originaire de
Sete ot en un lieu du littoral aussi peu souillé que possible, elle est pompée directement
dans les containers métalliques qui serviront a l'acheminer par fer vers le lieu de desti-
nation. Malgré la distance appréciable (782 km) séparant Séte de Nancy, son prix de
revient n'est guére supérieur & celui d'une ean de mer artificielle qui serait fahriquse
sur place et qui ne présenterait pas les mémes garanties biologiques.

La cuve en acier vifrifié dans laquelle était conservée cette eau initialement n’a pas
résisté & T'action corrosive des sels. Elle a été remplacée par quatre cuves tronc-conicues.
en hois, anciennes cuves de brasserie, d'une C'lpacité individuelle de 30 hl environ. Super-
posées deux & deux, celles-ci peuvent tre mises en circuit indépendamment et sont pour-
vues de frop-pleins. Les 120 hl qu’elles permettent de stocker suffisent, grace au dispositif
de filtration déja décrit, & alimenter dans de honnes conditions et pendani plus d’un an,
environ' 170 boites individuelles.

Pour réduire au minimum le temps perdu que représente la fastidieuse heqo"ne du
nettoyage des boites tous les deux jours, nous avons personnellement ajouté a linstal-
lation un dispositif qui peut étre recommandé a tous ceux qui praticuent de tels éleva-
ges. 11 comporte un tonnelet & eau distillée de 10 ou 20 litres dont la large ouverture
supérieure est obturée par un houchon de caoutchouc ou de lidge & trois trous. Par 1'un
de ces orifices, le récipient est relié & une trompe & eau qui permet d’y créer une dépres-
sion réglable par I'intermédiaire d'un robinet assujetti au deuxiéme {rou. La troisiéme
percée porte un tibe de verré relié & une canalisation de polyéthyléne transparent de
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10 mm de diamétre intérieur. Celle-ci est fixée au mur a 50 em au-dessus du niveau des
hoites et court tout le long de Iinstallation. De métre en métre, cette conduite comporte
un T en verre dont la branche asymétrique est coiffée dun tuyaun de polyéthyléne assez
souple d'une longueur de 120 em environ. Chaque tuyau esl porté par un bras métallique
(50 em) articulé au mur et mobile & 180¢ dans un plan horizontal. Cetle maobilité per-
met & l'extrémité de chaque tuyau d’atteindre le fond des 32 boites de la batterie qu’il
dessert. Ces extrémilés sont obturdes par de petits bouehong de caoutchoue que Ton
enléve au moment de l'emploi. La tubulure inférieure du tonnelet est pourvue d'un
robinet de vidange en verre. A la face inférieure du grand bouchon supériear est sus-
pendu, grice a un disque en plexiglas, un suc filtrant en tissu iniputrescible dans lequel
pénétre l'extrémité de la canalisation.

L’ensemble de ce dispositif, dont une partie est représentée par la figure { ci-dessous
fonetionne de la maniére suivante.

Les robinets supérieur et inférieur du
tonnelet étant fermés, on erée dans celui- |
cl une dépression & l'aide de la trompe a
eau. On débouche ensuite rapidement
Pextrémité du tuyau mobile correspondant
& la balterie de bolles que I'on veut net-
loyer, pour la plonger aussitdt au fond
de T'une d’elles que 'on parcourt alors en
tous sens. Il se produit ainsi une aspira-
tion vigoureuse de 'eau polluée, des détri-
tus et des excréments. Ces déchets, suffi-
samment ramollis par leur séjour dans
Peau, cheminent facilement dans la cana-
lisation évacuatrice et se jettent dans le
filtre du tonnelet qui en retient les frag- Fi. 1. — Dispositif (‘levnet‘[u'yag‘e ‘s‘emi-auton‘mt.i,
m(ints les .plu.s .gl‘los. LOI‘SL]ue lune des gltjlhu\p‘::;ualt?«;llt‘lelidtéo\nplﬂ;tl:egxi.g Lda(tilgnllg
boites est ainsi vidée et nettoyée, on passe texte.
sans interruption a la suivante, le rythme
de vidange devenant de plus en plus rapide an fur el & mesure de Paceroissement de
la. dépression dans le lonnelet el du remplissage de celui-cl. Par ce procédd, le neltoyage
se fait au moins deux ou trois fois plus vile et micux qu'avee la poire aspirante utilisée
par la plupart des chercheurs. Une fois le tonnelet rempli, il ne reste qu'a interrompre
la dépression et & ouvrir le robinet inférieur pour que eaun, déjd partiellement épurée,
rejoigne les voies colleclrices qui la conduiront au filtre & charbon activé et la feront
ainsi rentrer dans le circuit général.

Ce systéme simple, propre, semi-automatique, permet de réaliser une économie de
temips considérable. Nous le recommandons done vivement pour toutes les installations
d’élevage {ixes du genre de celle que nous avons utilisée.

Sauf précisions-particuliéres, les Crabes ont éte nourris régulierement tous les deux
jours avec des Moules, des CUrevettes grises ou roses ou des fragments de Poisson frais,
ceci suivant les saisons.

Dans ces conditions, nous avons pu garder certains individus pendant prés d'une
année, les voyant muer normalement et obtenant la ponte des femelles.
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IIT. — BIOLOGIE SOMMAIRE DE CARCINUS MAENAS

Le ¢dté biochimique du présent travail étant susceptible d’intéresser des lecteurs non
initiés & la hiologie de I'animal étudié, nous pensons en faciliter la compréhension par
une revue rapide des connaissances leg plus récentes dans ce domaine.

A, — Développement et croissance.

1. Ponfe.

Les eufs (200000 environ) sont pondus par la femelle & une époque variable suivant
les régions. A. VEILLET (1945) note que dans I'Etang de Thau les pontes s’échelonnent de
la mi-novembre & mars, alors qu’il admet, 3 la suite de G. J. BRoggrUYSEN (1936) el J. H.
OrTon (1936), qu'elles s'étalent sur toute 'année dans la région de Roscoff. Nous rap-
porterons plus loin nos observations personnelles a4 ce sujet.

Une fois pondus, les ceufs. fixés aux soies des pléopodes, sont porlés et incubés par
la femelle entre I'abdomen et le céphalolhorax. Ils sont aérés par Iagitation des pléopo-
des et hrassés périodiquement par les pattes thoraciques.

2. Développement.

Le développement, d’abord intra-ovulaire, s'achéve par une éclosion au stade zoé,
premiére forme larvaire libre. A celle-ci succedent des stades métazoé el mégalope dont
les métamorphoses donnent les premiers stades Crabes habituellement désignés par des
chiffres romains. '

3. Mues et croissance.

Le passage d'un stade & P'autre, done aussi la eroissance des animaux, se font par le
processus de la mue. Ce phénomene consiste en la formation, sous la carapace chitino-
calcaire existante, d'un tégument nouveau et souple épousant les formes du précédent.
Cette nouvelle enveloppe est mise & nu par I'exuviation, c’est-a-dire la sortie de I'animal
tout entier de son ancienne carapace gréce & une fente qui se crée a la limite dorsale
du céphalothorax et de 'abdomen.

Dans les heures qui suivent, le Crabe, d’abord flasque et sans ressort, absorbe de
I'eau, augniente de taille et déplisse ses téguments. Ceux-ci durcissent progressivement
par imprégnation minérale. L’animal arrive de la sorte & un stade de repos physiologique
relatif dont il ne sortira que pour préparer la mue suivante.

Le phénoméne de la mue est connu de longue date, mais il n'a élé étudié avee préci-
sion que par P. DracE (1939) qui a eu le mérite de relever pour la premieére fois un
certain nombre de critéres permettant de découper l'intervalle entre deux mues consécu-
tives (cycle d'intermue) en des étapes définies et repérables. Comme nous serons amené
souvent a faire mention de ces subdivisions, il est utile de rappeler brievement leurs
caractéristiques chez Carcinus maenas.

Le cycle d'intermue de ce Décapode se partage en quatre grandes périodes A. B. €. D,
elles-mémes subdivisées. Les durées indiquées ci-dessous concernent des individus adul-
tes de taille moyenne.
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PERIODE A.

FEtape A, : Durée = 10 -15 heures,
Le Crabe vient de quitter son exuvie. La nouvelle carapace est molle et il ne peut se soulever
sur ses pattes. L'aire gastrique est turgescente.

Etape A, : Durée = 20 -40 heures. '

La partie antérieure du bouclier dorsal acquiert une rigidité assez grande, confrairement aux
aires branchiales et cardiaques qui restent souples. Tous les articles des pattes peuvent étre pliés
transversalement sans casser.

PERIODE B. — Durée = 2 -3 jours.

Non subdivisée. Les aires branchiales et cardiaques conservent une souplesse diminuée. Seuls
les méropodites peuvent étre pliés sans cassure.

PERIODE C.

Etape C, : Durée = 4 -8 jours.

Le boueclier dorsal est rigide, sauf laire cardiaque. Les branchiostégites sont encore flexibies
dans leur région postérieure. Reprise de I'alimentation. Bien gquwavant encore une vertaine flexibi-
lité, les pattes cassent au pli.

Etape C, : Durée = 7-15 jours.
Le bouclier dorsal est rigide, méme dans l'aire cardiaque. Les branchiostégites ne sont plus

guére flexibles que dans leur région postérieure et la souplesse des pattes persiste dans le sens
normal & leur aplatissement.

Etape C, : Durde = 2 -6 semaines.
Animal entierement rigide et absence totale de couche membraneuse sur la face interne de
la carapace.

Etape C, : Durée = plusieurs mois.
Développement progressif de la couche membraneuse.

PERIODE D.

Etape D, : Durée = 5-12 jours.

Les nouvelles soies en formation sont visibles au microscope sur I'épipodite branchial exter-
ne du maxillipéde I ou encore sur les pléopodes des femelles. Une partie de la couche membra-
neuse se gélifie et un fragment découpé de la carapace se décolle aisément.

Etape D, : Durée = 6-12 jours.
Séerétion d’une partie de la couche pigmentaire que 'on peut apercevoir pur une ouverture
découpée dans la carapace.

Etape Dy : Durée = 2-5 jours.

Sous la pression de 'ongle, la carapace se brise aisément au niveau de la suture épimérienne.

Etape D, : Durée = 15-30 heures.

Résorption totale de P’exosquelette le long d'une partie de la ligne de déhiscence. L'animal
est particuliérement apathique. Cette élape se termine par lexuvialion qui s'annonce par le sou-
lévement du bord postérieur du bouclier dorsal,

Ce systétme permet de déterminer le stade d'intermue des animaux en expérience
sans avoir & les sacrifier, Cependant, comme nous l'avons laissé entendre, les durées
indiquées ci-dessus n'ont qu'une valeur approximative et ne peuvent étre étendues
a la totalité des individus. En effet, les Crabes jeunes muent beaucoup plus vite, & des
intervalles qui se chiffrent d’abord en jours, puis en semaines. A. VEILLET (1945) a cal-
culé, pour Carcinus maenas, que ce n'est qu'd partic d'une taille de 25 & 30 mm que
I'intermue dépasse le mois.
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Si nous avons tenu & bien repréciser ce phénomene, c'est que son importance est
capitale pour des éludes biochimiques. En effet, dans un eycle d'intermue, les transfor-
maltions morphologiques sont accompagnées, comme 'a montré L. RExavp (1949}, dun
houleversement mditabolique qui affecte de nombreux composants minéraux et organi-
ques du liquide cavitaire. Or, {rop souvent, les analyses chimiques antérieures onl été
faites sans tenir compte de ce faclenr ou sans donner de précisions a4 son sujet. Leur
validité s'en {rouve heaucoup diminude,

Le déterminisme de la mue est partiellement connu depuis la découverte par M. Gapg
(1953} et I'étude physiologique par G. EcHsner (1954, 1955) des glandes qui en sont res-
ponsables. Ces glandes de mue, encore dénommeées organes Y, sont paires et siluées ven-
tralement dans la région antérieure du céphalothorax. Leur ablation chirurgicale entraine
Parreét des mues, almns que leur 1mplanfatwn chez des Crabes déja bloqués les fait réap-
paraltre Fait remarquable et unique chez les \Ithl'opndes Thormone de mue a ¢té isolée
a I'état cristallisé par A. BrteNanpt et P. Karwson (1954), d’abord chez les Insecles, puis,
par P. Karnsox (1936), chez les Crustacés, T1 s’agit, en fail, de deux substances appelies
ecdysone o et B, qui sont I'une et Pautre aclives dans ces deux classes animales.

Nous évoquerons par la suite Ies relations enlre les organes Y et les autres glandes
endocrines de Carcinus.

A chaque exuviation, le Crabe augmenle de (aille et les 1“‘1150101wmeut3 ies plus
récenls & ce sujet sont de A. VEILLET (1945) qui calcule que le taux de croissance est
d'environ 30 %. qu'il-reste pratiquement (‘ouslaul durant toule la vie de lanimal,
exception faile d'une légére diminulion propre aux Crabes de plus de 40 mm de long.

B. — Sexualité.

1. Ses manifestations.

Chez Carcinus maenas, les sexes sont séparés el un dimorphisme sexuel accentué
porte & la fois sur les gonades, le tractus génital et certains caractéres morphologiques
externes. Pour ces derniers, des différences importantes affectent la forme, I'ornementa-
tion, la taille et les appendices du céphalothorax. D’autres concernant la forme, Ia
pigmentation, la segmentation et les appendices de I'abdomen. A. VBILLET (1945) a étudié
en détail Papparition progressive de ces divergences qui, nulles au stade I, se développent
peu & peu et d'une maniére variable pour chaque caractére. Les animaux passent ainsi
par un stade juvénile auquel succéde, aprés une mue dite de puberté et étudiée en défail
par N. DeMeusy (1958), un état adulte nettement différencié dans les deux sexes.

L'accouplement des adultes a lieu aprés une mue de la femelle, alors que celle-ci
est encore molle.

2. Son déterminisme.

La connaissance du délerminisme des caractéres sexuels & chez les Crustacés a éte
admirablement éclairée par la découverte, en 1954, par H. CrarN1avx-CorroN, de glandes
androgénes chez Orchestia gammarelle Pallas. Ces formations glandulaires ont été
retrouvées chez Carcinus maenas, accolées & la région subterminale des spermiductes.



LE MATERIEL ETUDIE 13

L'expérimentation sur Orchestia gammarella a monleé que ces glandes sont responsables
de la différenciation des caractéres sexuels primaires et secondaires d. Lear ablation oriente
la régénération des variants sexuels & dans le sens 9. Leur implantation chez des femelles
entraine une masculinisation compléte de ces dernifres.

Cette découverte est d’autant plus remarquable que, pour la premicre fois, elle met
en évidence la production de substances androgénes par une glande sexuelle entiérement
séparée des testicules. Elle sera définitivement couronnée le jour ot on parviendra &
isoler I'hormone ou les hormones sécrétées. Nous verrons par la suite les quelques ten-
tatives que nous avons faites dans ce sens.

Le déterminisme des caractéres sexuels ¢ est heaucoup moing connu. La question
se complique du fait que dans ce sexe il faut distinguer deux sortes de caractéres sexuels
secondaires : d'une part, ceux qui sont temporaires, liés & l'incubation el dont on pense
qu’ils sont contrdlés par l'ovaire en vitellogenfse : dauire part, ceux qui sont permanents,
certains d’enfre eux pouvant étre liés & une hormone ovarienne, les auntres paraissant
indépendants des gonades. La localisation précise des cellules d'origine de ces substan-
ces resle a faire, tout autant que leur séparation analytique. It y a Ia un champ d’explo-
ration a la fois immense et vierge.

C. — Corrélations hormonales.

On connait actuellement chez Carcinus maenas et les Crustacés Décapodes en général
trois complexes glandulaires endocrines.

Le premier se situe dans les pédoncules oculaires ot existent deux glandes essen-
tielles : l'organe X et la glande du sinus (B. Haxstriy, 1039). Les trés nombreux tra-
vaux qui onf suivi leur découverte ont montré que ces glandes agissaient sur des proces-
sus physiologiques aussi variés que la pigmentation, la croissance, la longévité, les
rythmes nycthéméraux, le métabolisme hydrique. celni du caleium, la respiration,
l'activité motrice, les fonetions diabétique el tyrosinasiques, ln mue.

Le second est celui des organes Y déja mentionués et qui commandent le phénoméne
de la mue.

Les glandes androgénes constituent le troisiéme groupe dont 'étude est en plein
développement.

Entre ces différents organes séeréteurs existent des relations qui ne sont pas encore
bien élucidées. Elles donnent liew & d’intéressantes recherches dont les résultats sont
d’ailleurs parfois contradictoires et variables suivant les esplces. On sait que les glandes
du pédoncule oculaire agissent sur la mue et on suppose l'existence dnne hormone
accéléralrice et dune hormone inhibitrice. On peut admetlre que cette action s’exerce
par l'intermédiaire des glandes Y. On a également observé une action inhibitrice des
pédoncules oculaires sur le développement et la maturation des ovaires, la fréquence des
pontes. Les glandes de mue semblent, elles aussi, agir sur les glandes génitales, mais
alors que L. Arvy, G. EcHsLIER et M. GaBe (1956) leur prétent un effet stimulant, N.
DevrusY (1959) observe une influence opposée.
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Les formations endocrines du pédoncule oculaire exercent encore leur action sur les
glandes androgénes qui s’hypertrophient aprés leur ablation (N. DemeUsy, 1958), sans
que l'on sache si cette hypertrophie est fonctionnelle ou dégénérative.

Cet apercu trés sommaire donne une idée de la complexité des relations d’interdé-
pendance entre ces différentes glandes et montre que les rouages précis de ces mécanis-
mes sont loin d’étre connus. Il est probable que I'on soit en présence d'un complexe
hormonal du genre de celui que commande I'hypophyse des Vertébrés. Si l'on pense,
qu'a part I'ecdysone, aucune des nombreuses hormones supposées n'a été jusqu'a présent
identifiée ou isolée, on congoit qu'il reste la un champ d’investigation prometteur pour
les Biochimistes.

D. — Parasitisme du Crabe par la Sacculine.

Pendant longtemps, devant l'insuccés des castrations chirurgicales qui avaient été
si fécondes chez les Vertébrés, on a tenté d'étudier le déterminisme sexuel des Crustacés
par le biais de ce que, & tort d’'ailleurs, on a appelé « la castration parasitaire ».

Toute une partie de ce travail gravitant autour de ce phénomeéne, rappelons brié-
vement en quoi il consiste. ‘

1. Description du phénomeéne.

Le Crabe Carcinus maenas, comme d’autres espéces d'ailleurs, peut étre parasité par
le Crustacé Rhizocéphale Sacculina carcini. Thompson. Apres quatre mues, les nauplii de
ce Cirripéde se transforment en larves cypris qui se fixent & la base des soies d'un Crabe
venant de muer, se métamorphosent rapidement et, grace a un trocart, injectent leur
masse organique transformée dans le corps de 1'hdte. Charriées par le milieu intérieur,
les cellules injectées émigrent vers la région ventrale pour y donner les premiers stades
internes de la Sacculine. Cette sorte de « tumeur » évolue en un « nucléus » qui est
lui-méme I'éhauche du sac viscéral, lequel, aprés avoir percé la paroi abdominale, devient
externe et constitue l'excroissance ovoide jaune ou violette caractéristique des Crabes
sacculinés. Cette partie visible se prolonge a lintérieur de l'hdte par un systeme de
« racines » qui s’'insinue entre les organes et par l'intermédiaire duquel la Sacculine
puise dans le liquide cavitaire les éléments nécessaires & sa subsistance et & son déve-
loppement.

Du point de vue sexuel, la Sacculine est hermaphrodite et comporte deux ovaires et
deux testicules situés dans la masse viscérale. Les ovules sont pondus dans la cavité
palléale pour y étre fécondés par les spermatozoides, puis incubés jusqu’a leur éclosion
et leur émission dans l'eau de mer environnante. Ces pontes se succédent & un rythme
assez rapide et il est probable que, dans un organisme parasitaire régressé comme celui
de la Sacculine, leur élaboration représente l'essentiel des besoins énergétiques de 1'animal,
donc l'essentiel aussi des substances nutritives soustraites & 1'héte.

Si parmi les innombrables cas de parasitisme, celui du Crabe par la Sacculine est
devenu l'un des plus connus, c'est que ses répercussions sur 'hdte sont intéressantes et
variées. Les unes concernent la mue et la croissance du Crabe ; les autres sa sexualité.
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2. Action sur la mue et la croissance.

Tant que le parasite est interne, son développement ne soustrait & I'hote que des
quantités relativement réduites d’éléments nutritifs. Les mues se poursuiveni, méme si,
comme le suppose G. SamirH (1906), elles sont plus espacées. Il est probable aussi qu'au
début de cette période le taux de croissance ne soit que peu réduit, mais il n'en est plus
de méme lorsque le parasile devient externe, développe la masse considérable du sac
viscéral el édifie & un rythme accéléré des pontes volumineuses. Les mues se trouvent
alors supprimées, non seulement pour des raisons mécaniques, mais surtout parce que
le métabolisme du Crabe est perturbé au point de ne méme plus préparer l'exuviation.
Jusqu’a présent, il était communément admis que c¢'était 14 un effet de I'épuisement de
I'hote, mais, depuis la découverte des glandes de mue, on est en droit de se demander
s'il ne s’agit pas d’une perturbation hormonale, soit que les racines de la Sacculine
endommagent les organes Y, soit qu’'elles soustraient du milieu intérieur 'hormone sécré-
tée par eux ou simplement un intermédiaire chimique ou enzymatique indispensable &
sa formation. La premiére hypothése n’est plus guére défendable depuis que A. VEILLET
(1955), observant une centaine d'individus parasités, a constaté que les racines de la
Sacculine ne pénetrent qu’exceptionnellement dans le corps méme de ces glandes. A
l'appui de la seconde, il n’existe encore aucun argument expérimental. Toute une étude
reste donc a faire pour trancher la question.

En ce qui concerne le taux de croissance des Crabes, A. VEILLET (1945 a calculé
quil diminue lors des mues précédant I'évagination du sac viscéral et que sa valeur
tombe alors de 30 & 10 %.

3. Action sur la sexualité.

(’est dans ce domaine que l'action de la Sacculine reste la plus spectaculaire ef,
avouons-le, la plus inexpliquée. Pourtant, les faits sont connus depuis fort longtemps.

Apres avoir été étudiés en 1887 par A. Giarp, ils ont élé réexaminds de nombreuses
fois par la suile. Une bibliographie détaillée de la question est donnée par A. VEILLET
(1945). Malgré tous les efforts qui ont aussi porté sur des espices différentes, la causalité
réelle du phénomeéne reste inconnue.

Quels sont les faits ?

a) Chez les mdles.

Les males, sur lesquels la Sacculine a eu le temps d’agir longuement, sont féminisés
dans la plupart de leurs caractéres sexuels. Ces modifications affeclent le eéphalthorax
aussi bien dans sa forme géncrale que dans ses détails ornementaux. On voil méme
apparailre, face ventrale, les orifices génitaux ¢ au niveau du VIe segment thoracique.
Souvent, les pinces sonl réduiles par rapport & celles des mdles normaux. L'abdomen
triangulaire s’élargif, s’arrondit pour acquérir un aspect femelle typique. A. VeILLET (1945)
a concrétisé et rendu mesurables ces transformations en étudiant les variations du rap-
port R du IIlc segment abdominal au Ve (fig. 2, page 16). Normalement de 1,6 chez le
male indemne et de 1,1 chez la femelle, ce rapport s’abaisse & 1,1 ou méme 1,02 chez les
médles les plus féminisés. De plus, les segments abdominaux III, IV et V| soudés chez le
male et articulés chez la femelle, acquiérent rapidement cette derniere disposition chez
les madles parasités.
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Les pléopodes aussi subissent des
transformations profondes qui tendent
CARCINUS MAENAS & les rapprocher du type femelle. On
assiste méme a ’apparition d'appendices
supplémentaires comparables, dans une
certaine mesure, a4 des pléopodes 2
typiques.

Les mdles ainsi atteints perdent
encore leur humeur combattive, leur
instinet sexuel s'affaiblit et ils devien-
nent inaptes 4 la reproduclion.

=

Bemarquons toutefols que ces mo-
dificalions n'apparaissent pas d'emblée,
qu'elles s’accentuent & chaque mue, si
1a. LONGUEUR DU CEPHALOTHORAX = L bien que les animaux les plus féminisés
sont généralement ceux qui ont pu
muer le plus souvent avant la sortie de
la Sacculine. Elles se manifeslent aussi
dans un certain ordre qui esl inverse
de celui de leur différenciation.

Les gonades elles-mémes n’échap-
pent pas & laclion du parasite. Chez
les Crabes atteints de longue date, les
testicules sont réduits, mais la sperma-
1b. ABDOMEN &' NORMAL e ABD. ' FEMINISE togenése persiste toujours et, contraire-

R = AB _ 158 A= AB _102 : ment & ce qui se passe dans les genres

co ° Inachus et Eriocheir, jamais on n’a
signalé d'ovo-testis ou d'ovaires chez
Carcinus maenas 3. Ajoutons enfin que
Fie. 2. — Données biomélriques de la carapace de les canaux déférents subissent quelque-

Carcinus maenas, fois des allérations mélaniques.

b) Chez les [emelles.

Bien que leur intérét soit moindre, mentionnons l'existence de transformations chez
les femelles envahies par la Sacculine. A. VEILLET (1945) a bien attiré I'attention sur le
fait que leur abdomen s’élargit plus et plus rapidement que celui des femelles indemnes
juvéniles et qu'il peut devenir plus large que celui des femelles normales. L’indice de
féminisation s’abaisse dans certains cas & des valeurs inférieures a un

Cet ¢largissement s’accompagne chez les femelles impuberes de quelques aufres
modifications : 'abdomen se creuse en auge, se décroche du céphalothorax, se borde de
soies et se pigmente suivant le type ¢ adulte. A faille égale, on observe aussi une réduc-
tion des pléopodes chez les individus parasités.

Au débul du parasitisme, 'ovogenése n’est pas inhibée, mais 'accumulation du vitel-
lus dans les ovules ralentit et la vitellogenése cesse lorsque la Sacculine devient adulte et
édifie ses propres pontes.
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Ainsi done, la présence dune Sacculine implantée dans Forganisme d'un Crabe, y
plongeant ses racines et y puisant sa nourriture. a un retenlissement considérable sur la
morphologie et la physiologie de I'héte. Elle aboultit & cetle transformation étonnante
qu'est la féminisation presque totale des attributs sexuels &, I1 n'est pas surprenant que,
tees tot, celle-ci ait frappé et intrigué les Naturalistes et quiaussitot ils en aient cherché
I'explication,

&. Interprétations du phénomene.

La premiére interprétation-qui se présente a lesprit se base sur la constatation
d'une réduction des gonades chez les sujels parasilés. Elle consiste & supposer une rela-
tion de cause a effet entre cette atrophie et les modifications des caractéres sexuels
externes. Clest elle qui a amené A. Grarp (1887) 4 parler de « castration parasitaire »
et & nous léguer celte locution trés expressive, mais non fondée. En effet, il arrive fré-
quemment que des Crabes d soient trés féminisés sans que pour autant leurs testicules
soient altérés, Néanmoins, des auteurs comme A. LiescHUrz (1924, G.J. Van Oorpr
(1928), A. BrINgMaNN (1936) croient observer des corrélations entre le degré de transfor-
malion des espéces qu'ils étudient et I'état de leurs gonades. De maniére plus ou moins
nuancée, ils se rattachent donc a la tendance de Granp.

Une deuxieéme tentative d’explication est fournie par G. Syite (1910, 1911, 1913) qui
voit I'origine des modifications sexuelles constcutives au parasitisme dans une pertur-
bation du métabolisme lipidique des Crabes. Ces vues sont partagées par G.C. RoBsoN
(1911), B.'W. Tuerer (1930), T.E. Hueees (1940). L'examen de cetle hypothése fera
l'objet de tout un chapitre de ce travail et nous montrerons alors qu'elle ne peut se
justifier.

Ne retenons que pour mémoire une théorie contemporaine de celle de G. Swta
émise par A. BiEbrL (19138) qui, méconnaissant totalement 'hermaphrodisme de la Sac-
culine, la suppose femelle et Iui fait sécréter une hormone féminisante diffusée dans
le sang de I'hiote.

Beaucoup plus clairvoyantes sont les vues de R. Gourrier {1921} qui, observant
avec justesse l'absence de corrélation entre le degré de féminisation des caractéres sexuels
et celui de laltération des gonades, suggére que, si action de ln Sacculine s’exerce par
l'intermédiaire d’'une glande, celle-ci ne peut (qu'étre indépendante des lesticules. L. Face
(1940) exprime a propos des Lophogastrides une opinion semblable. La découverte ulté-
rieure de la glande androgéne par H. CHARNIAUX-CoTToN (1954) a monlré combien cette
supposition est justifiée. Signalons encore que les observations de R. CovrRIEr chez
Carcinus maenas sont confirmées en 1935 par Y. K. Ogapa et Y. MivasHiTa {ravaillant
sur Eriocheir japonicus de Haan.

Une autre tendanece interprétative est celle dirigée par R. Gowpscuyiot (1931) et
reprise par G. REVERBERI (1944 -1945) el E. G. Remvmarp (1956). D'apres elle, la fémini-
sation parasitaire des Cruslacés d doit étre considérée comme un cas d'intersexualité dd
a laction perturbatrice du parasite sur la réalisation des potentiels géndétiques & et 2
Dés 1940, H. G. Carrax a adoplé des vues analogues, admettant de plus que les diffé-
rentes especes de Cruslacés sont inégalement sensibles & cefte perturbation, certaines
d’entre elles élant sexuellement trég stables et d'autres teés fragiles.

Terminons cet apergu en rapportant les opinions que A. VEILLET (1945) émet dans
son étude approfondie du parasitisme des Crabes de PEtang de Thau :
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« Au moment de la fécondation, le sexe est déterminé. A partir de ce moment les caractéres
sexuels évoluent suivant un plan fixé & Pavance, chaque caractére élant commun aux deux sexes
pendant un certain temps, puis se différenciant & partir d'un point de virage déterminé. Dans
chaque territoire commun, la réaction physico-chimique change & ce point de virage, & cause
de la composition chromosomique des cellules de ce territoire. Elle est indépendante du milieu
« interne & ou 9.. A partir du moment oU la cypris ou la larve ecryploniscienne se fixe, les
caractéres sont modifiés & distance, indépendamment de 1'état des gonades, dans Pordre inverse
de leur différenciation et quel que soit le parasite. C’est que les réactions qui dirigent le
développement de chaque caractére sexuel sont dévides du colé @ el méme accélérées de la
méme facon dans les deux sexes (cas de Pélargissement de 'abdomen). Ces réactions sont influen-
cées sur place par lintermédiaire du milieu intérieur. Ce dernier, modifié par le parasitisme,
« a les mémes effets quun changement de constitution ehromosomique... ».

A R = =

Comme on le constate, cette hypothese fait une syntheése entre les théories génélique
et métabolique sans faire appel & une substance sexuelle précise. Elle constitue donc une
étape supplémenlaire, mais non définitive sur le chemin qui doit mener & l'explication
intégrale du mécanisme de la détermination du sexe chez les Crustacés.

Cette bréve vue d’ensemble montre que beaucoup des théories émises font appel &
un intermédiaire métabolique. De ce fait, elles ont été a I'origine d'une grande partie
des recherches biochimiques déja effectuées sur les Crabes et 1'on peut dire qu'une part
appréciable des connaissances que nous avons du milieu intérieur de ces animaux leur
est due. Avant d’exposer notre propre conftribution a cette étude, faisons un rapide bilan
des données biochimiques antérieurement acquises au sujet du liquide cavilaire de Car-
cinus maenas.

IV. — CONNAISSANCE BIOCGHIMIQUE ANTERIEURL
DE L'HEMOLYMPHE DES CRABES NORMAUX ET SACGCULINES

L'un des premiers mémoires concernant la biochimie du milieu intérieur des Crus-
tacés est celui de F. Hema (1892). Son ancienneté limite son intérét aux observations
macroscopiques qu’il renferme plus qu'a son cOté analytique.

Dés le début du siécle par contre, L. BrunTz et J. GAuTRELET (1902) essaient de com-
parer chimiquement la composition de I'hémolymphe du Crabe et celle de la Sacculine.
Ils trouvent que les teneurs en chlorures, calculées en NaCl, sont identiques chez 1'héote
et chez le parasite (30 g/l), et légérement inférieures & celle de I'eau de mer. Cette
identité existe aussi pour les phosphates, calculés en PO4H,, et elle s'étend ici a I'eau de
mer (0,150 g/1). Par contre, le milieu intérieur de la Sacculine serait plus acide que
celui du Crabe. Les auteurs signalent aussi la présence d'une quantité notable d’acide
lactique chez la Sacculine et y supposent l'exisience de méthylamine.

M. KorLMANN (1909) s'intéresse plus spécialement aux éléments figurés du liquide
cavitaire et constate & ce propos que le parasite inhibe le développement de certains
leucocytes granuleux du Crabe.

Un peu plus tard, de 1910 & 1913, G. Syt entreprend les premiéres recherches
quantitatives concernant les acides gras du sang de Carcinus maenas. Nous ferons leur
analyse détaillée dans le chapitre qui leur est consacré spécialement.
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A la méme époque, dans le cadre d'une étude générale de I'immunité chez les Inver-
lébrés, J. CANTACUZENE (1912) recherche les effets éventuels de la Sacculine sur les pro-
priétés immunologiques de I'hémolymphe de son hote. Ses expériences laménent &
conclure que celle-ci acquiert, chez le Crabe parasité, des propriétés nouvelles vis-a-vis
des tissus du Rhizocéphale ou des produits de son mélabolisme.

Inspiré par ces travaux, R. LEvY tenfe, en 1923, de metire en évidence les propriétés
toxiques des tissus de la Sacculine. Par des injections d'extraits, il montre que ces tissus
sont mortels pour le Crabe & partir d’'une certaine dose qui est variable suivant les orga-
nes employés. On peut évidemment se demander si l'action observée n'est pas due au
mode de préparation des extraits (altération des protéines par exemple) ou & une réaction
immunologique contre l'injection de trop fortes doses de protéines étrangeres. Quelques
essais sont précisément réalisés par l'auteur pour déceler une réaction d'immunité chez
les Crabes parasités, mais leurs résultats sont peu concluants et ne permettent pas de dire
si les Crabes parasités ou guéris sont moins sensibles aux injections que les individus
normaux.

L’année suivante, le méme auteur cherche & metire au point un séro-diagnostic qui
permette d’identifier les Crabes sacculinés. I1 constate que laddition progressive d'une
solution étendue de NaOH au sérum dilué d’un Crabe parasilé provoque un trouble qui
ne se dissout pas dans un exces de réactif. Ce trouble est beaucoup plus faible chez les
individus indemnes. Un résultat analogue est obtenu par addition d'acide, avec cette
différence que le précipité observé se redissout dans un exets de réactif. La redissolution
est toutefois plus rapide pour les Crabes sacculinés. Le test, appliqué & un premier lot
d’animaux, a paru concluant & l'auteur, alors que des lots ultérieurs n’ont fourni que des
résultats désordonnés qui sont imputés & des variations saisonnitres des propriétés de
I'hémolymphe.

A la lumiére des connaissances acquises et de celles qu'apportera le présent travail,
nous pensons que ce « séro-diagnostic » n’est autre chose que le reflet des modificalions
salines ou organiques subies par 'hémolymphe des Crabes sous l'influence du parasite.
On peut supposer par exemple que lacidification provoque tout simplement la précipi-
tation de protéines, et comme celles-ci sont souvent, nous le verrons par la suite, moins

~abondanles chez les animaux épuisés par la Sacculine, leur redissolulion est plus rapide.

C’est encore le travail de J. CANTACUZENE qui a inspiré celul de A, DAMBVIGEAU (1929),
En rassemblant une importante documentation préliminaire, cet auteur essuie de rendre
possible la poursuite de recherches approfondies sur 'immunité des Décapodes. 11 s’efforce
d’établir les constantes chimiques du plasma de nombreux Crustacés & I'état normal et
en cours d'immunisation. De ces multiples données, nous ne retiendrons que celles qui
concernent Carcinus maenas et sont done en rapport direct avee nos propres travaux,
Nous en discuterons de fagon détaillée dans le chapitre réservé aux protéines.

Le méme souci de préciser la composition chimique de 'hémolymphe de Carcinus
mnaenas et de la comparer chez les animaux normaux et parasités, se retrouve chez
A. DriLHON et E. A, Pora (1936). Mais ces auteurs s'intéressent surtout aux substances
minérales, bien qu'ils signalent aussi une nette angmentation et des variations qualita-
tives des protéines chez les Crabes parasités. D'apreés leurs recherches, le taux des alealins
reste équivalent dans les deux groupes, alors que celui des alcalino-terreux est plus que
doublé chez les animaux sacculinés, Celte constatation pourrait expliquer le trouble observé
par R. Livy lors de P'addition de NaOH & I'hémolymphe. Des déterminations analogues
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ont été faites sur des fragments musculaires de Crabes indemnes et parasités, de méme
que sur des tissus de Sacculine. Dans l'ensemble, les résultats obtenus vont dans le méme
sens que les précidents, mais il est impossible de dire s'ils sont statistiquement significa-
tifs. Nolons encore que la réserve alealine serait nettement plus importante chez les
Crabes sacculinés dont le milieu intérieur, contrairement a ce que pourrait suggérer
I'abondance des alcalino-terreux, n'est que faiblement tamponné. La teneur en GO, libre
serait, elle, doublée par rapport aux individus indemnes. Des différences ont également
été relevées pour le pH du liquide cavitaire. Celui des Crabes normaux serait moins acide
(pH = 742) que celui des Crabes parasités (pH = 7,17). De 1'ensemble de ces observa-
tions, les auteurs concluent que « tout se passe comme si 'hémolymphe des Crabes para-
sités était en perpétuel état d’avant-mue, état transitoire dans la vie normale, mais
.que le parasitisme rendrait ici permanent ».

Les travaux que nous venons de résumer représentent I'essentiel des recherches biochi-
miques faites sur I'hémolymphe de Carcinus maenas, du moins dans le domaine qui
nous préoccupe. Jomme on a pu le constater, ils se placent trés souvent dans la pers-
pective du probléme du parasitime par Sacculina carcini. Il existe encore quelques autres
données éparses dans la littérature, notamment au sujet des glucides, mais elles sont
isolées, ne concernent souvent qu'une substance déterminée et n'ont, la plupart du temps,
été établies que pour les besoins de la physinlogie comparée.

Evoquer les recherches failes sur des espéces aulres que celle qui fait le sujet de ce
travail serait long et déborderait le cadre que nous nous sommes fixé. Au cours des cha-
pitres qui vont suivre, nous nous contenterons de faire appel a elles chaque fois qu’elles

3

pourront apporter quelque lumiére & notre sujet.



GHAPITRE 1I

ETUDE DES LIPIDES
CHEZ CARCINUS MAENAS INDEMNE ET SACCULINE

Parmi les théories évoquées plus haut et tendant - expliquer le phénoméne de la
« castralion pavasitaive », celle émise par G. SMITH esl veste T'une des plus aceréditées.
Jomais elle n’a élé vérvitablement réfutée,

L'objel de ce chapitre est de la soumettre & un examen eritique qui conduira a rejeter
ses conclusions,

I. — I’HYPOTHESE DE G. SMITH

A. — Sa genése.

Pour élre bien jugée, Phypothése de Syrth demande a dtree replacée dans le cadre de
sou époque, ¢esl-d-dire au début de ce sitele.

Les lois de Gregor MENDEL viennent a peine ('éfre redéconverles par DE VRIES,
CorrENS et TscHERMAK que déja Uon tente d'appliquer les notions conséeutives de ségré-
gation, allélomorphisme, hétérozygotisme. au probléwe de la détermination du sexe. Plu-
sieurs théories d'obédience mendélienne voient le jour. nolamment celle de Mac CroNeg
(1902) et celle de CastLE (1903). Ce dernier, par exemple, explique la sexualité en admet-
lant, dans une généralisation abusive, que, dans lous les cas, chaque sexe est génétique-
ment un hybride sexuel (hétérozygote) de composition & et % le caractére & dominant
chez les mdles, le caractére 2 dominant chez les femelles. Dans chaque sexe, les caracté-
res du sexe opposé sont ainsi latents et leur apparition accidentelle n’est que la suite
d'une défection des gonades.

Swite ne peut admetive cette théorie, non seulement parce qu’elle mel en jeu des
mécanismes compliques et non démontrés comme la fécondation - séleetive, mais aussi
parce qu'elle est contraive & ses propres observalions chez les Crusfacés.
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En effet, 'examen de milliers d'Tnachus mauritanicus Lucas parasités par Sacculina
neglecta (Drepanorchis neglecta Fraisse) lul a montré que les hotes & sont susceptibles
d’acquérir tous les caractéres sexuels externes 2, que dans certains cas les testicules trans-
formés vont jusqu'a produire des ovules, alors que les femelles atteintes ne manifestent
a aucun moment, méme lorsque sous l'action du parasite les ovaires ont complétement
disparu, la moindre évolution dans le sens d. Ces constatations, alliées & des observations
analogues chez d'autres espéces, aménent I'auteur & conclure que « du moins dans ces
« formes, le méle est potentiellement hermaphrodite, alors que la femelle est femelle
« pure ». Ainsi, les méales d'Tnachus et de nombreuses autres espéces, mais non de toutes,
seraient de constitution hermaphrodite. Ils ne manifesteraient normalement que leurs
caractéres d, mais pourraient étre amenés, par suite de la perturbation parasitaire. 2
dévoiler leur potentiel %

Le développement logique de ces suppositions conduit tout naturellement I'auteur a
rechercher des précisions sur les conditions physiologiques qui font que le sexe masagnf
arrive a prendre le dessus pour devenir apparent.

Un deuxiéme probléme, d’ailleurs trés voisin, oriente ses recherches dans la méme
direction : c'est celui des corrélations entre caractéres sexuels primaires et secondaires.
LA encore, ses observations personnelles I'aménent 4 réagir contre des théories qui com-
mencent a4 s'implanter a 1'époque et qui veulent, d'une maniére un peu simpliste, que la
totalité des caractéres sexuels secondaires dépendent de maniére directe ef intégrale de
la présence fonctionnelle des caractéres primaires correspondants. Or, cette assertion est
en contradiction formelle avec les faits relevés chez Imachus. Ce matériel est un sujet
d’étude fort probant, car le dimorphisme sexuel y est {rés accusé el trés sensible a l'action
du parasite. L'altération des caractéres & y va jusqu'a un hermaphrodisme complet,
externe ef interne, avec ¢élaboration simultanée de spermatozoides et d'ovules. De tels
bouleversements ne peuvent se faire par retour & un état intermédiaire non différencié,
mais positivement, par l'acquisition de caractéres n'apparaissant que chez la meel]e
mdre.

Ces considérations permettent & G. Smrta de souligner que, si l'on veut expliquer le
développement des caractéres sexuels secondaires femelles par l'action d'une substance
sécrétée par les ovaires, cette interprétation perd toute validité pour les Inachus J para-
sités puisque ceux-ci développent des caractéres ¢ avant toute apparition d’ovaire et que
certains d'entre eux conservent la possibilité d’édifier des gonades ? apres dégénéres-
cence des festicules, & partir de résidus d’épithélium germmatlf‘ apparemment indifféren-
ciés. D'aprés SMITH, cette aptitude potentielle des ovaires doit donc exister chez les méles
ot c'est elle qui leur permet d’acquérir des caractéres externes femelles avant apparition
des gonades de ce sexe. Ces caractéres sexuels secondaires seraient donc indépendants
des gonades, mais caraotereq et gonades dépendraient ensemble d'un troisiéme factetr
inconnu.

C'est & ce troisiéme facteur hypothétique que SmITH essaie de donner consistance en
Iimaginant tout d’aberd sous forme d'une sécrétion interne circulant dans le corps et
en lui donnant le nom de « sexual formative substance ». Une variélé en serait male et
lautre femelle.

- Mais les dlfﬁcultes soulevées par l’apph(-atlon pure et simple de cette théorie ameénent
blentot son auteur a la nuancer en supposant que la substance sexuelle formaltive n’est
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pas une entité simple. mais se compose de substances différentes en continuel remanie-
ment pendant le développement de 'animal et susceptibles d’étre modifiées par les gona-
des.

Sans aller plus avant dans le détail de ces spiculations, qu'il nous suffise de retenir
que ce sont elles qui ont amené Syita & rechercher dans I'hémolymphe des Crustacés des
substances sexuelles. C'est 1a le point de départ de toute V'étude biochimique qu'il entre-
prend avec G. C. Rossox (1911 dans les Stations biologiques de Naples et de Plymouth.

B. — Ses fondements.

Se référant aux observations anlérieures de F. Hent (1892) qui note qu'au moment
de la vitellogenese I'hémolymphe des Crabes 2. se charge « d'un lipochrome brillamment
coloré en jaune ou en orange », SMITH commence un examen systématique du milieu
intérieur de Carcinus maenas alors que Rosox fait un travail analogue pour Inachus
mauritanicus.

En ce qui concerne Carcinus maenas, Svite distingue trois sortes d’individus par
rapport a la eouleur du liquide cavitaive :

1o Ceux qui ont une hémolymphe bleu péle (hémocevanine) et qui sont qualifiés d'in-
eolores o de non pigmentés :

Ceux dont T'hémolymphe présente une {einte rose saumon attribuée & un lipo-
chrome masquant I'hémocyvanine :

3o Ceux qui ont une hémolymphe jaune par suite de la présence d'un lipochrome
dénommé lutéine.

L'examen de nombrenx animaux montre que ces teintes sont. & des degrés Vﬂ[‘lable%.
caractéristiques de certaines phases de la vie des Crabes.

Une premiére catégorie d'individus comporte eeux qui viennent de muer ou encore
les femelles qui viennent de pondre. Chez ces animaux. la colaration blentée subsiste un
certain temps, puis, au fur et & mesure qu'approclie une nouvelle mue ou ponte, le milien
intérienr se charge d'un lipochrome caraetéristique ponr chaque sexe, entrant ainsi dans
I'une ou Tantre des catégories suivantes.

Chez les méles, la composanle rase domine toujours. Chez les femelles, le jaune 'em-
porte nettement et masque la teinte rose, surtout au moment de la vitellogenése. Les varian-
tes intermédiaires correspondent & des mélanges des deux pigments.

Pour apprécier ces faits de maniére quantitative. Syitn analvse les différentes caté-
gories d’hémolymphes quant & leurs teneurs en matiéres grasses dont les acides-gras sont
le reflet. Sans entrer dans les détails techniques. précisons que les dosageq ont ét¢ faits
chaque fois sur 20 g d’hémolymphe obtenue & partu' de plusmur: animaux, mais qu'au-
cune indication n est donnée quant au nombre, & la taille ou a I'état physiologique. Les
résultals sont exprimés en pourcentage de substances éthéro-solubles et se chiffrent &
0,59 % pour les hémolymphes incolores, 0,86 %% pour celles qui sont roses et 1.98 %
pour celles qui sont jaunes. Ces dernitres sont done deux fois plus riches en lipochromes
aque les hémalvmphes roses et quatre fois plus que les lipides cavitaires incolores. Encore
est-il spécifié que les analyses ont eu lieu en septembre, époque a laquelle les ovaires
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ne font que commencer leur vitellogenése et qu'il faudrait s'attendre a des chiffres
plus élevés dans une période plus tardive. SmiTH en conclut qu'au moment de la matu-
ration de Uovaire, 'hémolymphe des 2 contient au moins deux fois plus de matiéres
grasses que celle des mdles, méme lorsque ceux-ci en renferment un maximum,

Une étude analogue est faite sur I'hépalo-pancréas, organe qui semble étre le lien
de synthése des substances lipidiques. Lui aussi montre des variations périodiques du
taux des matitres grasses. A certaing moments, il est blanc ou jaune et I'analyse révéle
alors 12 % de graisses. En d’autres, il est brun ou translucide ; sa teneur s’abaisse alors
A 6 ou 4 %. Cet appauvrissement correspond toujours & des hémolymphes incolores. Par
contre, lorsque le liquide cavitaire est chargé de lipides, I'hépato-pancréas Test tout
autant. Cependanl, Uinverse n'est pas toujours vrai, car abondance de graisses dans
cet organe n’est pas forcément accompagnée d’'une hémolymphe rose ou jaune, ce qui
tend & montrer que les lipides sont d’abord élaborés et stockés dans I'hépato-pancréas
pour étre ensuite convoyés par le milien intérieur suivant les besoins .du métabolisme
général. En prlrhcullcr, A la maturation des ovaires correspond toujours un hépato-pan-
créas riche en graisses et en pigments.

(Ces faits étant établis chez les animaux normaux, SMITH g'attache & rechercher les
mémes. caractéristiques métaholiques chez les individus sacculinés et. avee RoBson. cons
tate une profonde influence du parasite sur la composition de ’hémolymphe et de I'hépa-
to-pancréas de T'hdte. Cette action est toutefois trés différente chez Inachus et Carcinus.

Alors que chez les premiers, les individus parasités des deux sexes onl une hémolym-
phie aussi chargée en lipochromes que les femelles normales en vitellogenése. il n'en est
pas de méme chez les seconds dont la plupart des exemplaires sacculinés ont un liquide
cavitaire incolore ou & peine jaune. D’autre part, 'hémolymphe d’Inachis parasilé est
toujours rose et ne ressemble done pas. sous ce rapport, & celle des femelles en vitello-
genése. En ce qui concerne I’hépato-pancréas, action du parasite est identique pour les
deux espéces, & savoir que cet organe reste invariablement trés chargé en matiéres gras-
ses. Finalement, des méthodes histochimiques montrent encore que les racines de la
Sacculine sonf hourrées de globules gras identiques & ceux observés dans I’hépato-pan-
créas: ‘

C. — Sa substance.

‘(Yest & partir de ces données que SmrTH édifie son hypothése métabolique de la fémi-
nisation des Crabes sacculinés que nous pouvons résumer comme suit

Le stimulus féminisant qui provoque la modification des caractires sexuels secon-
daires peut provenir des racines du parasite. Comme celui-ci élabore & partir du sang de
son hote des matwres ‘de réserve pigmentées semblables en tous points & celles qui sont
stockées dans Tovaire pendant la vitellogentse, on peut supposer que les racines de la
Sacculine, par leur continuelle ahsorptmn de maliéres grasses, en stimulent la constante
production en excés et que la présence de telles maumes mrcu]ant dans les fluides du
corps est peut-tre la cause du développement des caractéres sexuels £ Autrement dit. la
Sacculine peut jouer Te role d’une sorte d’ovaire additionnel patholoqzqne dont les exigen-
ces métaboliques, semblables & celles d'un ovaire vrai, en ont aussi les répercussions sur
Ia morphologie de I'héte.
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Une felle hypothése est & vrai dive séduisanle par sa simplicits. En réalité, elle se
heurte & de nombreuses objections dont certiines ent été soulevées par Syute lui-méme,

En effet, si la surcharge lipidique des males d'Tnachus parasitis est Avidente du fait
dane coloration constanle de 'hémolymphe, il n'en est pas de méme pour Curcinus dont
le liquide cavitaire, malgré la Sacculine, garde sa seule teinte hémoeyvanigque. SMITH
contourne cet obstacle en admettant que cette divergence corvespoud simplement & une
différence de sensibilité des deux espéees 4 aclion parasitaive, différence qui se reftote
bien dans le degré de féminisation de chacune delles,

Un aufre point reste obscur : sous quelle forme les matifres grasses cicculent-elles
dans I'hémolymphe ? Des colorations histochimiques au Bleu Nil montrent bien que la
Sacculine, comme les ovules en voie de maturation, préléve les lipides dans 'hémolym-
phe du Crabe sous forme de graisses neutres. mais l'unalyse chimique n'arrive & mettre
en évidence celles-ci qu'en les décomposant, ce qui laisse suppeser quielles existent sous
forme d'un complexe qui les masque et que Ian Sacculine, anssi bien que T'ovaire, arri-
vent & détruire.

A ce sujet, pour expliquer le mode de transfert des lipides de Ihépato-pancréas
vers les ovaires ou la Sacculine, SMITH inveule wn méeanisine qui est. comme nous le
verrons par la suite, une curieuse anticipation vers les efnapses lipoprotéiques. D'aprés
lui, 'hémolymphe du Crabe comporterait des molécules protéiques pourvues de chaines
latérales ayant le pouvoir de capter les molécules lipidiques. Cette association se ferait
au niveau de 'hépalo-pancréas. Les complexes formds cireuleraient alors librement dans
le liquide cavitaire, arriveraient au niveau des ovaires on des racines de la Sacculine. qui
les dissocieraient pour fixer les lipides. Les protéines libérées retourneraient ensuite vers
I’hépato-pancréas pour y fixer de nouvelles charges au destin identique. L'intensité de
celte circulation serait commandée par le pouvoir et la rapidits Fabsorption des organes
destinataires. Ceux-ci agiraient ainsi & distance sur Phépato-pancreas en Uincitant &
engendrer de nouvelles molécules.

A la question de savoir qui, des moltcules protéiques on lipidiques libres ou des
complexes lipoprotéiques, représente la cause directe de Ta féminisation des Crabes, SyitH
ne répond pas. Ses derniéres réflexions relatives & sa propre hypothése renferment méme
d’indéniables réserves. L'accroissement de la teneur en lipides ne serait pas foreément la
cause direcle de la féminisation. mais sculement un phénoméne concomitant, une sorte
de témoignage des modifications profondes qui affectent le métaholise général des
animaux parasités.

Voila done exposée Phypothése de Surrd, sa gense, les fails et les arguments sur
lesquels elle est fondée. Si nous avons pris spin e Tanalyser ainsi en détail. c'est que
nous pensons (qu’il importe toujours de hien connaitee ce que Ton veut réfuter.

D. — Ses controles.

11 est étonnant de constater que. dans les quarante années qui suivent I'élaboration
de cette théorie dont le retentissement est poyptant considérable, rares sont les tentati-
ves failes pour la contréler ou l'approfondir,

Dans la littérature ultérieure, on renconty, dabord la remarque aceidentelle de M.
Pimrrr (1935) qui constate que I'hépato-pancigas d'un spécimen de Diogenes pugilator
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Rousx. parasité par Septosaccus cuenoti Duboscq. est plus pauvre en graisses que celui
des animaux normaux. Mais le fait que cette observation soil fondée sur un animal lui
enléve naturellement toute valeur.

Un peu plus tard. T. E. HueaEs (1940), travaillant sur Upogebia littoralis Risso. para-
sité par U'Epicaride Gyge branchialis Cornalia et Panceri, conclut, comme SMITH., & une
augmentation de la teneur en lipides des madles parasités.

Puis. il faut attendre 1944 pour trouver Tinféressant travail de E.G. ReINBARD ef
Th. von BranD, qui apporte de nouvelles données. Cette élude systématique de la teneur
en lipides de Pagurus pubescens Krdver. dans les deux sexes et chez les individus para-
sités par Peltoqaster paguri Rathke. utilise dune part des méthodes histochimicues
semi-quantitatives pour I'hépato-pancréas de I'hote et les racines du parasite et, d’autre
part. une méthode chimique pour le dosage global des graisses chez ces animaux. Les
techniques histochimiques montrent que I'hépato-pancréas des Pagures parvasités est plus
pauvre en graisses que celui des animaux normaux : que les racines de Pellogaster ren-
ferment toujours de la graisse. sauf dans leurs exlrémités distales, cefte teneur dtant
d'ailleurs tres variable suivant les individus ou méme les différentes régions d’'un méme
systéme radiculaire ; enfin. que les matieres grasses du sac viseéral du parasite augmen-
tent an fur et & mesure de sa maturation et que les quantités les plus élevées g’ohservent
dans les «ufs et nauplii développés dans la cavité palléale. La technique chimique nous
apprend qu’en général il v a moins de graisses chez les animaux parasités que chez ceux
qui sont indemnes ; que les femelles normales sont plus riches en lipides aue les miles
normaux. mais que le parasitisme, loin d’augmenter ce taux. le diminue dans des pro-
portions importantes. Cette constatation est également valable pour les miles parasités,
mais dans une moindre mesure.

Il y a donc opposition entre ces résullats et ceux de G. SMITH.

En 1947, les mémes auteurs, assistés de S. Mac DurFE, menlionnent des essais
analogues sur Pagurus longicarpus Say, parasité par le Bopvride Stegophryxzius hyptius
Thompson. Ce matériel est intéressant car, comme Pon sait, les Bopyrides sont des para-
gites externes qui se nourrvissent en percant les téguments de I'hdte et en sucant leurs
liquides internes. Les relations physiologiques sont donc plus simples et plus faciles &
analyser.

Ce travail a montré que le taux lipidique augmente avec la taille des animaux
indemnes on parasités. Entre les individus de méme taille de ces deux catégories. les
différences sont irréguliéres et non signiﬁg&tiv&s. On peut en déduire que le métaholisme
lipidique est peu influencé par le parasitisme chez ces espéces. qu'il y a done opposition
avec 'hypothése de SyitH. Mais il faut souligner qu'il s'agit d’un matériel trés différent
et que Stegophryrius ne modifie nullement les caractéres sexuels de son hdte.

Signalons enfin qu'en 1954, 0. Runrorr el A. VEILLET onl étudié Uinfluence du Rhi-
zocéphale Septosaccus cuenoti sur le métaholisme lipidique du Pagure Diogenes pugilator.
Leurs analyses montrent que, dans cette esnéce, les femelles sont plus riches en graisses
que les males et que dans les deux sexes le taux lipidique des animaux est angmentt
par le parasitisme.

La comparaison de ces données montre que les résultats sonl variables avee les
espéces ef les parasites, et qu’il est difficile de leur accorder une valeur générale.
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De la briéveté de cet apercu bibliographique, il ressort combien nnt été rares les
tentatives expérimentales d’un contrdle de ’hypothése de SyitH. Les plus récentes sont
en contradiction avee cette théorie, mais de 'avis mfme de leurs auteurs. elles deman-
dent & 8tre renouvelées et approfondies. Avant de le faire, passons en revue quelques-unes
des raisons qui nous y ont incité.

E. — Sa critique.

L'hypothese de Syath est basée sur une similitude d’action métabolique entre U'ovaire
en vitellogenése et la Sacculine. Contre cette supposition ¢’élévent des arguments qui
découlent des faits mémes décrits par SurTH.

Celui-ci constate par exemple que I'hémolymphe de Carcinus maenas parasité n'est
pas jaune, ou fort peu, et qu'en conséquence, contrairement a la femelle en vitellogenése.
il ne renferme pas de graisses excédentaires. Cette contradiction est expliquée en admet-
tant que, fait non démontré, "absorption des lipides par les racines de la Sacculine est
tellement rapide que leur passage entre hépato-pancréas et parasite devient indécelable,
Or, il n’en est pas de miéme chez Inachus ol le milieu intérienr des individus parasités
est nettement pigmenté et riche en graisses. Dans ce cas. on est done obligé de supposer.
soit que I’hépato-pancréas synthétise une graisse plus abondante, soit que la Sacculine
la consomme moins rapidement que chez Carcinus. La premiére de ces suggestions est
peu vraisemblable, car si 'on admet que le niveau de production de I'hépato-pancréas
est 1ié & la consommation du parasite et stimulé par elle. cette stimulation ne peut guére
se concevoir que sous forme d'une haisse de la teneur du milieu veeteur, ce qui n'est
pas le cas chez Inachus. Si I'on retient la seconde, cela revient & dire que l'action de la
Sacculine est plus vigoureuse chez Carcinus, ce qui est contraire aux faits. puisque les
caractéres sexuels y sont moins modifiés que chez Inachus. On se heurte de la sorte &
des contradictions qu'il semble bien difficile d’éluder.

Une autre objection est soulevée par le fait que U'hémolymphe des femelles d'Ina-
chus en vitellogenése est jaune, alors que celle des individus parasités est rose, e qui
montre qu'il n'y a pas similitude parfaite entre 'action de Povaire et celle de la Saceu-
line.

On peut aussi se demander pourquoi, puisque 'augmentation de la teneur en lipo-
chromes de ’'hémolymphe se fait régulierement & 'approche de Ta mue et qu'elle est censdée
modifier les caractéres sexuels, elle n'agit pas d'une maniére systématique et pévindique.

Un argument analogue peut étre tiré du fait bien évident que la teneur en graisses
de I'hémolymphe est sous la dépendance de lalimentation des animaux. re que SMITH
prouve d’ailleurs expérimentalement en sonmettant ses Crabes & une inanition prolongée.
Lier les caractéres sexuels a ce taux de lipides revient donc & les mettre en partie sous
I'obédience du régime alimentaire et & entrevoir la possibilité d'nne féminisation par
suralimentation lipidique. On voit de suite 4 quelles conclusions peuvent conduire de
telles prémisses.

Mais si de tels raisonnements représentent déja de sérieuses difficultés pour 'hypo-
thése examinée, il en est un autre d'un poids plus considérahle encore. Il a été évoque
par A. VEILLET, en 1945. Cel auteur constate en effel que les caractéres sexuels externes
qui se différencient & partir du stade juvénile se féminisent déjd & un moment ol ovo-
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gentse n'existe pas encore, done qu 'ils ne pcuwnt ftre sous sa dépendance. I souligne
aussi que la Sacculine agit déja & une époque ot elle n'est qu'interne, chez des hotes
Jeunes, sans (qu'il v ail aucune indication d’une leneur en llplde‘a plug élevée. L'angmen-
lation du laux de malieres grasses se produil appavemment apreés la sortie de la Saccu-
line, au moment ot celle-ci vla])ule ses produits sexuels. Elle se manifeste tardivement,
A une époque on les caracléres sexuels seeondaives sont déjd modifics. On ne saurait
done Pen tenir pour responsable.

(Pesl & partiv de ces observations que .\. VEILLET nous a suggéré de confirdler de
maniére précise I'éventuelle existence de taux lipidiques diﬁ‘éleutb chez des animaux
Jeunes el parasités

I, — REFUTATION EXPERIMENTALE

A. — Généralités.

Le probléme, fel qu'il se posait, consistait non seuletent & vechercher des différences
significatives de tencur en matitres grasses entre différentes catégories de Crabes jeunes :
males el femelles. normaux et pdmsmns. ovigéres ou dépourvus d'oufs, & Sa(‘cuhnc
interne ou externe, mais aussi et surtout & conbdler I'absence de telles différences chez
des animaux trés féminisés dont le parasite, cncore interne, ne pouvait étre suseceptible
de soustraire des quantités appréciables de lipides & son hote.

La facon dont nous Pavons ahordé décnule de la eonviction que de tels essais ne
peuvent étre valables que s’ils sont faits sur un nombre considérable d’individus et
contrdlés par les méthodes statistiques. 11 est indispensable aussi de {enir comple de Ia
taille et de variations individuelles ou physiologiques comme la mue, dont L., ReENsuD
(1949) a montré qu'elle pouvait faire subir au taux lipidique des variations eycliques
allant du simple au double.

Nous avons done travaillé sur des animaux de taille connue, en groupant dans une
méme analyse un nombre suffisant d’individus pour que les étapes les plus influentes
de Ta mue puissenl 'y conirebalancer.

De la sorte, nous avons réalisé 176 analyses de matiéres grasses sur 1918 Crabes de
toutes catégories.

B. — Méthodelogie.

1. Récolte des animaux.

Le but méme que nous poursuivions demandait que les dosages soient effeclués sur
des animaux relativement petils et comportant un pourcentage important d’individus
sacculingés.

Pour obtenir un échantillon de populalion de Carcinus maenas vépondant a ces
conditions, nous l'avons péché du 16 au 24 aoGl 1950 dans la parlie de 'Etang de Thau
nommee l}egol De par sa configuration en bassin presque clos, U'Etang de Thau est un
lieu trds propice a la propagation de la Sacculine. Une proportion importanle de Crabes
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v sont atteints et la pdche de ces animaux v est tonjours fructneuse. Le Degol est une
pelite baie orientale dont les herbiers constituent un séjour de choix pour les jeunes
Grabes qui y émigrent des Jeurs premiers stades et y accomplissent les mues correspon-
dantes. ‘

La piche se fait avec une drague munie d'un filet & mailles de 2 cm environ et tirée
a dos d’homme en tous sens, de fagon a peizner méthodiquement toute la partie liltorale
jusqu’d la plus grande profondeur praticable dans ces conditions, soit environ 1,50 m.
Dés le début de ses déplacements dans les herbiers, la drague se remplit d'un amalgame
d’herbes et de vase qui retient les petits Crabes avec plus defficacité encore que le filet.
Apres chaque dragage, le contenu de linstru:nent est ramené sur le sable sec pour y bélre
trié. Il suffit en général de I’étaler sommairement, en surveillant le sable tout autour. Les
Crabes les plus minuscules se dégagent par leurs propres moyens, tenlent de rejoindre,
leau et peuvent ainsi é&tre capturés aisément.

2. Conservation des animauz.

Pour assurer leur conservation jusqu’au moment de I'analyse, les Crabes ont été
rincés a l'eau de mer, puis immergés dans une solution e formol & 8§ %, neutralisée
par de la soude & 0,4 % en présence de rouge neutre. Ce séjour dans un milien con-
servateur neutre n’altére pas la teneur en lipides des animaux, méme aprés plusieurs
muois.

3. Classification et mesures.
a) Distinction des - sexes.

L’échantillon global a d'abord été séparé en mailes el femelles. La distinction a été
faite & vue pour les animaux non parasités, grace & la forme de ’'abdomen. Elle a exigé
un examen plus attentif pour ceux qui étaient déja modifics par le parasite. Dans ce
cas, nous avons écarté 'abdomen du céphalothorax et la distinction est restée facile grice
au nombre et & Ja forme des pléopodes.

b) Animaux & carapace molle.

Pendant la constitution des lots maéles el femelles, nous avons systématiquement
éliminé tous les Crabes dont la carapace était molle, ¢'est-a-dire ceux qui venaient de
muer depuis peu et n’avaient pas eu le temps de reminéraliser leur carapace, Cette opé-
ration a réalisé Iéviction de tous les stades A ef B du eycle d'intermue, étapes pendant
lesquelles les animaux sont anormalement pauvres en graisses. IElle a done supprimé
une part importante des variations physiologiques el donné plus d’homogénéité aux lots
considérés. Un maximum d’homogénéité serait obtenu en s'adressant uniquement & des
Crabes en G4 étape de relative stabilité physiologique, mais une telle détermination
précise n'est guére réalisable sur des lots aussi importants. Nous nous sommes done
conlenté d'éliminer les causes derreur les plus marquantes.

c) Animauxr & Sacculine externe.

De chacun des lots ainsi contrélés ont été séparés les individus portant ou ayant
porté une Sacculine externe. Chez les premiers, le sac viscéral est bien visible entre le
céphalothorax et I'abdomen. Les seconds, par contre, ne se reccunaissent que grace a la
cicatrice mélanisée qui persiste & I'emplacement du point d’insertion du pédoencule. Pour
chaque sexe on aboutit ainsi aux subdivisions suivantes :



30 RENE FRENTZ

— (rabes sans Sacculine externe ;
— Crabes & Sacculine externe ;
— Urabes ayant perdu leur Sacculine externe.

Notons que chez certains animaux nous avons, par la suite, intentionnellement
sectivnné le sac viscéral pour déceler son éventuelle influence sur la teneur globale en
lipides. .

d) Femelles en vitellogenése ou @uvées.

L’influence de la vilellogenése ou de la ponte sur le taux lipidique ne peut é&tre étudice
sur les petits Crabes récoltés en aout. La maturation des ovaires ne se produit en effet
qu'aprés la mue de puberté, donc quand les animaux ont au moins 20 mm de long.
Gomme dans 1'Etang de Thau la ponte s'effectue exclusivement en hiver, nous nous
sommes adressés a des lots de femelles péchées en ces lieux en décembre 1951. Certains
dosages oul aussi été faits sur des femelles ccuvées dont la ponte a été mécaniquement
enlevée.

e) Mesures de taille.

Comme valeur caractéristique de la taille, nous avons adopté la longueur du cépha-
lothorax mesurée du point le plus antérieur du bouclier céphalothoracique & son bord
postérieur, suivant le plan de symétrie (fig. 2, page 16).

Les mesures ont été faites au pied-a-coulisse a vernier au 1/40° de millimétre. Leur
précision est de l'ordre de = 0,4 mm. Ceci a permis de grouper les individus en classes
millimétriques dont chacune a été désignée par son point médian. Par convention, tout
animal se trouvant a la limite des deux classes a été rangé dans la classe immédiatement
inférieure.

f) Mesures de féminisation.

A Tintérieur de chaque classe de taille, les Crabes ont été groupés suivant leur degré
de féminisation. Pour ce faire, nous nous sommes servi de la notion d’indice de fémini-
sation introduite par A. VeitLeT et définie plus haut (page 15).

Chez les exemplaires d'une taille supérieure & 20 mm, les mesures ont été faites au
pied-a-coulisse & vernier au 1/10> de millimetre. Pour les autres, elles ont été réalisées a
la chambre claire, sur papier millimétre.

4. Analyses chimiques.
a) Principe.

La technique que nous avons utilisée esl une adaptation de celle employée par E. G.
RemvuaRD et Th. von BranD (1944), qui est elle-méme une modification de la méthode de
M. Kumagsava et K. Suro (1908). Elle consiste 4 saponifier les graisses des Crabes secs
finement broyés, en milieu sodique, & libérer les acides-gras de ces savons par acidifica-
tion, & les extraire par un solvant organique que l'on évapore ensuite pour peser I'extrait

el calculer son pourcentage par rapport au poids sec total des Crabes utilisés.
Soulignons qu'il s’agit d'une technique qui ne dose pas les lipides proprement dits,

mais les évalue sous forme de leurs acides-gras constitutifs. De ce fait, elle n'est peut-

étre pas rigoureuse en valeur absolue, mais amplement suffisante pour les essais com-
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paratifs envisagés. Sa relative simplicité la recommande en outre pour des essais en
grande série. Des analyses préliminaires sur des fractions aliquotes de substances gras-
ses naturclles nous ont montré que nous pouvions en attendre une précision suffisante.

b) Dessiccation des Crabes.

Les animaux formolés ont été soigneusement lavés a l'eau distillée, puis desséchés
a Péluve a 105 jusqu’a poids constant (18 Leures environ).

c) Pesées.

Les Crabes secs ont été pesés au 1/10° de milligramme. Ont été soumis a 'analyse des
poids secs allant jusqu'a 16 grammes environ.

d) Broyage.

Une pulvérisalion trés poussée a été obtenue par broyage dans un appareil « Tur-
mix » avec 50 ml de NaOH a 15 %, pendant dix secondes a vitesse réduite et une minute
a 12.000 tours/minute. L'élanchéilé du récipient a di &ire renforcée, pour éviter toute
perte, par un couvercle en malieére plastique découpé suivant le galbe du verre. Le pro-
dnit du broyage a été récupéré intégralement en le transvasant dans un erlenmeyer
jaugé a4 250 ml et en rincant au jet de pissette avec de la soude chaude & 15 % le cou-
vercle, le récipient et I'entonnoir de transvasement. Ce ringage a été poursuivi jusqu’a
ce que l'erlenmeyer renferme un total de 250 ml de suspension.

e) Sdpomfication.

Elle a été faite au bain-marie bouillant pendant deux heures, sous reflux d'un tube
en verre de 1,20 m. Pour assurer un contact élroit et renouvelé de la soude avec les
particules solides, le mélange a éi¢ agité de nombreuses fois pendant la saponification.
Apres refroidissement, la suspension a été transvasée dans une ampoule a décanter de
un litre. L'erlenmeyer a ensuite ¢t¢ rincé avec 50 ml de soude chaude.

Les acides gras ont été libérés par addition d’'HCl pur jusqu'a neutralisation (100 &
120 m] d'HCI par analyse) contrélée au papier de tournesol. L'acide dissout en méme
temps les sels minéraux des fragments de carapace dont il ne reste ainsi que la chiting.

1) Extractions.

Apres refroidissement, le mélange neutralisé a éié¢ extrait par agitation pendant cing
minutes avec 50 ml d’éther sulfurique pur. I.’épiphase, qui contient loujours les acides-
gras et toutes les substances éthéro-solubles, a été recueillie dans une capsule de verre
par filtration sur filtre plissé. Nous avons fait ensuite deux autres extractions identiques
dont I'éther a été ajouté au précédent. Le filtre, qui renferme les fragments de chitine
flotlant dans I'épiphase, a été rincé a I'éther et conservé. La totalité des fractions éthérees
a alors été évaporée sur platine chauffante dans un endroit aéré, laissant un résidu cireux,
d’une. teinte variant du rouge & I'orange et semi-fluide & température ordinaire. Souvent,
ce résidu comportait des cristaux salins entrainés par les traces d’eau de I'éther. Comme
ceux-ci auraient faussé les dosages, nous avons pris soin de les éliminer en reprenant
T'extrait sec par un peu d'éther anhydre, dans lequel ils sont insolubles, et que nous
avons évaporé dans un vase a tarer de poids connu. Le résidu sec définitif a été pesé
au 1/10° de milligramme.
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Dans I'ampoule & décanter, I'hypophase contient en suspension les fragmenls de
chitine fminéralisée. Ceux-ci sont recueillis par filtration sur Buchner garni d’une ron-
delle de papier filtre de poids see connu. Apres un rapide essorage & la trompe & eau,
Pensemble papier-chitine est desséché A 105° pendant dix-huit heures, puis pesé. On
chtient ainsi le poids de la chitine contenue dans 'hypophase. I1 suffit de lui ajouter
celui de la chitine pesée sur le filtre plissé pour avoir le poids sec total de la chitine des
animaux broyés.

g) Expression des résultats.
Le nembre des analyses a nécessité I'emploi de fiches d’analyse dont un exemplaire

est reproduit ci-dessous.
FICHE D’ANALYSE _ Ne 149

LiriDES

Date : 21-12-1951.
Animal : 2 Carcinus muenas. Sexe @ ¢
Longueur du céphalothorax : 29 et 80 mru.
Degré de féminisation : —
Particularités : Animal en vitellogenése.

. début : 20-12-51 a 14 h.
Dessiccallon 3 g1 o112.51 a8 b
Poids sec total : 9,232 g.

g feats début : 8 h. 45,
aponification z fin ;10 b, %5,

Filtre & ol filtre : 1,093 g. hitine T - 0

fltve & éther % fillre + chitine : 1,003 g. chitine 12 0 g.
filtre : 0493 g. .

Filtre & chiline & g chitine II : 0,917 g.

filtre -+ chitine : 1,410 g.
Chitine totale : = chitine I 4 chitine II =
Vase : 55,036 g.

Vase -+ lipides = 55,850 g. é
% de lipides/poids sec total : 8,81 %.

% de lipides/poids sec total - chitine : 9,80 %.

% de chitine/poids. sec total : 9,93 %.

0917 g.

Vase & tarer lipides lipides : 0,814 g.

Les résultats y sont exprimés de la maniére suivante :

~ La teneur en acides-gras et substances éthéro-solubles (conventionnellement
dénommés lipides) y est calculée, d'une part en pourcentage par rapport au poids sec
total des Crabes, d'autre part en pourcentage par rapport a ce poids sec total diminué
du poids de la chitine. Ce deuxiéme mode d'expression a 6été préconisé par E.(G. REIN-
HARD et Th. von Branp (1944) qui le considérent comine plus représentatif de la teneur
en lipides des seuls organes internes du Crabe, la carapace se trouvant ainsi partielle-
ment exclue.
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— Les pourcentages de chitine par rapport au poids sec total des Crabes ont égale-
ment été calculés.

A partir de ces documents, les données numériques ont été groupées de maniére a
faire ressortir les lois éventuelles dont elles pouvaienl étre 1’expression.

Ce sont ces résultats qui vont étre passés en revue pour les différentes catégories de
Crabes soumises & 'analyse, en en tirant chaque fois des conclusions.

C. — Résultats.

1. — Crabes J.

a) Sans sacculine externe.
— Données numériques de U'échantillon.

96 analyses ont éte effectuées sur 971 Crabes d groupés en 16 classes millimétriques
de 7 & 22 mm. Les données numériques sont exprimées dans le tableau 1 (pages 34 et 35).

Son examen montre que, dans chaque classe de taille, les Crabes ont été rangés en
6 catégories de féminisation croissante.

La quatriéme colonne indique le nombre d'individus analysés par classe de fémini-
sation. On remarquera que, comme nous l'avons déja souligné dans une étude statistique
antérieure (R. FreNTZz, 1954), parmi les Crabes les plus petits, les individus féminisés
sont rares, mais qu'ils deviennent de plus en plus nombreux lorsque la faille augmente.
Ainsi, dans la classe 22 mm, ce sont les animaux non féminisés qui font presque défaut.

La cinquiéme colonne exprime la fréquence des Crabes par classe de taille et montre
que les individus de 43 mm sont les plus nombreux.

Les sixiéme et septitme colonnes rapportent respectivement les poids secs moyens
par classe de féminisation et par classe de taille.

On trouve ensuite successivement

— Huitiéme colonne : le pourcentage de lipides par rapport au poids sec total
par classe de féminisation ;

— Neuviéme colonne : le pourcentage moyen de lipides par rapport au poids sec
total par classe de taille ;

— Dixiéme colonne : le pourcentage de lipides par rapport au poids sec total dimi-
nué¢ du poids de la chitine, par classe de féminisation ;

— Onzieme colonne : le pourcentage de lipides par rapport au poids sec total dimi-
nué du poids de la chitine, par classe de taille ;

— Douziéme colonne : le pourcentage de chitine par rapport au poids sec total par
classe de féminisation ;

— Treiziéme colonne : le pourcentage de chitine par rapport au poids sec total par
classe de taille.
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TABLEAU 1
Fréquence Poids sec moyen {g) % de lipides par rapport au %, de chitine séche |
{ndice —
No Taille nd; par classe par classe | poids séc|poids sec|poids sec|poids secpar classe |
Analyse | (mm) [émini- de par classe de par ciasse | par classe|par classe| - chitine | - chitine de |parciasse
sation | fémini- c!e fémini- d_e de fémi- de par classe|par classe| [émini- d'e
sation taille sation taille nisation | taille |de fémin.| de taille | sation | taille
11 22 1,21 4 1.047 412 4,30 11.28
12 22 1,29 2 1,032 2,32 2,63 +4.37
13 22 1.33 3 15 0.804 1,049 2,48 3,36. 2,78 3,67 10,77 10,55
14 22 1,41 b 1,110 2,73 3.1 12,08
15 22 1.55 1 1,254 5,18 5,56 6,85
16 21 1.19 3 0,897 2,86 3,25 12,18
17 21 1,28 6 0,688 2,27 9 2,59 9 11,43
18 ol | 134 4 16} gggg | 0898 399 | 284 | us | 3 |ioer | 1140
19 21 1,52 3 1,024 2,25 2,53 1,15
20 20 1,20 5 0,865 3,99 4,49 11,02 .
21 20 1,30 3 . 0,819 | 3,53 - 387 9,76
2 20 | a7 o | 15 | gue | 053 ags | BT yas | ML | gy | 998
23 20 1,42 b} 0.841 2,94 3,33 11,69
24 19 1,18 2 0,491 3,05 3,38 9.77
25 19 1,22 6 0,732 4,03 4,58 11,60
26 19 1,29 b} 0,773 3,69 4,19 11,86
7 19 1,32 4 27 0,812 0,734 4,64 3.55 5,20 4,02 10,64 | 11,67
28 19 1,37 3 0,780 3,28 3,75 12,51 :
29 19 1,42 3 0,847 4,09 4,71 13,18
30 19 1,48 4 0,705 2,09 2,38 2,18
96 18 1,21 7 0,613 3,96 4,56 13,29
97 18 1,29 9 0,529 4,09 4,65 12,16
98 18 1,35 6 - 0,547 . 2,71 - 3.12 , 13,18 3
99 18 | 138 7 B Jope7 | 0810 w03 | 379 | ues | A3 y3lyg | 1378
100 18 1,42 9 0,640 3,72 4,28 12,95
101 18 1,52 7 0,686 422 4,18 11,64
102 17 115 4 0,625 5.16 579 10,96
103 17 1,22 10 0,522 am 4,25 12,77
104 17 127 10 0,428 2,94 3,37 12,84
10 17 1,31 9 59 0,516 0,527 3.44 3,85 3,94 4,39 12,79 12,70
106 17 1,36 8 0,541 4.01 4,60 12,91
107 17 1,41 9 0,530 4,83 553 12,89
{08 17 1,52 9 0,531 2,84 3,29 13,77
31 16, 1,16 7 0,449 4,03 4,54 11.03
33 16 1,23 5 0,431 324 3,68 12,10
.34 16 1,26 9 0,399 3.31 3,13 1,43
37 16 1,28 b} 0,487 2,91 3.21 9.55
39 16 1,30 T 0.424 3.26 3,58 8,88
41 - 16 1,33 10 0,416 341 3,83 11,05
43 16 1,35 7 98 0,470 0,446 3.61 3.36 4,01 3,77 9,87 10,60
A4 16 1,38 6 0.478 3,31 3,66 9,72
A2 16 1,40 b} 0,417 3,13 4,13 9,58
40 | 16 1,42 11 0,471 2.56 2,86 10,42
3R 16 1,47 8 0,414 2,86 3.18 10,00
36 16 1,51 6 0,471 3.43 3.87 11,35
34| 16 1,54 6 0,454 3.63 4.10 11,51
32 .| 16 1,57 6 0,472 3,88 4,40 11,99
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 TABLEAU I (suite)

35

o Fréquence . Poids sec moyen (g} % de lipides par rapport au %6 de chitine séche
ndice .
No Taille de . |par classe | par classe | poids sec|poids sec|poids sec|paids sec|par classe
Analyse | (mm) fémini- de par classe de par clesse | par classe|par classe| - chitine | - chitine | de  (par classe
sation | fémini- de fémini- de de fémi- | de [par classe|par classe| fémini- de
sation taille sation taille nisation | taille |de fémin.| de taille | sation taille
45 15 1,15 4 0,348 2,58 2,85 9,26
T 15 1,21 5 0,351 261 2,90 9,96
49 15 1,28 11 0,372 3,34 3,79 12,00
51 15 1.32 17 0,341 3.27 3,69 11,47
53 15 1,36 10 o 0,304 ~ 2,62 2,95 : 11,04
54 15 | 138 10 | 107 4 g3go | 0397 gt | W00 gl | 342 )yl | 1085
52 15 1,42 16 0,364 3.30 3,77 12,31
30 15 1,47 14 0.373 3.49 3,91 10,68
4R 15 1,52 135 0,343 2.98 3,35 10,89
49 15 1.58 5 0,397 2,86 3,17 9,75
35 14 1,18 8 0,309 3.39 3,83 11,32
57 14 1,27 8 0,330 3,96 4,41 10,08
89 14 1,32 13 0,302 3.73 4,20 11,20
61 - 1% 1,37 19 0,315 N 4,10 . 4,64 | 11,60 )
62 14 1,42 16 | 101 ) ggp | V08 339 | 349 1 w9 | 3 |9 | 1132
60 14 1,47 13 0,298 2,85 3,23 11,58
38 1% 1,52 18 0,315 3,20 3,62 11,53
36 14 1,59 6 0,294 3,14 3,54 11,10
83 18 | 117 6 0,242 3,37 3,84 12,37
65 137 1.27 9 0,222 3,75 427 12,11
67 13 1,32 12 0.242 3,60 4,1 12,42
69 13 14,37 24 . - 041 _ 3.58 - 4,07 5a. 12,02
70 13| 1.4 14 | 10 | ghgy | 0.243 sa | 3L L yes | 42 | qy53 | 1200
68 13 1,47 23 0,269 3,88 4,44 12,47
66 13 1,52 11 0,256 4,22 4,13 10,89 .
64 13 1,58 11 0,245 3,22 3,67 12,25
71 12 1,26 15 0,190 3,95 4,50 12,27
73 12 1,32 9 0,220 4,59 4,94 12,15
b 12 1,37 12 0.212 4,08 4,72 12,73
7 12 1,42 12 89 - 0,190 0.200 3.46 3.74 3,98 4,25 13,14 12,60
76 12 1,46 17 0,197 3,45 3,97 13,10
T4 12 1,52 12 0,196 3,39 3,90 12,87
R 12 1,59 12 0,196 3,30 3,75 11,98
78 11 1,28 . 15 0,142 3,36 4,11 13,28
80 11 1,36 10 0,153 4,04 4,72 14,30
81 11 1,42 18 0,150 4,01 4,54 11,711
83 11 1,47 16 100 0,146 0.153 351 3,95 4,00 4,41 12,29 12,38
84 11 1,52 19 0,161 3,96 4,48 11,60
82 11 - 1,57 12 0,453 4,35 4,90 11,06
79 11 1,63 10 0,169 4,24 4,84 12,42
) 10 1,39 24 0,120 ' 3,55 4,04 12,24
86 10 1,50 . 21 64 0,113 0.116 3.60 3,63 4,09 4,12 14,83 41,98
87 10 1,59 19 0,415 3,75 4,25 11,89
88 9 1,40 25 0,084 3,44 : 3,92 . 12,21 .
89 9 1,57 23 48 0,079 | 0081 353 | 348 397 | 394 | qqp4 | 1162
90 8 1,41 19 ) 0,063 . 3,92 E 4,40 10,78
9 8 158 95 | 43 o062 | 9062 373 | 8 | g7 | 4% | qo34 | 1056
92 7 | 145 13 0,042 ] 3,14 3,33 6,09 '
93 7 | 10 o | 4 004 | VU2 as2 | 388 | 5oz | M8 | ygus | B3
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Ces données ont permis de calculer le pourcenlage moyen en lipides par rapport
au poids sec total pour I'ensemble des 974 Crabes & :

% moyen : 3.57 ; écart-type : 0,32 : erreur-standard : 0,082.

Calculées par rapport au poids sec total diminué de la chitine, ces mémes valeurs
deviennent :

% moyen : 4,02 ; écart-type : 0,30 ; erreur-standard : 0,077.

Ces valeurs sont un peu inférieures & celles trouvées par E.G. REINHARD et Th. von
Branp (194%) chez 13 miles de Pagurus pubescens parasités par Peltogaster paguri (res-
pectivement 447 % et 839 %). Elles restent néanmoins du méme ordre. On notera aussi
que les taux obtenus par déduction de la caitine présentent, chez Peltogaster, un écart
beaucoup plus considérable que dans le cas de Carcinus maenas. Chez ces derniers, la
chitine parait donc représenter une fraction plus faible du poids sec total.

— Corrélation entre les lipides et la taille.

Ces premiers faits établis, nous nous sommes demandé g'il existait, dans le lot con-
sidéré, une corrélation quelconque entre la teneur en lipides et la taille. Pour en juger,
nous avons caleulé le coefficient de corrélation r enftre la taille et la teneur en lipides
pour l'ensemble des 46 classes millimétriques. La valeur trouvée pour r est — (0,388,
Or, pour N : 16, les tables de Fisher donnent un coefficient de 0,497. Le coefficient expé-
rimental étant inférieur & ce nombre, il ne différe pas significativement de O et on ne
peut affirmer aucune corrélation cerfaine entre la taille.et la teneur.en lipides.

Graphiquement, les variations du taux des lipides par rapport a la taille sont repré-
sentées par les points de la figure 3 (page 37). La ligne de régression correspondant a
ces points est donnée par I'équation : :

v = 0,274 x + 3,965

Sa pente apparente n'est pas significative.

On peut évidemment se demander si la corrélation ainsi recherchée n’est pas mas-
quée du fait que les Crabes considérés ne présentent pas tous le méme degré de fémi-
nisation. Il est donc ulile de montrer que cette corrélation n’existe pas pour des individus
de tailles différentes, mais ayant tous le méme degré de féminisation.

Dans ce but, nous avons examiné les valeurs relatives & une sélection de 88 Crabes &
de 12 & 22 mm, dont l'indice de féminisation varie de 1,30 a 1,34. Le taux moyen des
lipides de ces animaux est de 3,57 % (écarl-type : 0,65). Le coefficient de corrélation
lipides -taille est de r : 0,304 Il est notablement inférieur & celui exigé par les tables
de Fisher pour un tel échantilon (0,602). Il n’y a donc pas de corrélation certaine entre
la teneur en lipides et la taille des animaux, méme lorsque.ceux-ci sont également fémi-
nisés. Ces fails sont illustrés par la figure 4 (page 37) ou la ligne de régression a été
caleulée par l'équation :

v = —00621 x + %6257

— Corrélation entre les lipides et la féminisation.

. Une fois établie cette indépendance & peu prés certaine entre le taux lipidique et la
lle, nous avons recherché l'existence d'une corrélation enire ce méme taux et le degré
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de féminisation, ceci chez des Crabes de méme taille. Ce probléme est crucial pour la
validation ou la réfutation de I'hypothése de Saira. En eifet, si la féminisation des
Cirabes & parasités est vraiment provoquée par une synthése excédentaire de lipides, il
est logique d’admettre que les individus les plus féminisés renferment plus de matitres
grasses, et inversement,

Dans chaque classe millimétrique de 11 & 19 mm, les pourcentages frouvés ont done
été classés dans Pordre de féminisation des sujets. Pour chaque classe ont été calculés
le nombre total d'individus, le taux moyen des lipides, son écart-type et le coefficient
de corrélation pour la teneur en lipides par rapport 4 la féminisation dans cette classe.
Le coefficient de corrélation trouvé pour chaque classe a éi¢ comparé, chaque fois, avee
la valeur témoin des tables de Fisher, ce qui a permis de conclure & I'existence ou a
Tabsence d'une corrélation. Une vue d’ensemble des données numériques et des conclu-
sions est consignée dans le tableau II ci-dessous.

TABLEAU II

Taille Nombre % Feart- T } T,

(mm) d’animaux lipides type | (Fisher) Corrélation?
11 100 3,95 0,33 0,783 0,755 oui
12 89 3,74 0,48 — 0,534 0,755 non
13 110 3,71 0,39 0,398 0,707 non
14 101 3,49 0,43 — 0,360 0,707 non
15 107 3,04 0,39 — 0,176 0,632 non
16 98 3,37 0,36 0,002 0,532 non
17 59 3,85 0,86 — 0,559 0,755 non
18 45 3,79 0,49 0,172 0,811 non
19 27 3,55 0,80 —- 0,479 0,755 non

Son examen montre que, huit fois sur neuf, aucune corrélation certaine ne peut 8tre
décelée entre la teneur en lipides et la féminisation des Crabes. Il en ressort que, contrai-
rement & ce que pense SMITH, les lipides ne peuvent étre tenus pour responsables de la
modification des caractéeres sexuels externes des Crabes sacculinés.

La méme conclusion a été retfrouvée par une voie analogue, mais non identique. Un
calcul semblable a été vefait pour l'ensemble des 971 Crabes & sans Sacculine exlerne.
A partir des données du tableau I (pages 34-35), nous avons établi le taux lipidique moyen
par classe de féminisation et indépendamment de la taille (Voir tableau III, page 39), puis
le coefficient de corrélation entre ces taux moyens et les degrés de féminisation. Il est de
0,554 alors que la valeur correspondante des tables de Fisher s’éleve a 0,632. Ici encore,
aucune corrélation ne peut étre affirmée entre les variables envisagées et ce resultat

confirme le précédent.
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TABLEAU I

INDICES DE FEMINISATION
1,15 1,20 1,25 1,30 1,35 1,40 1,45 1,50 1,55 1,60
Fré- Taille a A a B A a a a a a
guences | (mm) 1,19 1,24 1,29 1,34 1,39 1,44 1,49 {,54 1,59 1,64
15 22 4,12 2,32 2,48 2,73 5,18
i6 21 2,86 2,27 3,99 2,25
15 20, 3,99 3,52 4,38 2,94
27 19 3,05 4,05 3,69 4,64 3.28 4,09 2,09
) 2,71
5 8 #,96 g ’ 3,72 :
45 18 ,90 4,09 l 403 3,7 4,22
59 17 5,16 3,71 2,94 3,44 | 401 4,83 2,84
(3,31 | 3,26 { 3,61 3,73 ] 3,43 .
98 16 4,03 324 | 3o | a1 331 i Sas | 280 | g | 88
262 .
107 15 2,58 2,61 3,34 3,27 g 5?1 3,30 3,49 2,98 2,86
101 14 3,39 3,06 3,73 4,10 3,59 2,8b 3,20 3,14
110 13 3,37 3,76 3,60 3,58 4,12 3,88 4,22 3,22
89 12 3,95 £,50 4,08 3,46 3,45 3,30 3,30
100 11 3,54 4,04 4,01 3,01 3,96 4,35 4,24
64 10 3,58 3,60 3,75
48 9 3,44 3,53
43 8 3,92 3,13
34 7 314 4,52
971 24,44 25,68 40,09 39,94 80,71 50,44 25,27 37,72 36,94 8,76
7 7 : 12 A1 : 14 : 14 : 8 ] “ 10 12
3,49 3,66 3',34 3,63 3.62 3,60 3,15 3,43 3,69 4,38

Une représentation graphique de ces résultats est donnée par la figure 5, page 40.

Un dernier test a été réalisé en recherchant l'existence d'une différence significative
entre les taux lipidiques moyens des groupes ‘extrémes de féminisation entre eux et entre
chacun d'eux et le groupe moyen. Pour cela, les pom‘centdaes de lipides ont été répartis
en trois catégories

1o Ceux qui correspondent aux animaux (rés féminisés : indice R inférieur & 1,3
2° Oeux des Crabes de féminisation moyenne : R = 1,35-145;
3° Ceux des individus peu ou non féminisés : R supérieur & 1,50.
- Pour chacun de ces groupes ont été calculés le taux lipidique moyen et l’écart—tYpe.
Gr.1 : % lipidique moyen = 347 . écart-type = 0,66.
Gr. 2 : % lipidique moyen = 3,61 écart-type = 0,54,
Gr. 8 : % lipidique moyen = 3,63 écart-type = (,61.
Le controle slatistique appliqué aux groupes 1 et 2 montre qu'il n’existe pas de diffé-

rence significative entre eux. Il en est de méme lorsqu’on considére respectivement les
groupes 1 et 3, puis 2-et 3,
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Une [ois encore, force est d’admettre que la féminisation plus ou moins poussée
des caractéres sexuels externes n'est pas le reflet d'une variation du taux lipidique des
Crabes parasités, donc qu’elle ne saurait en dépendre.
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FIG. 5. — Variation du taux des lipides par rapport & la féminisation chez 971
Crabes & sans Sacculine externe. Ligne de régression. (Chaque point
est accompagné du nombre d'individu dont il représente le pour-
centage moyen).

— Conclusions.

Un effort considérable d'analyse chimique et statistique a été fait sur ce lot de
Crabes & doublement intéressant par son importance numérique et la possibilité qu’il
offre d’étudier des liens éventuels entre la teneur en lipides et la féminisation des carac-
téres sexuels a une époque ol ceux-ci sont déja fortement modifiés, sans qu'il y ait trace
de Sacculine externe.

Aprés avoir établi 'indépendance du taux lipidique vis-a-vis de la taille des Crabes,
I'emploi des tests statistiques nous a permis, par des voies différentes, de réunir un fais-
ceau de preuves convergentes permettant d’affirmer que la méme indépendance existe entre
la teneur en matiéres grasses et le degré de féminisation.

A elle seule, une telle démonstration enléve déja a I'hypothése de SmiTH I'essentiel
de ses fondements ; mais 'examen des autres lots de Crahes apporte encore des arguments
supplémentaires & une felle réfutation.

b) Avec Sacculine externe jeune.

- Léchantillon global dragué dans le Degol se compose essentiellement de Crabes trés
jeunes, Ceux-ci n'ont été infestés par le parasite que depuis peu et il est compréhensible
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que les Sacculines externes y soient peu nombreuses. Le présent lot est donc beaucoup
plus réduit que le précédent. On sait en effet que le sac viscéral n’apparait que chez les
(irabes mesurant au moins 11 mm.

Ont été étudiés 89 animaux de 11 & 23 mm.

Avant de considérer les résultats des analyses chimiques, notons quelques remar-
ques bhiologiques que cet échantillon a permis de faire.

— Remarques biologiques.

Les données numériques concernant ces Crabes sont consignées dans le tablean IV
(pages 42-43).

La premiére colonne indique les classes de taille alors que la seconde précise la
fréquence des individus de chaque classe.

La troisieme colonne exprime I'indice de féminisation de chaque Crabe analysé, I'en-
semble des indices étant classé par ordre de féminisation décroissante. On ne manquera
pas de noter que la plupart des classes numériquement suffisantes renferment a pen prés
fout I’éventail des indices de féminisation. Par exemple, la clagse 15 mm comporte aussi
hien des individus de R = 1,10 que de R = 1.55. Seules. les classes des plus grandes
tailles ne renferment plus d’animaux non ou peu modifiés. Ceci montre bien que le degré
de féminisation des caractéres sexuels est parfaitement indépendant de la sortie du sac
viscéral de la Sacculine. Un Crabe peut ainsi porter une Sacculine externe de taille appré-
ciable et rester pratiquement non féminisé. On peut donc objecter & TI'hypothése de
SMITH que si la féminisation des Crabes & dépendait d'une stimulation de leur métabo-
lisme lipidique par le parasite, il n'v aurait aucune raison pour que ceux d’entre eux
qui ont déja nourri une Sacculine compléte avec son sac viscéral n'aient pas encore
subi cetle stimulation, alors que d’autres. ne portant qu'un parasite interne beaucoup
moins développé et moins exigeant, sont déja transformés. Ces modifications doivent
dépendre de facteurs autres que la taille de I'héte et I'étal interne ou externe de la
Saceuline. '

La quatriéme colonne exprime, par des svmholes. la seamentation totale (S). par-
tielle (PS) ou inexistante (NS) des segments abdominaux III, IV et V du maéle. On se
souvient en effet que chez les jeunes méles normaux, ces seemenis sont nettement dis-
tincts jusqu’aux stades IV et 'V (Crabes de 3.75 & 5 mm), qu’ils se soudent ensuite. alors
que chez les femelles, ils restent toujours indépendants. Or, I'un des signes de fémini-
sation par la Sacculine réside précisément dans la réindividunalisation progressive des
segments soudés. L’examen des 89 abdomens portant ou ayant porté des Sacculines
externes montre que la réapparition des lignes articulaires ne correspond & aucun indice
de féminisation précis. Si, dans certains cas, la nouvelle segmentation débute déja avec
I'indice 1,5, si, en général, elle est achevée pour des valeurs inférieures a 1,3, il n’en est
pas moins vrai qu’il existe aussi de nombreuses exceptions & cette régle. C'est ainsi que,
parmi les méles de 15 mm, on trouve un individu dont I'abdomen irés élargi (R = 1.27
n’est que partiellement segmenté. Ailleurs. la segmentation totale est trés. précoce -
accompagne un indice 1,43 encore fort proche des caractéristiques &. Nous retiendrone
que, comme beaucoup d’autres, ce processus garde la marge de variabilité de tous les
phénomeénes biologiques.
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TABLEAU IV

. . bt -~ Largeur
Tri'rg? Fréquence | Féminisation Segh“é%“r;]ltlion g’di‘z{h’i?}g Sa(crﬁ%i)ne

1,27 S 2 9

1 3 1,29 8 3 9

1,56 NS 2-3 3

1,25 S 9 9

1,26 S 3 T

1,30 S 2 2

1,30 S 2 4

12 8 1.36 s 3 g

1,38 -8 2 T

1,48 PS 2 2

1,55 NS 2 2

1,20 S 2 3

1,24 S 2 4

1,25 s 3 2

1,29 S 2 R

1,30 S 2 2

13 11 1,30 S 2 1

1,30 Ps 2-3 1

1,34 S 3 3

1,31 g 2 9

1,32 8 2 2

1,40 PS 2-3 3

1,10 S 4-5 6

1,416 S 3 5

1,20 S 2-3 3

1,21 S 3 3

1,23 S 2 3

1,26 g 2 92

2 3

14 13 1,28 ) {3 {_1

1,31 S 2 4

1,31 PS 2 7

1,35 PS 2 3

1,36 PS 2 2

1,39 . PS 2 2

1,55 PS 2 2

1,12 S 2-3 6

1,12 s 2 4

1,20 S 1 2

2 1

1,24, S { 3-4 {2

4-5 1

1,25 PS 2-3 1

15 2 132 s 1-2 T

1,34 NS 1-2 i

1,39 PS 3 2

1,41 PS 1 1

1,42 NS 2 1

1,42 NS 1 1

1,43 S i i
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TABLEAU IV (suntz)

. , X X : " Largeur
Taille e St ( Segmentation | Insertion i
(mm) Fréquence Féminisation abdomen Saceuline Sa(cr%trlr)]:)ne

1.17 S 3 7

1,22 S 3 T

. 1,22 S 2-3 3
1,28 S 2-3 2

16 8 1,30 8 1 2
1,31 S 2 T

1,32 PS 3 2

1,47 PsS Thx 1

1,18 S 1-2 4

1,32 S 1-2 5

1,34 PS 4 3

1,38 S i 3

17 9 1,38 S 2 T
1,41 NS 2 6

1,42 Ps 3 T

1,44 NS 2 3

1,45 NS 1 T

1,23 S 3 3

1,25 S 2 1

1,25 S - 2 3

1,26 S 2-3 4

18 8 1,30 S 2-3 3
1,31 PS {1 {1

1 2

1,41 PS 3-4 2

1,41 PS 3 3

{3 {3

1,22 S 2-3 3

1,24 S 2-3 4

1,25 S 2 1

194 1. 1,26 PS 2 2
1,29 S 2-3 2

1,41 PS 3-4 1

1,43 Ps 3 3

1,27 3 4

i S {3 {3

20 4 1,30 S o243 2
1,34 PS 2-3 1

1,38 NS 2-3 4

1,20 S 3 4

2 2 1,32 s 1 2
1,30 S 2 1

2 ? 1,31 PS 2 3
o ' 1,30 PS 2 )
23 - 2 131 s 2 2

43
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La cinquitme colonne indique le numéro d’ordre du segment abdominal au niveau
duquel s'effectue la sortie du sac viscéral. Lorsque cetfe émergence se fait & la limite de
deux segments, ceux-ci sont indiqués tous les deux. Notons le cas curieux d'un sac vis-
céral fixé dans la région ventrale postérieure du céphalothorax (dernier Crabe de 16 mm :
Thx). Ces données, résumées en pourcentage dans le tableau V ci-dessous, montrent que
I'insertion du pédoncule se fait préférenticllement au niveau des segments IT ou IIL
Cependant, cette localisation n’a rien de rigoureux et les Sacculines se trouvent aussi
quelquefois en position plus proximale (seginent I) ou plus distale (segments IV, V).
Ces observations ne concordent pas tout & fail avec celles de A. VEILLET (1945) qui trouve
un maximum d'insertion (40 %) & cheval sur les segments II et III, et leur absence
lotale sur le segment I,

La sixiéme colonne renseigne sur la taille des sacs viscéraux exprimés par la valeur
en millimétres de la plus grande dimension dans le plan de symétrie du parasite. Elle
précise aussi les cas ou la Sacculine externe élait tombée (T) et ne se sighalait plus que
par les vestiges d'une cicatrice souvent mélanisée. Ces données montrent que des hotes
encore trés pelits (12 mm) peuvent déja porter des sacs viscéraux de dimensions appré-
ciables (8§ mm) el que souvent, dans ces catégories, les sacs viseéraux sont aussi, sinon
plus gros, que ceux que portent des Crabes plug &gés. Leur taille dépend certainement,
a la fois du temps éeonlé depuis leur sortie, de la plus ou moeins grande extension du
systtme radiculaire et de la valeur nutritive de Uhdte. La comparaison sommaire de ces
tailles montre aussi que le degré de féminisalion esl indépendant du développement du
sac viseéral. (Pest ainsi qu'une Sacculine de 8 mm peul vivre sur un hote moins féminisé
qu'un Crabe de méme taille portant un parasile de 2 mm seulement.

TABLEAU V

Localisalion des inserliions de sacs viscérauz

Y

chez 89 Crabes & de 7 a 23 mm (93 Sacculines)

Numéro Nombre

du segment de Sacculines %
I 10 10,50
I-1I 4 410
I 38 40,00
TI-111 16 16,80
111 20 21,00
-1V 3 3,10
v 1 1,05
v-v 2 2,10
v 0 0,00
V-VI 0 0,00
VI 0 0,00
Thx 1 1,05

En résumé, ces observations purement morphologiques ou biométriques montrent
que la féminisation des méles est indépendante de la sorlie du sac viscéral et de la
taille du parasite, que cette sortie g'effectue de préférence au niveau des segments ahdo-
minaux II ou III et, qu'enfin, la réindividualisation des segments normalement soudés
chez le méile se fait au fur et & mesure de I'élargissement de I'abdomen, avec cependant
une grande marge de variabilité.
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Examinons maintenant les résultats des analyses de lipides faites sur cet échantillon.

— Analyses lipidiques. .
Un incident technique ayant invalidé le dosage effectué sur les Crabes de 14 mm,

les résullats portent, non sur échantillon global, mais sur 9 analyses de 76 individus.

Afin que les sacs viscéraux ne puissent inlervenir par leur propre teneur en lipides
et que les résultats soient comparables & ceux de I’échantillon précédent, les Sacculines
externes ont été sectionnées aux ciseaux.

Les valeurs obtenues sont consignées dans le tableau VI ci-dessous.

Elles sont représentées graphiquement par la figure 6, page 46, ou la ligne de régres-
sion des différents points est donnée par I'équation

v = 01021 x + 6,2506

TABLEAU VI

Données numériques relatives
aux dosages des acides-gras ches 76 Carcinus macnas &
portant ou ayant porté une Sacculine cxterne

ﬂ . % lip:des / Larg. moy.
ré n Poids se / b g Y
Numeéro Taille lpl(;lflté?;;sf ;;;Oz'ene Poids se Poids sec % de des
. ¢ § itine &
Analyse (mm) de taille (&) fofal | total - chitine| " SeChe Sa?xiﬁg;ws
¥ 23 2 | 5 oy 5 99 9 900
110 99 5 1,365 3,17 4,32 12,75 2,00
21 2 ~ - P «
1 4,34 42 3
111 20 % 0,997 3,75 5.3 13,4 2,30/
112 19 7 0,842 401 4,63 13,32 2,98
113 18 8 0,783 5,84 6,0% 11,98 2,40
114 17 9 0,616 4,05 4,12 14,16 4,00
115 16 8 0,800 4,62 5,18 10,74 3,40
116 15 12 0,471 5,24 6,15 14,79 1,85
117 13 11 0,362 4,39 5,02 12,48 2,82
118 ﬁ g 0,273 5,02 571 12,95 3,33

Le taux lipidique moyen pour la totalité de ces Crabes est de 4,52 % avec un écart-
type de 0,62 et une erreur-standard de 0,24.

Si eette moyenne - est comparée -a celle obtenue avec les Crabes d' sans Sacculine
externe (3,60 %), le calcul statistique montre que la différence est significative. En effet,

la valeur expérimentale t = 3,65 est nettement supérieure a celle des tables (t = 2,140).
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Il en résulte donc que les Crabes & d'une taille égale ou inférieure & 23 mm et
portant une Sacculine exferne ont une feneur en matiéres grasses supérieure a celle des
Crabes ¢ de méme taille, mais dépourvus de Sacculine externe. Cette augmentation n’est
pas due & la teneur propre en lipides des sacs viscéraux, puisque ceux-ci ont été enlevés.
Tout se passe comme si, au moment de l’emergence du parasite, il se produisait une

augmentahon du taux llpldlque de 1'hote.
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Te. G — Variations du taux des lipides par rapport & la taille chez 76 Grabes d
portant ou ayant porté une Sacculine externe. Ligne de régressmq
(Chaque point est accompagné du nombre d’]l’lleldu: dont il repré-

sente le pourcentage moyen)

c) Avec Sacculine externe bien développée.

- Pour compléter les résultats précédents, nous avons recherché la teneur en lipides
de Crabes & plus agés et portant des Sacculines plus développées (13 a4 19 mm).

- Quatre. analyses ont été-effectuées sur- huit. males: & Sacculine externe, en provenance
,de T'Etang de Thau ot ils ot été péchés en.décembre 1951. Les renseignements con-

cernant cet échantillon figurent dans le tableau VII (page 47).



ETUDE DES LIPIDES CHEZ CARCINUS MAENAS INDEMNE ET SACCULINE Al

TABLEAU VII

% lipides /

- Larg. moy.
Numér Taill Poids Sec % d des
y o ale Fréquences moyen Poids sec Poids sec - ce Saceuld

< N itine zoe acculines
Analyse ({mm) () total iotal - chitine chitine séche (nm)
“~ 183 27 2 2,622 3,64 4,09 - 11,15 16,00
184 28 2 3,089 3,37 3,80 11,34 18,50
185 29 2 2,860 3,55 4,04 12,31 14,00
186 30 2 3,717 4,34 4,92 14,63 15,50

Les résultats calculés sont les suivanfs :

% moyen de lipides == 3,72 ; écart-type = (,39,
% moyen de lipides par rapport au poids sec total diminué de la chitine = 4,21.

La comparaison du taux lipidique moyen de ces animaux avec celui des méles sans
Sacculine externe (3,60 %) montre qu'il n'en différe pas d'une manitre significative. 1l
en ressort que les Crabes & de 27 a 30 mm, porteurs de Sacculines externes bien déve-
loppées ne sont pas plus riches en matiéres grasses que les méales plus petits n’ayant
quun paramte interne.

) Ces résullats incitent penser que ce n'est que tempommement au moment de la
sortie du sac viseéral, qu'il y a une augmentation du taux lipidique des Crabes et qu'aprés
cette altération passageére, ce taux redevient normal. Mais nous ne voyons la qu'une
- indication qui demanderaif a &tre confirmée par d’autres essais, et non une conclusion
définitive.

2. — Crabes %
a) Sans Sacculine externe.

31 analyses ont ét6 exécutées sur 791 Crabes ¢ de 5 & 25 mm, ne présentant pas de
Sacculine externe el péchés en méme temps que les Urabes d.

" Le tableau VIII (page 48) donne les valeurs numériques relatives a cet échantillon.

Le taux moyen des lipides par rapport au poids sec fotal pour l’ensemble de .ces
animaux est de 4,28 9% avec un écarl-type de 0,61 et une erreur-standard de 0,41. Ce pour-
centage, rapporte au poids sec total diminué de la chitine, est de 4,88 %.

La comparaison statistique de la teneur en lipides de ces femelles avec celle du
groupe homologue & (3,57 %) montre que letaux des femelles est significativement supé-
rieur & celui des méles.

Avanl toute interprétation de ces faits, il faut se souvenir que les deux échantillons
se composent d'une proportion relativement faible d’animaux indemnes (environ 10 %)
-et que les autres sont sacculinés. On peut donc, sans erreur- exeessive, les considérer
comme des lots de Crabes parasités et conclure que les femelles & parasite interne sont
plus riches en matiéres grasses que les méles présentant les mémes caractéristiques. Les
deux groupes étant victimes du méme phénoméne pathologique, nous inclinons & penser
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TABLEAU VIII
Données numériques relatives
aur dosages d'acides-gras ches 79/ Carcinus maenas
sans Sacculine exrterne
Fréquences % lipides /
. Poids sec - .
Numéro Taille las moyen par Poids sec % de
d'analyse (mm) par analyse | P&F CHSS6 |5 oie (g) | Poids sec total chitine stche
de taille total - chitine
187 25 2 9 1,394 2,90 3,33 12,76
188 23 3 3 0,951 3,36 3,88 13,24
189 22 3 . N
190 o 3 6 1,053 4,81 5,50 12,35
191 21 9 9 0,880 4,22 4,91 14,17
192 20 10 10 0,768 3,50 4,32 13,79
193 19 10
194 19 12 34 0,727 3,59 4,15 13,42
195 19 12 )
196 18 2 :
197 18 23 40 0,627 3,92 4,46 12,10
198 17 22
199 17 24 70 0,529 4,41 5,04 12,56
200 17 R4
204 16 25
202 16 25 80 0,452 4,12 AT 12,50
203 16 30
204 15 30
205 15 30 85 0,394 4,87 5,62 11,69
206 15 25
207 14 5
208 11: 3},’ 70 0,328 4,58 5,20 11,95
209 13 6 -
2?0 13 33 72 0,258 4,82 5,50 12,39
214 12 32 ) . o
212 19 a9 g 0.2ik 4,57 5,13 10,51
213 11 54 54 0,169 4,73 5,35 11,62
214 10 53 53 0,123 4,39 4,71 12,00
215 9 47 47 0,092 4,47 5,05 11,61
216 8 46 46 0,062 4,38 4,96 11,69
7 28 :
217 6 g 39 0,087 4,37 5,01 12,64
5 2




ETUDE DES LIPIDES CHEZ CARCINUS MAENAS INDEMNE ET SACCULINE 49

que la différence constatée pour les taux lipidiques est due a une différence de métabo-
lisme des deux sexes, pluldl qu’d une divergence du mode d’action du parasite. Ce point
de vue sera confirmé par les analyses ultérieures.

Gelles-cl ont été faites, non plus sur des échantillons de Crabes péchés dans I'Etang
de Thau, au mois d’aotit, mais sur des animaux originaires de la méme localité et récoltés
en décembre 1951. Elles intéressent des lots d’importance numérique moindre, mais les
lests statistiques auxquels elles ont été soumises tiennent compte de cette réduction d'ef-
fectifs, ce qui leur garde une entiére validite.

b) Avec Sacculine externe indemne.

Pour ces animaux, le sac viscéral du parasite a élé laissé en place et ses matiéres
grasses sont comprises dans les résultats.

8 analyses ont été exécutées sur 16 Crabes ? de 25 a 27 mm, portant’des Sacculines
bien développées (3 & 16 mm). Les données numériques sont rassemblées dans le tableau
IX ci-dessous.

Pour V'ensemble de ces Crabes, le taux moyen des lipides est de 3,93 % avec un
écart-type de 1,21 et une erreunr-standard de 0,46. Cette moyenne n’est pas significative-
ment différente de celle des méales indemnes de décembre 1951 (3,72 %). Le fait qu'elle
paraisse légérement supérieure & cette derniére va dans le sens des constatations déja
faites pour les méles et les femelles & Sacculine externe.

La comparaison du taux moyen du présent échantillon avee celui des femelles sans

Sacculine externe parait difficile, car il ne s'agit pas d’animaux de la méme époque et
ayant la méme taille.

TABLEAU IX

Données numérigues relatives aux dosages
des acides~gras chez 16 Carcinus maenas 9
portant une Sacculine externe bien développée

% lipides /

Largd. moy.
Nurmeéro Taille TFréquences Poids sec Poids sec Poids sec ‘.% de X CS.

danalyse (mm) ! moyen (g) total lotal - chitine | CRitinE stche Sa((,rcrﬂg;les
163 25 2 2,056 4,20 4,12 10,94 14,50
164 26 2 2,450 1,63 1,84 11,12 12,00
165 27 2 2,932 4,7 5,34 _ 10,67 15,50
166 . 28 2 3,575 5,91 6,60 . 10,34 8,00
167 33 2 5,036 4,49 5,03 10,73 15,33
168 33 2 4,524 3,51 3,89 9,72 12,50
169 35 2 5,558 2,79 3,80 12,31 13,00
170 o 37 2 6,610 4,15 4,61 10,90 8,00

Ces réserves faites, on peut cependant remarquer que les deux valeurs (4,28 et 3,93 %)
ne sont pas swnlﬁcatwement différentes et qu'il est donc possible que les deux groupes
considérés soient semblables du point de vue de leur teneur en matiéres grasses.
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c) Avec Sacculine externe enlevée.

Citons les résultats de 4 analyses faites sur 8 Crabes de 34 & 37 mm dont le sac
viscéral a été intentionnellement sectionné (voir tableau X ci-dessous).

TABLERAU X
% lipides / . ) Larg. moy.
Numéro Taille Préquences | Poids sec . fre o % de des
., 3 8 , Poids sec Poids sec | .00 70 Saceulines
d’analyse (mm) moyen {g) total total - chitine chitine szche (onm)
179 34 2 5,512 2,83 3.23 12,39 11,56
180 35 2 5,533 3,81 4,38 12,90 12,00
184 36 2 6,418 419 4,79 12,43 12,50
182 37 2 7,459 3,81 4,29 11,52 16,50

Le taux moyen des lipides de ces animaux est de 3.66 % avec un écart-type de 0,50
et une erreur-standard de 0,29.

Le pourceht&ge trouvé n’est pas significativement différent de celui des femelles dont
le parasite est resté en place (3,93 %). Le sac viscéral ne semble donc pas contenir de
lipides dans des proportions telles qu’elles influent de fagon sensible sur le taux général.

cl'j Femelles indemnes en vitellogenése.

8 analyses ont été faites avec 16 femelles de 27 & 36 mm. Tous ces individus ont été
controlés quant & I'absence de racines de Sacculine. Leurs ovaires étaient en pleine vitel-
logenése. Les valeurs numériques sont reporiées dans le tableau XI ci-dessous.

TABLEAU XI

% lipides /
I\ i ids . . %
d\‘gg:f;:e gﬁg}? Fréquences Ilr)lgy?eqn S((;; Pmt((j)?; MS ee t og?lc—isc}fii‘i:n e ehitir{e d:tﬂ,ehe
164 27 2 3,532 7,49 8.29 9,70
162 28 2 4,404 1,25 8,08 10,27
149 29-30 2 4,616 8,81 9,80 9,93
154 30 2 5,127 7,22 7,98 9,66
150 31 2 4,583 6,14 6,94 11,48
152 31 2 4,666 6,10 6,79 10,05
45T 35 2 7,033 6,13 6,88 10,90
158 36 2 8,025 5,41 6,04 10,24

Les résultats ont été les suivants :

Taux lipidique moyen = 6,82 % ; écarl-type

1,04 ; erreur-standard = 0,3.
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En les comparant avec les chiffres corresporrdant 4 ceux des 791 femelles du mois
d’aotit, lesquelles, de par leur taille, ne pouvaient déja éire en vitellogenése, on est frappé
par une différence de 2,62 %, netlement significative.

L’ovogenése est done, peur la femelle de Carcinus maenas, un phénomeéne physio-
logique qui provoque une augmentation de plus de moitié du métabolisme lipidique. On
se souvient que, par contre, une telle différence n'existe pas enlre les femelles & parasite
interne el celles portant des sacs viscéraux. Done, en dépil des suppositions de SmITH,
ovogenese et parasitisme ne sont pas des phénomeénes comparables du point de vue de
leurs répercussions sur le métabolisme lipidique des Crabes. L'ovogeneése provoque une
augmentation considérable du taux des matiéres grasses, alors que le développement de
Sacculines externes n'en produit pas, sauf peut-élre mais ceci d'une maniére encore
hypothétique — au moment méme de I'évagination du sac viscéral.

e) Femelles indemnes el ovigéres.

Ce qualificaiif désigne des femelles ayant pondu el portant leurs cenfs fixés aux
pléopodes. Ces wufs ont été laissés en place pour I'analyse.

Seize de ces femelles, de 29 4 37 mm, ont permis 8 dosages dunt les rcsultats figu-
rent au lableau XII ci-dessous.

Le taux lipidique moyen de ces animaux est de 5,5 %, avec un écart-type de 1,06 et
une erreur-standard de 0,%.

Le taux lipidique moyen par rapport au poids sec total diminué de la chitine s’éleve
a 61 %

Le pourcentage de malieres grasses de ces Crabes est significativement supérieur a celui
des femelles chez lesquelles la maturation des ovules n’a pas encore débuté (4,28 %).
S'il parait inférieur a celui des femelles en vitellogenése dont les ovules sont encore
internes, ¢’est sans doule paree que, lors de la ponte, tous les ceufs ne sont pas fixés par
les pléopodes ou que, par la suite, un certain nombre d’enlre eux sont mécaniquement
délachés.

TABLEAU XII

Données numériques relatives aur dosages
des acides-gras ches 16 Carcinus macnas 9

ovigéres
% lipides / -
Numéro Taille Fréquences Poids sec Poi . % de
) - . oids sec Poids sec es
d’analyse (mm) moyen (g) total total - chitine chitine séche
171 29 2 4291 6,57 1,31 10,13
159 30 2 4,199 4,61 5,22 14,74
160 31 2 5,115 6,25 1,04 - 1,21
155 33 2 6,004 6,68 748 10,72
156 34 2 6,169 4,12 4,68 11,93
172 35 2 6,237 4,79 5,40 | 11,15
173 36 2 7,760 6,67 7,39 o 9,95.
174 317 2 7,907 4,31 4,88 11,75
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f) Femelles indemmnes, ovigéres, & ponle enlevée.

- Pour avoir une idée de la part qui revient aux cufs dans la teneur en matiéres
grasses des femelles ovigéres, nous avons fait 8 analyses sur 16 femelles de 29 4 35 mm
dont la ponte a été détachée de I'abdomen par grattage.

Calculé & partir des données du tableau XIII (page 53), le laux lipidique moyen de
cet échantillon est de 2,45 % avec un écart-type de 0,71 et une erreur-standard de 0,27,
Par rapport au poids sec fotal diminué de la chitine, ce taux lipidique moyen s’éléve a
2,85 %.

?

Le pourcentage de 2,45 est inférieur, de fagon significative, & celui des femelles ovi-
géres et cela n'a rien de surprenant. I1 nous apprend que les ceufs représentent une part
fort importante des matiéres grasses de la femelle. Le fait qu’il soit également inférieur
au taux des femelles en vitellogenése et méme au taux des femelles qui n’ont encore
aucune activité sexuelle, montre que l'ovogeneése el la ponte provoquent un appauvris-
sement considérable en lipides du milieu intérieur et des organes.

Or, un tel appauvrissement n'a pas été constatlé chez les femelles portant une Sac-
culine externe, ce qui confirme notre point de vue selon lequel ovaires et Sacculine
n'ont pas une action identique sur le métabolisme lipidique de Carcinus maenas.

D. — Conclusions.

Les essais que nous venons de décrire représentent une somme considérable de men-
surations, de classifications, d’analyses chimiques et de calculs statistiques. Mais ce labeur
se justifie, car, ne craignons pas de le répéter, dans ce domaine, seules des recherches
faites sur des échantillons importants d’animaux caractérisés avec précision peuvent
avoir quelque chance de validité. Ce n’esl pas sur quelques individus recollés au hasard
et dont on ne sait ni la taille, ni les conditions physiologiques, que peuvent &tre fondées
des conclusions sérieuses,

De T'ensemble des chiffres obtenus et résumés dans le tableau XIV (page 33), on peut
tirer les conclusions suivantes :

Chez Carcinus maenas, la teneur en lipides de l'animal complet évaluée par rapport
& son poids sec total, est plus grande chez les femelles que chez les méles, méme lorsque
ces femelles n'ont pas encore commencé leur vitellogenése. Cette différence est donc
caractéristique d'un métabolisme particulier dans chaque sexe. D’abord relativement mo-
dérée, elle devient considérable lorsque les femelles édifienl leurs ovules et les pondent.
La vitellogenése demande en effet la synthése d'une quantité importante de madtiéres
grasses qui sont temporairement emmagasinées dans les ovules et quittent l'animal au
moment de la ponte. Aprés celle-ci, les femelles sont trés pauvres en lipides.

Le parasitisme du Crabe par la Sacculine ne modifie pas significativement la teneur
en graisses de I'hote, sauf peut-étre au moment de la sortie du sac viscéral et de la pre-
miére croissance de celui-ci. En tout cas, une telle différence n’existe jamais chez les
males porteurs d'un parasite interne. Du point de vue quantitatif, le métabolisme lipi-
dique ne peut donc étre a l'origine de la modification des caractéres sexuels exlernes d.
Ces caractéres sont en effet souvent féminisés au maximum sans que soit décelable la
moindre augmentation du taux lipidique. Le calcul montre qu'il n'y a aucune corréla-
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TABLEAU XIII

Données numérigues relatives aux dosages
des acides-yras chez 16 Carcinus maenas 9
démunis de lewrs pontes

% lipides /
Numéro Taille Fréquences Poids sec ; ; % de
) . UERCE o Poids sec Poids sec e
d'analyse (mm), moyen (g) total total - chitine chitine séche
153 29 2 3,402 3,33 3,86 13,68
175 29 2 3.399 2,64 3,05 13,35
147 29-30 2 3,353 2,36 2,74 13,85
154 31 p) 3.992 1,84 2,10 13,66
176 3i 2 3,131 1,69 1,99 14,99
148 31-32 2 4,088 1,54 1,78 13,33
177 32 2 1,556 3,72, 4,33 14,08
178 35 2 5,333 2.51 2,97 12,97
TABLEAU XIV
Récapitulation des résultats analytiques
Nombre o qiniS
- % lipides / N
Caraclérisliques poidps] s:c Eeart-t Brreur-
des ¢éehantillons . : total cari-type standard
d’analyses d’animaux
Crabes &
i . | } -
Sans Saceuline ext. ... o 0L a6 i 971 l 3,57 0,32 0,08
Avee Sacculine ext. jeune ..... ] { Th ] 452 0,62 0,24
Avee Sacculine ext. bien dévelop- t
DB et 4 | 8 | 3,72 0,39 0,13
Crabes @
Sans Sacculine ext, ..., .. ... N 31 T 4,28 0,61 0,41
Avee Sacculine ext. indemne ... 8 16 3,93 1,21 0,46
Avee Sacculine ext, enlevée .... 4 3 3.66 0,50 0,29
Indemnes, c¢n vitellogentse .... 8 16 6,82 1,04 0,39
Tndemnes eb ovigéres .......... 8 16 3,50 1,06 0,40
Indemnes, ovigeres, & ponte enle-
VEE vttt e 8 16 2,45 0,71 0,27
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tion entre la teneur en matiére grasse des animaux & sacculinés el leur degré de fémi-
nisation. L'hypothése de SMITH ne correspond pas & la réalité des faits. S'il est bien exact
que la vitellogenése représente une stimulation de la synthése lipidique, il n’en est pas
de méme pour la Sacciiline.

L'origine de la féminisation des méles sacculinés doit &tre recherchée ailleurs. Pour
I'instant, elle reste mystérieuse. Les analyses ont montré que amplitude de ces transfor-
mations est indépendante du développement du parasite, de sa taille. A la lumiére de la
découverte récente de la glande androgéne, on peut penser que celle-ci, d’'une maniére
ou d'une autre, est impliquée dans le phénoméne. Le mécanisme précis de cette inter-
ventinn reste cependant inconnu. La dissection de nombreux Crabes sacculinés nous a
montré qu'une action traumatique directe des racines du parvasite sur les glandes n’est
pas en cause. Et pourtant, des faits qu'une telle action aurait pu éclaircir restent inex-
pliqués. N'est-il pas curienx de constater, par exemple, que de nombreux Crabes & sont
irés féminisés bien que le systéme radiculaire de leur parasite soit trés réduit, alors que
d’autres, littéralement envahis par un résean dense et ramifié, le sont heaucoup moins ?
N’est-il pas étonnant d'observer que certains abdomens & peu élargis abritent un ou plu-
sieurs sacs viscéraux de grande taille, alors que d’autres sont entiérement segmentés et
typiquement femelles, bien que leur Sacculine ne soit qu'interne ? Supposer que chez
les individus trés envahis, mais peu transformés, le hasard du développement radicu-
laire a épargné la région androgéne ou ne 'a atteinte qu’a une époque ol elle était moins
sensible & son action, eut été une explication simple. Malheureusement, jusqu'a présent,
P'observation anatomique est en contradiction avec cette hypotheése. I1 est probable que
c’est au niveau de la synthése ou de la dégradation des substances liormonales en cause
qu'il faudra rechercher la clé du probléme. Mais ici, rien de définitif ne pourra &tre fait
tant que ces substances n'auront pas été isolées et identifides.

Nous ne voudrions pas terminer ce chapitre sans avoir souligné que, si nous réfu-
tons la théorie de SMITH pour les raisons qui viennent d’étre énoncées, nous n’en appré-
cions pas moins et dans toute sa valeur, le travail, les réflexions qui lui ont donné nais-
sance. 11 ne faut pas oublier en effet que ces travaux datent du début du siécle, d'une
époque done, & laquelle 'hormonologie sexuelle n’en était qu’a ses tout premiers débuls.
La tentative qu'ils représentent de trouver un méecanisme biochimique & la détermination
des caracteres sexuels secondaires des Crustacés fait figure de travail précurseur. L'essor
prodigieux qu'a connu la science des hormones dans les décades ultérieures montre que
si cette voie n’a pas conduit au succés en ce qui concerne les Crustacés, elle n'en éfait
pas moins orientée dans la bonne direction,



CHAPITRE TIII

RECHERCHES HORMONALES
CHEZ CARCINUS MAENAS

Soupgonuée depuis longtemps, la nature hormonale du déterminisme des caractéres
sexuels externes des Crustacés est devenue une certitude depuis la découverte de la
glande androgéne. Déja avant cette découverte, nous avons entrepris un certain nombre
d’essais pour obtenir des précisions sur Identité des substances pouvant étre en cause.

Cing sortes d’expériences ont été réalisées :

Lo Recherche de substances stéroides dans I'hémolymphe et dans divers organes de
* Carcinus maenas ; :

Qe IuJectxons d’hormonas de Vertebres,

3° Inj e.ctlons d’extraits de Sacculine ;e

4°‘ Injections de sérum de Crabes sacculinds ;

5° Alimentation des animaux avec des Sacculines.

1. — RECHERCHE DE SUBSTANCES STEROIDES

A. — But poursuivi.

Depuis plus de trente ans déja, les recherches sur la sexualité des Vertébrés ont été
couronnées de succés par Tisolement et la mraclemsatlon chlmlque des hormones
sexuelles.

En 1920; A. ButeNaNDT et E. A, Doisy pavviennent ‘4 extraire l'oestrone de-l'urine
1y femme enceinte. L'obtention des hormones & est un peu plus laborieuse et ce n’est
qu’en 1935 que E. LAQUEUR isole la testostérone-du testicule. Depuis, d’innombrables tra-
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vaux ont permis d'identifier et d'étudier l'action physiologique de toute une série de
corps dont la structure est & présent connue et qui ont un effet androgéne et oestrogéne.

Chez les Crustacés, par contre, les connaissances dans ce domaine sont a peu prés
nulles,

A défaut d’autres indications, il est donc naturel de se demander si les substances
ayant une activité sexuelle chez les Vertébrés se retrouvent chez les Crustacés. Les seu-
les recherches orientées dans ce sens sont dues & J. K. DoNAHUE et encore ne concernent-
elles que d’éventuelles hormones ¢ caractérisées par des méthodes chimiques et biologi-
ques.

Dans des travaux publiés en 1948 et 1949, cet auteur décrit I'extraction de substances
oestrogénes a partir des ceufs de Homarus americanus. Ces extraits purifiés sont dosés
par fluorimétrie et chaque millilitre de leur solution dans le toluéne révele une activité
oestrogéne de 30 & 50 unités internationales. Une filtration plus poussée -de la fluores-
cence réduit cette activité & 5 U. 1. Parallélement, Pestimation biologique sur Rates cas-
trées, par injections ou applications vagma[es, donne aussi une réponse positive et du
méme ordre de grandeur.

L'activité oestrogéne des pontes de Homard ne fait donec pas de doute. Reste a
savoir si les substances ainsi manifestées sont des oestrooenes vrais ourgimplement des
oestrmdes mimant une action oestrogéne.

A coté de ces essais limités concernant les femelles, ancun travail concernant les
méles ne nous est connu. Nous avons donc pensé que, méme si les résultats devaient
rester négatifs, il serait utile de répondre une fois pour toutes a cette .question en ce
qui concerne Carcinus maenas.

On sait que les hormones maéles des Vertébrés ont une structure stéroide et que
nombre d’entre elles sont des 17-cétostéroides dérivés de I’étiocholane. Il en-est-ainsi pour
I'androstérone et la déhydro-isoandrostérone. En biologie clinique, le dosage de ces hor-
mones est pratiqué couramment et nous avons profité de notre expérience de cette tech-
nique pour rechercher l'existence de telles substances dans I'organisme:du Crabe. Nous
nous sommes adressé successivement aux testicules, & I'hémolymphe et & 'hépato-pan-
créas.

D’une part, nous avons pratiqué la recherche des 17-cétostéroides totaux telle quelle
se fait en biologie humaine et, d’autre part, nous avons procédé au fractionnement
chromatographique de l'extrait global. L’'emploi de ces méthodes a fourni 'occasion de
leur apporter certaines améliorations techniques qu’il paraft utile de signaler.

B. — Recherche des 17-Cétostéroides totaux.

1. Principe.

Le liquide biologique ou les organes & analyser sont soumis & chaud & une hydro-
lyse chlorhydrique destinée & libérer les stéroides d’éventuelles combinaisons susceptibles
de. les masquer. I’hydrolysat est extrait plusieurs -fois a I'éther qui dissout un certain
nombre de corps organiques, dont les stéroides. L'extrail-éther est lavé au bicarbonate
de soude et a la soude, afin d’éliminer les phénolstéroides, donc les oestrogénes. Aprés
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lavage & I'ean, I'éther est déshydraté au sulfate de sodium, puis évaporé sous pression
réduite. Dans I'extrait sec ainsi obtenu, on peul metire en évidence les 17-cétostéroides
par la réaction de Zimmermann. Celle-ci est basée sur le développement d'une coloration
rouge-violet en présence de métadinitrobenzine en solution potassique.

2. Préparation du matériel.

a) Testicules.

Les testicules sont prélevés aprés dissection sommaire du bouclier céphalothoracique
dorsal sur 79 Crabes J de trés grande taille (50 - 60 mm). Les parties facilement acces-
sibles des gonoductes ont été jointes & I'ensemble, mais il n'est pas certain que la glande
androgéne qui, & 1'époque de ces essais. n'avait pas encore été localisée chez Carcmus
maenas, ait fait partie des prplevements

’

Pour éviter toute altération, les organes sont recueillis sur glace et conservés &
—10° G jusqu’au moment de T'analyse.

by Hémolymphe.

Fournie par les 79 Grabes précédents avant leur dissection, elle est recueillie d’abord
par ponction a la seringue puis, plus rapidement et en série, par aspiration a la trompe,
grace au dispositif schématisé dans la o
figure 7 (page ). Celui-ci comprend
une aiguille métallique de 0,8/40 mm, mon-
tée sur tuvau de polyéthyléne transparent oune
d'un diameétre intérieur de 3 mim ; un fla- ' : —
con A& trois tubulures branché sur une wowiie
trompe & eau et muni d'un robinet R ser- T
vant & régler I'aspiration ; un erlenmeyer
de recueil de 300 cc. Cette installation
permet de prélever trés rapidement 'hémo-
Iymphe en piquant les Crabes & 'articula-
tion hasale des pattes locomotrices et en
maintenant aiguille jusqu’a épuisement
du milieu intérieur. Les prises successives
gaccumulent automatiquement dans le ™7 ““ﬁ“l?é“[ﬁ‘&“}n‘;’fw‘“f&‘;‘ﬁ‘éspE‘Eﬁbﬁs“ses en serte
récipient de recueil sans aucune manipu-
lation. T1 esl toutefois recommandé de ne pas créer de dépression trop brutale, celle-ci
étant susceptible de faire éelater le tube digestif el de souiller ainsi 'hémolymphe.

VASE

DE

. DETENTE
HEMOLYMPHE

Les 79 Crabes traités ont donné 256 ml d’hémolymphe qui ont été conservés a
—10° C. ‘ ‘

Notons que, sous une grande dpaisseur, I'hémolymphe n’a plus la teinte bleutée
habituelle, mais devient franchement noiréfre.
) Hepato pancréas.

Ces glandes ont été fournies par le méme lot de Crabes en Dmced&nt comme pour
les tesucules La conservation a été identique. '
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3. Hydrolyse.

Testicules et hépato-pancréas sont homogénéisés dans un broyeur Turmix apres
addition de 100 ml d’eau distillée. La bouillie obtenue est complétée dans chaque cas &
500 ml par de 'eau distillée. Les 256 ml d'hémolymphe sont ajustés au méme volume.

Aprés addition de 50 ml d’acide chlorhydrique pur, chaque liquide ou suspension est
soumis pendant quinze minutes & une ébullition sous reflux par réfrigérant.

&. Extraction.

Aprés un refroidissement rapide, chaque hydrolysat est extrait trois fois par 200 mi
d’éther sulfurique, sur tapis roulant, dans des allonges cylindriques de un litre.

5. Lavages.

Les trois fractions éther réunies sont lavées successivement par
— 50 ml de CO;NHa saturé, pendant dix minutes :
— trois fois 50 ml de NaOH & 10 %, pendant dix minutes ; -
- — trois fois 50 ml d’eau distillée. pendant dix minutes.

Aprés le dernier lavage & 'eau, la réaction de U'éther doil &lre voisine de la neutra-
lité.

6. Dessiccation.

L'extrait lavé et neutre est déshydraté par addition dune pincée de SO;Na, anhydre,
puis filtré sur coton de verre et SO4Na, anhydre. I’éther est ensuile évaporé sous pression
réduite et réfrigérant, au bain-marie a 45° C. Lorsqu’il se trouve réduit & un volume
de 2 ou 3 ml, il est transvasé dans un hécher de 50 ml el amené & siccité par évaporation
a Lair libre, dans le méme bain-marie. T’extrait ainsi oblenu se conserve bien en atmos-
phére séche, sous vide. '

7. Réaction de caractérisation
On applique la réaction de Zimmermann.

Le résidu sec est repris par 2 ml d’alcool absolu. A 0,5 ml de celie solution, on
ajoute 0.5 ml d'une solution alcoolique de potasse (I ml d’eaun distillée 4 1,68 g de KOH
pur -+ 14 ml d’alcool absolu) et 0,5 ml d’une solution de métadinitrobenzéne pur, recris-
tallisé, & 1. % dans I'alcool absolu. La réaction se développe pendant 45 minutes au bain-
marie & 37° C, & lobscurité. Un témoin des réactifs, obtenu en remplacant la solution
d’extrait par 0,5 ml d’alcool absolu donne la coloration propre des réactifs.

8. Résultats.

a) Testicules.

L’extraction de leur hydrolysat donne une solution jaune dont la dessiccation laisse
un résidu sec de méme teinte. Celui-ci fournit avee le métadinitrobenzéne une coloration
rouge foncé trés nette, alors que le témoin ne se colore que faiblement.



RECHERCHES HORMONALLS CHEZ CARCINUS MAENAS 59

L'extrait testiculaire renferme done des substances qui réagissent avec des composés
aromatiques dinitrés, mais il ne semble pas qu'il s'agisse de 17-cétostéroides, car on ne
discerne pas la coloration violette caractéristique de ces substances.

Nous avons pensé que les caroténoides, si abondants dans l'organisme de Carcinus
maenas, pouvaient jouer un rbdle dans la réaction et nous avons appliqué la réaction de
Zimmermann a un échantillon de g-caroténe pur aimablement fourni par R. LENEL. La
coloration rouge ne s’est pas développde.

11 est aussi permis de supposer que, dans cet essai. une coloration violette faible,
mais caractéristique des 17-cétostéroides. peut étre masquée par des chromogénes para-
sites trop abondants. Nous avons donc été amené & lenter le fractionnement chromato-
graphique que nous décrirons par la suite.

b)Y Hémolymphe.

L’acidification de I'hémolymphe par T'acide chlorhydrique provoque naturellement
une précipitation abondante des protéines sous forme d'un coagulum blanc qu’il est bon
de réduire au Turmix pour assurer de meilleures conditions d’hydrolyse.

Les extractions & I'éther sont accompagnées de fortes émulsions qu'il faut détruire
par cenfrifugation. Elles fournissent un extrait légérement jaune dans lequel le premier
lavage (CO,HNa) fait apparaitre des grumeaux jaunes a Uinterface. Les lavages & la soude
renforcent la teinte jaune de lextrait qui. apres dessiccation, donne un résidu jaune
orange cristallisant sous forme de rosaces. La réaction au métadinitrobenzéne fournit
ici une coloration brune un peu plus foncée que celle du témoin, mais I'absence de
coloration violette indique encore une fois U'absence de 17-cétostéroides.

c) Hépato-pancréas.

L’extraction de I'hydrolysat chlorhvdrique de ces organes & I'éther donne une- solu-
tion brun rouge trés foncé que le premier lavage au bicarbonate éclaircit heaucoup en
donnant une thODthSE trés brune. L'intensité de cefte eoloration justifie deux nouveaux
lavages avec le méme produit. Ceux qui sont ensuite faits & la soude pmvoquent dans
la phase éther, 'apparition d'un précipité floconneux qui se sédimente peu & peu et que
les lavages & leau distillée font disparaitre.

La solution organique finale a une teinte jaune orange trés marquée et sa dessic-
cation donne un extrait cireux abondant, de méme couleur. Une fraction de celui-ci est
soumise & la réaction de Zimmermann. Elle ne donne aucune coloration caractéristique,
bien que la teinte du liquide de réaction soit un peu plus foncée que celle du tube témoin.
Cet extrait ne parait donc pas renfermer de 17-cétostéroides.

9. Conclusions.

La technique d'extraction et d’identification des 17-cétostéroides de 'urine humaine
appliquée aux testicules, & I'hémolymphe et & I'hépato-pancréas de Carcinus maenas ne
permet pas de déceler de telles substances dans l'organisme de cet animal. Aucun des
extraits ne donne la coloration rouge violet caractéristique des hormones présentant cetle
structure. Seul, le résidu obtenu a partic d’'un broyat de testicule fournit une coloration
brun rouge foncé. Il ne s’agit pas en l'occurrence des quinones qui peuvent résulter de
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Faction de la polasse sur le métadinitrobenzéne. puisque le témoin des réactifs ne les
révéle pas. Nous ne savons rien de plus pour linstanl quant & la nature de la ou des
substances qui sont & I'origine de cette coloration.

Afin d'étre certain que cette coloration rouge. par son intensilé, ne masque pas la
teinte violette spécifique des 17-cétostéroides, nous avons essayé d’éliminer I'action d’éven-
tuels chromogénes perturbateurs par un fractionnement chromatographique des extraits.
(e sont ces expériences qui, & présent, vont éire décrites.

C. — Recherche de 17-Cétestéroides apreés fracticnnement chrematographique.

La méthode utilisée est celle appliquée par J. Baver (1952) a Pélude des 17-cétosté-
roides urinaires humains. Plusieurs perfectionneuwienls lui ont été apportés en vue d'une
grande rapidité et d’une maniabilité ameéliorde.

1. Principe.

L'extrait see total obtenu par la méthade décrile plus haut est séparé en vingt-cing
fractions par chromatographie sur colonne d'aluniine, a Paide de cing éluants de pola-
rités croissantes. Sur chacune de ces fractions, évaporées & siccité, on procede a une
colorimétrie au métadinitrobenzéne.

2. Mode opératoire.
a) La colonne.

La colonne chromatographique est obtenue par voie humide en versant pen a pen
dans un tube de verre de 150 mm de long et d'un diamétre intérieur de 8 mm. muni a
la hase d'un robinet, garni d’un tampon de coton et chargé de 4 ml de tétrachlornre de
carbone R.P.. 3 g d’alumine standardisée de Brockmann (Merck) conservée & lUahri de
toute humidité. L'alumine se lasse de facon trés homogéne si 'on prend la précaution
de tapoter la colonne pendant toute la durée du versage. L'ouverture du robinel inférieur
permet I'écoulement du volant de GCly qui surmonte 'alumine dans un premier tube &
essal jaugé a 15 ml. .

L'extrait & chromatographier est alors repris par un ml de tétrachlorure et versé avec
précaution sur la colonne, par écoulement le long de la paroi du tube, en évitant tout
remous de l'alumine. Un nouvel écoulement améne le niveau du liquide & fleur de la
surface de Padsorbant. Il est important que la phase solide ne soil jamais découverte.
Les restes de 'extrait sont repris par un deuxiéme ml de CCl, qui rejoint le premier dans
les mémes conditions. De la sorte, la totalité de I'extrail se fixe en un anneau coloré
a la surface de I'alumine. Pour éviter toute perturbation de la stratification de celle-ci
lors des versages ultérieurs. il est hon de placer un tanipon de coton brise-jet dans la
partie libre de la lumiére du tube.

La quantité de tétrachlorure (4 + 1 + 1 ml) a été calculée pour que la premiére
fraction recueillie soit, avec les dix premiers miililitres d’éluant, de 15 ml. Un millilitre
environ du liquide reste en effel toujours fixé sur I'alumine. Les vingt-quatre tunes sui-
vants sont tous jaugés a 10 ml.
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b) L'élution.

Lrexirait fixé sur la colonne esl successivement élué par

— O fois 10 ml de CCly pur

T Ut Ut Ot

fois 10 ml de GCl; pur & 10 ¢ d'éther sulfurique ;
fois 10 ml de CCly pur & 30 % d’éther sulfurique ;
fois 10 ml d’éther sulfurique pur ;

— 5 fois 10 ml de méthanol pur.

La polarité croissante de ces liquides permet de déiacher de l'alumine des substan-

ces de plus en plus fortement absorbées.

Du point de vue pratique, nous avons réalisé un dispositif qui permet la succession
des différenls éluants sans aucune interruption du flux liquide. A I'écoulement par

aspiration sous pression réduite prati-
qué par J. BAUER — procédé qui doit
volatiliser une partie notable des frac-
tions les plus volatiles — nous avons
préféré une élution sous pression accrue.
L'ensemble du dispositif est reproduit
par la figure 8 ci-contre. II comporte
deux réservoirs a éluant gradués jus-
qu'a 50 ml par fractions de dix et se
déversant dans la colonne par un tube
commun. La surpression sur les liqui-
des est provoquée en actionnant une
puire de caoutchoue branchée sur un
{lacon de détente inlermédiaire, grace a
une valve. Cette surpression peut 8tre
contrdlée par un manomeétre & mercu-
re. Un jeu de quatre robinets permet
d'isoler chacun des réservoirs & éluant
du reste du systéme, donc de les char-
ger sans avoir & interrompre le flux
dans la colonne. On peut de la sorte
passer d'un éluant au suivant sans
aucune discontinuité dans la chromato-
graphie.

Deux ou lrois de ces ensembles
peuvent étre branchés simultanément
sur un méme vase de détente, si bien
quun seul opérateur peut suivre et
régler sans difficulté trois chromatogra-
phies & la fois.

¢) EBvaporation des fractions.

RESERVOIR
A
ELUANT

TANOMETRE

COLONNE
CHROMATO-
GRAPHIQUE

VASE
DE
COMPRESSION

Fia. 8, — Schéma d'un dispositif pratique pour la chroma-
tographie sur alumine des 17-cétostéroides.

L’évaporation des nombreuses fractions chromatographiques a toujours été un pro-
bléme ardu et dispendieux en temps. Ses deux principaux écueils sont :



62 . RENE FRENTZ

— l'émission de vapeurs souvent nocives dans l'atmosphére du laboratoire ;

— la difficulté de contrdler avec précision la température de l'évaporation, d'ou
danger d'altération pour les substances thermolabiles.

Si le premier de ces écueils est évité dans cerlains évaporateurs & infra-rouges dans
lesquels un venlilateur rejette a P'extérieur toules les vapeurs, il n'en est pas de méme
pour le second. En effet, & moins d'un
réglage empirique chaque fois a refaire,
il n’est pas possible, dans ces appareils,
de controler la {température avec une

EVAPORATEUR POUR FRACTIONS

CHROMATOGRAPHIQUES ’ précision Sufﬁsan{,@
. - ol Nous avons résolu le probléme de
: la. maniére suivante (voir figure 9 ci-
. contre).

Deux millilitres de chacune des vingt-
cing fractions chromatographiques sont

s e a4t s s 8 8 s b s 4 s
e a4 o 8 a8 o v e 8 s

: .. ‘transvasés dans vingt-cing tubes a essai
.o de 60 x 16 mm placés dans des porte-
‘ |- R ey , o
i T 2l 1 tubes spéciaux. Deux de ces derniers,
. b donc cinquante tubes au total, sont -

alors places dans un bain-marie de pré-
cision réglé a la plus haute température
compatible avec l'intégrité des exlraits.
Le bassin du bain-marie est clos par
un  couvercle métallique comportant
deux chambres d’admission qui alimen-
tent chacune vingt-cing canules situées
a la face intérieure. Les porte-tubes sont
construits et les canules disposées de
fagon a ce que, grace 4 un systéme de
tige-guide du couvercle et de perfora-
e ~_| tlons des portoirs, chaque canule péné-
‘ tre au cenire de chaque tube, a quelques
e millimetres au-dessus du niveau du
liquide. Un joint de caoulchouc mousse
FI6. 9. — Schéma d'un dispositif pour 1'évaporation rapide et assure I’GtaHCh‘Elte du couvercle. Un
contrdlée de nombreuses fractions chromatographi- compresseur alimente les deux cham-
fue, @ Tuee nferiewrs dy cowverclo soutfanl: jes d'admission el envoie, par linter-
bain-marie et du couvercle (échelle double de a) médiaire des canules, un courant d’air
° b réglable & la surface du liquide de
chaque tube. L’air el les vapeurs qu'il
entraine quittent le bassin clos du bain-marie par un orifice trés large et sont rejetés
hors du laboratoire par un gros conduit de caoutchoue. Il va de soi que l'air peut &tre
‘remplacé, si une réactivité particuliere des extraits I'exige, par un gaz inerte sous pres-
sion. S . o
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Cle dispositif (1) nrésente les avantages suivanls

10 Le (hermosthat du bain-marie permet un contedle mgourcux de la température
d’évaporation ; )
20 Toutes les vapeurs nocives ou simplement malodorantes sont évacuées ;
3° Le courant gazeux permanent réduit beaucoup la durée de l'évaporation. Par
exemple, 50 fractions de 2 ml d’aleool ou de tétrachlorure peuvent étre évaporées,
A 450 C, en vingt minutes seulement.
Nous avons concgu et calculé ce procédé pour la technique chromatographique que
nous utilisions, mais il est clair que son principe pourrait étre adapté a d’autres cas,
notamment & des fractions plus nombreuses ou plus considérables. '

d) Colorimdirie.

Le perfectionnement que nous venons de décrire permet de réaliser la colorimétrie
dans les tubes mémes ou a eu lieu I'évaporation, sans avoir & redissoudre ou a transva-
ser les exiraits secs.

Tous ces tubes ont en effet une hauteur identique et leur bord supérieur a été rodé
suivant un plan perpendiculaire & 'axe du tube. Placés dans leur portoir, ils peuvent
done é8tre clos de maniére satisfaisante par simple apposition d'une glace épaisse, d'autant
plus que la base des supports comporte un tapis de caoutchoue qui compense d’éventuel-
les inégalités de longueur.

Pour la colorimétrie, il suffit d'ajouter a chaque tube évaporé 0,2 ml d’alcool absolu,
0,2 ml de potasse alcoolique et 0,2 ml de métadinitrobenzéne, de bien agiter l'ensemble
-pour une parfaite redissolution et de le placer, couvert, pendant quarante-cinqg minutes,
A 'obscurité, dans un bain-marie & 37° C.

Aprés ce délai, les tubes sont rapidement refroidis, puis le contenu de chacun d’eux

est dilué avec b ml d'alcool & 96° et la lecture est faite au colorimeire tricellule Jobin
et Yvon, & 520 mp.

Dans linterprétation des valeurs obtenues, il est nécessaire de tenir compte de témoins
des réactifs et de la coloration propre des extraits. L'évaluation quantitative se fait grice

a une courbe d’étalonnage obtenue & partir de quatre dilutions d'une solution a un pour
mille de déhydro-isoandrostérone.

3. Résultats.
a) Testicules.

L'extrait sec se dissout facilement dans le tétrachlorure en donnant une solution
jaune. Dans la colonne, le pigment jaune se fixe sur les 34 supérieurs de I'alumine pour
v rester en majeure partie pendant toute la chromatographie. Une fraction en est cepen-
dant éluée avec les quinze premiers ml de tétrachlorure. Une autre portion est recueillie
dans le tube 21.

(1) Construit par les Etablissements Chaix, 6, Avenue Milton, Nanecy.
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Quatre ml du contenu de chaque tube sont évaporés a sicecité de méme qu'une série
de témoins. Des résidus secs importants, les uns cireux, les autres blancs et consistants,
sunt notés particuliérement dans les tubes 1 et 2 ; 6, 7 et 8 ; 21 et 22. Des dépots moins
importants et constitués par de fines gouttelettes jaune orange caractérisent les tubes 12 &

1100 pO.
TESTICULES ] 1 o
- 20
L
e T
o
S |} ’_l-—L I -
HEMOLYMPHE 1 108
- 20
L ‘ l
3 H Hh
o | | H—\ ] - —-l L.
| HEPATO-PANCREAS ‘ 10¢
| 20
- 1¢ ‘
[ —{ TS RO TS NN N DU N N B | L1
ccls  |cciz+to%e]ccr +30% B[ ETHER | METHANOL

Fia. 10. — Chromatogrammes sur alumine des extrails neutres
de lesticules, d’hémolymphe et d’hépato-pancréas de
Crabes (Réaction de Zimmermann),

Dans ces conditions, 'examen du graphique montre

18. Ces observations montrent
déja que I'extrait global est heté-
rogéne et renferine des substan-
ces diversement adsorbés par
I'alumine.

Les résultats de la colorimé-
trie sont exprimés par la figure
10 a ci-contre. En abscisse sont
portés les numéros des fractions
et en ordonnée les valeurs lues
sur le tambour du photocolori-
métre pour chacune d'elles,
compte tenu de la correction
appliquée pour la coloration
propre des extraits. Ces ordon-
nées concrétisent donc l'intensité
de la coloration qui s’est déve-
loppée au cours de la réaction.
Etant donné que cette coloration
n’a pas la nuance spécifique des
17-cétostéroides, nous n’avons
pas jugé nécessaire de l’expri-
mer par rapport a des étalons de
déhydro-isoandrostérone. 11 faut
la considérer simplement com-
me le témoin de la présence de
substances réagissant avec les
réactifs employés.

— un sommet important dans les éluats de iéfrachlorure pur ;

— deux sommets moindres dans les fractions a 10 % d’6ther ;

— deux sommets importants dans les éluats 11-12 et 14-15 ;

— deux sommets considérables en 16 et 18 (éther pur) ;

— un sommet également marqué en 21 et 22.

Nous ne savons actuellement rien quant a la nature de ces substances qui sont ici
simplemenl caractérisées par leur degré d’adsorption sur l'alumine. De longues recher-
ches seront encore nécessaires pour leur identification et un réle physiologique ne pourra
leur étre attribué qu'aprés expérimentation sur le matériel vivant.
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b) Hémolymphe.

Tei encore, la totalité de l'extrait se dissout aisément dans le tétrachlorure et le pig-
ment jaune se fixe sur le centimeétre supérieur de la colonne d’alumine pour y rester
immobile jusqu’a la fraction 21 dans laquelle il est partiellement élué.

Aprés évaporation du solvant, les résidus secs sont, dans 'ensemble, moins abon-
dants qu'ils ne 'étaient avec les extraits de testicules. La colorimétrie, dont les résultats
sont exprimés par la figure 10b (page 6%) confirme cetle impression, car les clochers
observés sont moins prononcés qu'en 10 a. Le second chromatogramme se distingue aussi
du premier par 'absence d’un sommet net au niveau des fractions éther.

c) Hépato-pancréas.

En raison de I'abondance de l'extrait global obtenu, la chromatographie n'a été faite
que sur une prise d’essai de 300 mg de substance qui, dans le tétrachlorure, donne une
coloration rouge orange.

Contrairement a ce qui a été observé pour les extraits de testicules et d’hémolym-
phe, les pigments de la solution se fixent & des niveaux différents sur la colonne d’alu-
mine, montrant l'existence de plusieurs espéces chimiques. Aprés passage des premiers
millilitres de solvant, on peul observer :

— une bande A rose orange, étroite, au sommet de la colonne ;
— une bande B rose orange, placée 4 9 mm en dessous de la précédente ;
— une bande G plus nettement orange, située 16 mm sous A.

La partie inférieure de la colonne est colorée en jaune et ce pigment quitte I'alumine
deés les premiers millilitres d’éluant. Aprés passage des quinze premiers millilitres de
tétrachlorure, les bandes B et C s'étalent et se rejoignent presque. Le sommet de B se
situe alors & 18 mm sous A et le sommet G & 29 mm sous A. La bande G commence &
quitter la colonne a la fin du troisiéme tube de tétrachlorure pur, alors que B n'est
élué que dans les trois premiers millilitres du sixieme tube. Toutes les fractions suivantes
restent incolores. La bande A s'atténue progressivement tout au long de la-chromatogra-
phie, sans étre éluée dans une fraction précise.

Aprés évaporation, le premier fube renferme un dépdit 01*fmge abondant, de méme
que le tube 6. Des résidus blanchatres faibles se trouvent dans les tubes 11, 14 et 18.
Ils sont plus abondants en 21 et 22.

Le chromatogramme c de la figure 10 (page 64) concrétise les résultats de la colo-
rimétrie. Son observation montre que les substances réagissant avec le métadinitroben-
zéne sonl beaucoup moins abondantes dans 'extrait d’hépato-pancréas que dans ceux des
testicules et de I'hémolymphe. On est en particulier frappé par 'absence totale de réac-
tivité des fractions 11 a 20.

4. Conclusions.

Certains auteurs, tels D.B. Carvisig et C. G. ButLer (1956), I, G. W. Kvowies et D.
B. CARLISLE (1956) pensent, sans 'appui d’aucune preuve expérimentale, que 1’hormone
inhibitrice de la vitellogenése chez la Crevette Leander serratus est de nature stéroidique.
Ils supposent, par analogie sans doute avec les glyco- et sulfo-conjugués des stéroides
de I'urine des Vertébrés, que ces hormones sont lites & des protéines et forment ainsi
composés hydrosolubles,
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En ce qui concerne Carcinus maenas, les essais qui viennent d’éire décrits permet-
tent d'affirmer avec certitude qu'il n’existe dans les testicules, 'hémolymphe et I’hépato-
pancréas des individus d de cette espéce, aucun corps ayant une structure de 17-cétoslé-
roides. La spécifité de la réaclion de Zimmermann, dans les conditions d’extraction
utilisées, nous aulorise & é&tre formel a ce sujet. 'emploi de la technique chromatogra-
phique écarte toule possibilité d’erreur due & un masquage de la coloration caractéris-
tique par des chromogtnes étrangers. On peut donc considérer comme établi que les
hormones sexuelles & du Crabe, ou leurs métabolites, n'ont pas la structure des hormones
des Vertébrés. Elles devront donc élre recherchées dans des catégories chimiques voisines

ou, peut-étre, tout & fait différentes.

, Les chromatographies d’extraits neutres qui ont été réalisées montrent, dans I'hé-
molymphe et les testicules, la présence de plusieurs substances réagissant avec le méta-
dinitrobenzéne, substances dont certaines sont absentes des extraits d’hépato-pancréas.
Leur nature reste & définir et il faut encore rechercher si elles ont une activité biologique
quelconque. Ce ne sont la que de tout premiers pas vers lidentification des hormones
sexuelles des Invertébrés.

1I. — INJEGTIONS D’HORMONES PURES DE VERTEBRES

En marge de la recherche d’hormones de type stéroide, nous avons également voulu
savoir si l'injection d’hormones pures de Vertébrés avait un retentissement quelconque
sur la physiologie de Carcinus maenas. Nous avons donc introduit dans 'organisme des
Crabés des subslances aussi variées que les hormones gonadotropes, somatotropes, la
déhydro-isoandrostérone, l'oestradiol et méme 'hormone adrénocorticolrope (A.C.T.H.).

Des essais de ce genre ont déja été réalisés sur d’autres Invertébrés, nolamment les
Echinodermes el les Insectes, avec d’autres hormones. La bibliographie détaillée en est
donnée par P. LELu (1938). F. G. KNvowLEs et D. B. CArrisLe (1956) signalent aussi que
Padministration orale de méthyltestostérone ou d’aufres hormones androgénes de Ver-
tebrés a la Crevelte Leander serratus reproduit, chez ces animaux, les eﬁets de lhormone
1nhlb1tmce de la vitellogenése.

Bien que nos résullats soient restés négatlfs nous croyons devoir les SIgnaler et en
décrire les modalités.

A. — Hormones gonadotropes.

1. Technique.

A été utilisée une préparation injectable lyophilisée d’hormone gonadotrope du lobe
antérieur de 'hypophyse (hormone Ghoay) (1). L’hormone seche a été dissoute dans de
I'eau de mer filtrée et stérilisée, de maniére & obtenir une solution contenant 20 umtes—
rat par millilitre.

(1) Nous tenons A remercier les Laboratoires Choay, les Laboraloires Roussel et les Laboratoires Orga-
non qui nous ont aimablement fourni Ies divers échantilions d’hormenes.
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Ont été injectés huit Crabes & ef huit Crabes ¢ de 24 & 33 mm, & raison de 0,25 ml
de solution par injection. Au préalable, pour éviler toute surpression .ou un reflux de
liquide, une prise de 0,25 ml d’hémolymphe a été opérée sur chaque animal.

-

Chaque Crabe a ainsi recu une premitre dose de 5 unilés-rat, une seconde dose
identique deux jours plus tard et une troisiéme aprés un repos de huit jours. Pour ces
derniéres injections, 'hormone Choay a été remplacée par 500 U.I. d’hormone gona-
dotrope chorionique Roussel.

Un nombre égal de témoins a regu dans les mémes conditions trois injection de
0,25 ml d’eau de mer stérile.

2. Résultats.

Deux Crabes & el une femelle sont morts treize jours aprés la derniére injection
hormonale. Tous les autres ont parfaitement survécu jusqu'a la date de la dissection, soit
pendant trois semaines. Les animaux semblent donc bien supporter linjection de ces
protéines élrangéres. '

A la dissection, aucune différence de taille ou d'aspect n'a pu étre constatée entre
les testicules des méles ayant regu I'hormone gonadotrope et ceux des témoins. Toutes
ces glandes étaient pleinement fonctionnelles et leurs conduils déférents bourrés de sper-
matophores.

Chez les femelles, les constatations ont été identiques et la vitellogenese ne semble
pas avoir été influencée de maniere perceptible par les injections.

D’aprés ces essais, qui demanderaient & éire prolongés dans le temps, élendus & un
plus grand nombre d’animaux et contrdlées histologiquement, il ne semble donc pas que
les gonades de Carcinus maenas soient sensibles & I'action des gonadotrophines de Ver-
tébrés.

B. — Hormone somatotrope.

1. Technique.

Ces injections ont été faites pour déceler une action éventuelle de 'hormone soma-
tolrope sur la mue ou la préparation 4 la mue des Crabes.

- A 6té ulilisée une préparalion lyophilisée d’hormone somatotrope Choay dissoute
dans 'eau de mer stérile & raison de 20 unités-rat Evans par ml.

Huit Crabes &' et huit femelles de 28 mm environ, tous au stade de repos physiologi-
que Cy4, ont regu trois injections de 0,25 ml de solution, soit une activité de 5 unités-Evans
chacune, a des intervalles de cing & dix jours. Un nombre égal de témoins a regu des
quantités identiques d’eau de mer stérile.

2. Résultats.

Un Crabe d est mort accidentellement lors de 1'injection de la deuxiéme dose hor-
monale. Une femelle a péri quatre jours apres réception de cette deuxiéme dose. Tous
les autres animaux ont bhien vécu pendant trois semaines. Ils ont alors été disséqués.
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Aucun d'eux n'a présenté un signe quelconque de préparation a la mue et, a4 plus
forte raison, aucun n'a mué.

Il ne semble done pas, qu'adminisirée & cette dose et dans ces conditions de durée,
I'hormone somatotrope de Vertébrés puisse déclencher le processus de préparation a la
mue. Une étude plus approfondie demanderait des essais plus longs et un contrdle bio-
chimique, en particulier de P’anabolisme protidique que cette hormone a le pouvoir
d’exciter chez les Vertébrés.

C. — Hormone adrénocorticotrophe hypophysaire (A.C.T. H.).

On ne connail, chez les Crustacés, aucune glande jouant un réle analogue aux corti-
cosurrénales des Vertébrés. En soumettant Carcinus maenas a un traitement A. G.T. H,
nous avons voulu savoir si ces animaux supportaient celte substance et si elle exercait
une influence sur leur organisme.

1. Technique.

L'hormone injectée a été une préparation lyophilisée d’A.CG.T.H. Choay dissoute

dans de 'eau de mer stérile & raison de 10 U.I. pour ml, soit 10 mg.

Les détails opératoires ont été les mémes que dans les essais précédents.

2. Résultats.

Deux femelles et un male sont morts entre la premiére injection et la deuxiéme ;
un témoin a subi le méme sort. Tous les autres animaux ont bien résisté et aucun deux
n’a présenté de particularité a la dissection.

Dans ces conditions, I'hormone A.C.T.H. ne parait pas avoir une action léthale
prononcée sur Carcinus maenas, ni d’influence macroscopiquement décelable sur l'orga-
nisme de ces animaux.

D. — Hormones androgénes.

1. Technique.

Nous nous sommes servi d'une déhydro-isoandrostérone cristallisée pure. Cette hor-
mone étani pratiquement insoluble dans 'eau, nous 'avons mise en suspension dans de
leau de mer stérile et c’est sous cette forme qu’elle a été introduite dans le corps des Cra-
bes & l'aide d'une seringue ordinaire. Cette opération ne présente aucune difficulté : il suffit
d’utiliser une aiguille de lumiére suffisante et de bien agiter le contenu de la seringue
Juste avant la piqlre.

La suspension préparée renfermait 1.000 U. I. d’activité androgeéne ; elle a été admi-
nistrée aux animaux en trois injections de 25 U. L., espacées de cing et dix jours.
2. Résultats.

Sur les huit femelles injectées, une seule est morte lreize jours aprés réception de
la premiére dose. Tous les témoins ont sunvécu.
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Au bout de trois semaines, 4 la dissection, aucune anomalie dans I'état des ovaires
et des gonoductes, comparés 4 ceux des ténioins, n'a pu éfre relevée,

Remarquons que, puiscque ces essais montrenl que les Crabes supporient bien la
déhydreo-isvandrostérone, il pourrait 8tre intéressant de les renouveler en débutant sur
des Crabes impubfres. de les poursuivee pendant plusiears cveles d'infermue et de sur-
veiller le développement des caracteres sexuels externes pour y déceler une éventuelle
masculinisation.

E. — Hermones oestrogénes.

1. Technique.

Le benzoate d'oestradiol pur dont nous nous sommes servi a été injecté & raison de
0.25 ml de suspension, l'injection étant renouvelée trois fois. La suspension employée
titrait 100.000 U. 1. d'activité oestrogéne par ml el chacun des huit Crabes & de 25 mm
traités a donc recu un total de 75.000 U. 1.

2. Résultats.

Tous les animaux ont parfaitement vécu durant les trois semaines de I'expérimenta-
tion. Leur dissection n’a révélé aucune altération ou régression des testicules et des voies
génitales, ces organes paraissant fonctionnels et sans différence aucune avec ceux des
(émoins.

Cette hormone oestrogéne est donc bien supportée par les Crabes et ne parait pas
agir sur leur appareil génital.

F. — Conclusions.

Des expériences d'injections d’hormones pures de Vertéhrés au Crabe Carcinus mae-
nas montrent que ces animaux supportent sans géne sensible des doses parfois considé-
rables de ces produits. Non seulemeut ils résistent & l'introduction dans leur milieu
intérieur de protéines étrangeres (hormones gonadoltrope. somatotrope et corticotrope)
sans déclencher de réaction immunologique fatale, mais ils subissent encore sans dom-
mage apparent la présence, dans leur systtme circulatoire. de cristaux d’activités andro-
géne ou oestrogéne.

GCes constatations autoriseraient & leur faire subir un (raitement de plits longue durée
de maniére & confirmer ou a contredire 1'absence d'action de ces substances que les essais
déerits paraissent indiquer.

En effet, ancune des injections réalisées n’a provoqué de réaction macroscopiquement
perceptible de la part des organes dont on aurait pu attendre une réactivité.

Ainsi, sous réserve de vérifications ultérieures, nous inclinons & penser que les
hormones de Verlébrés ne rencontrent chez Carcinus maenas, et sans doute. chez les
Crustacés en général, qu'un terrain ot leur activité reste sans résonance.
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ITI. — INJECTIONS D'EXTRAITS DE SACCULINE
J.A&. —_— But.

L'une des hypothéses qui viennent naturellement & Vesprit quand on cherche &
expliquer l'action féminisante de la Sacculine sur les Crabes d, est celle qui consiste a
supposer que le parasite émet dans 'hémolymphe de son hote, par diffusion au travers
des parois de ses racines, une ou plusieurs substances avant, par voice directe ou indirecte,
un potentiel {éminisant.

Il a déja été signalé que c’est sans doute cette idée qui a suscité les travaux de R.
Levy (1923), lesquels tendent & mettre en évidence de telles substances chez la Sacculine.
Plus récemment, elle a été reprise en partie par E. G. REINHARD et Th. von Branp (1944)
qui n’excluent pas que les troubles métaboliques observés chez les Crustacés parasités
par des Rhizocéphales soient dus a 1'émission par ceux-ci de substances plus ou moins
toxiques, véhiculées par I'hémolymphe des hdtes. Ces auteurs s’étonnent méme que d’au-
tres recherches n’aient pas été faites dans cette voie.

Pensant d’une part que, si réellement la Sacculine synthétisait de tels produits hor-
monaux ou toxiques, ceux-ci devraient pouvoir se retrouver dans les extraits de ces
animaux ; raisopnant, d’autre part, un peu par analogie avec les Vertébrés en supposant
que, si des hormones sexuelles existent chez les Crabes, elles ont quelque chance d'tre
chimiquement voisines des stéroides et des lipides : admettant enfin que la toxicité des
extraits préparés par R. LEVY pouvait étre due & des protéines nocives ou dégradées, nous
avons recherché la réaction des Crabes & des injections d’extraits lipidiques de sacs vis-
céraux de Sacculine.

Ces essais ont été complétés par des injections de sérum de Crabes sacculinés et en
nourrissant d’autres sujets uniquement avec des sacs viscéraux.

B. — Préparation de Pextrait.

Soixante et un sacs viscéraux de Sacculines bien vivantes et d'une largeur movenne
de 15 mm ont été homogénéisés dans un appareil Turmix avec 100 ml d’eau de mer
stérile. La suspension obtenue a été centrifugée pendant cing minutes & 6.000 tours/mi-
nute. Tl en est résulté, dans les tubes & centrifugation, un gAteau superficiel consistant,
une phase liquide et laiteuse intermédiaire et, au fond, un culot solide. Le gateau super-
ficiel a été recueilli par découpage et dissout dans 10 ml d’éther sulfurique ol il est
parfaitement soluble. La solution obtenue a été lavée trois fois dans une ampoule a
décanter avee 10 m! d’ean physiologique. Par évaporation, I'épiphase jaune a laissé un
extrait cireux jaune orange Ei.

La phase liquide intermédiaire a é{é chauffée & 100° (: au bain-marie & Pébullition.
Il en est résulté une prise en masse due & la précipitation des protéines La centrifuga-
tion de ce coagulum a fourni un liquide L jaune clair et limpide, ainsi qu'un culot de
protéines dont les extractions & I'éther donnent un faible résidu E. de teinte jaunatre.

Finalement, le culot de centrifugation du broyat total des sacs viscéraux a 64 remis
en suspension et centrifugé trois fois dans 10 ml d’alcool absolu. La solution alcoolique
jaune pale qui en est résultée a laissé, aprés évaporation sous pression réduite, un
extrait sec Eg.
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L'ensemble des extraits E,, By et E; a éi¢é émulsionné par agitation prolongée dans
le liquide L et c’est cette émulsion qui a été injectée aux Grahes

C. — Les injections.

Elles ont 6té faites a 'aide de micropipetles en verre, trés fines et jaugées au mercure
de 0,2 a4 0.3 ml. Les animaux ont #té piqués A Particulation basale des pattes locomo-
trices. endroit cqui semble le plus propice & de telles opérations.

Pour de (els essais et bien que les injections en aient été rendues plus délicates, il
convenait de choisir des Crabes & jeunes, impubéres el 4 cycle d’'intermue assez court. Nous
avons done travaillé sur un lot de trente-deux individus dé 9 4 13 mm de long. Ceux
d’entre eux qui ne mesuraient que 9 ou 10 mm ont re¢u des doses de 0,2 m) d"e’mulswn ;
aux autres, nous avons injectd 0,3 ml.

D. — Résultats.

Vingt-frois Crabes sont morts dans un délai de un & cing jours aprés l'injection.
D’apres la réaction des témoins injectés a Peau de mer stérile dont deux seulement ont
pévi. il est peu probahle que ces morts soient dues & un traumatismie.

Parmi les neuf survivants, cing ont mué normalement an bout d'un délai suffisant
pour que d'éventuelles hormones aient eu le temps d’exercer leur action. Sur aucun de
ces animaux n'a été constaté une quelconque modification des caractéres sexuels exter-
nes. ’

- INJECTIONS DE SERUM DE CRABES SACCULINES

Si la Sacculine excréte une substance active dans Vorganisme de son hoéte, cette
substance sera véhiculée par 1'hémolymphe.

3

Pour essayer de mettre en évidence une telle activité, nous avons injecté & quatorze
Trabes & de 12 4 14 mm, des doses de 0,2 & 0,3 ml de sérum prélevé sur des donneurs
de grande taille, porteurs de grosses Sacculines externes et fortement féminisés. Six
d’entre eux ont péri dans les cing jours. mais parmi les huit aulres, six ont mué nor-
malement dans des délais variables. Aucun des animaux avant fait son exuviation n'a
manifesté de transformation des caracteres sexuels externes.

V. — ALIMENTATION DE CRABES AVEC DES SACCULINES

En thérapeutique humaine, certaines hormones peuvent é&fre absorbées par voie
digestive. II suffit pour cela que leur struclure ne soit pas altérée lors du passage au
travers de la paroi intestinale.

Nous avons admis qu'il pouvait en étre de méme chez les Crustacés et c'est pour-
quoi, pendant un mois, seize Crabes & de 9 a 12 mm ont éé nourris exclusivement
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avec des sacs viscéraux frais de Sacculine. Il est curieux de constater & quel point les
animaux sont friands d'une telle nourriture sur laquelle ils se précipitent pour la déchi-
queter. Ce régime semble d’ailleurs leur convenir car, au terme d'un mois d’élevage, trois
d’entre eux seulement sont morts, dont deux & la suite de mues anormales. Parmi les
treize survivants, cinq ont mué sans difficulté, mais ici encore aucun signe de fémini-
sation n'a pu élre enregistré.

VI. — Conclusions.

Ces essais, bien qu'incomplets par suite de la durée restreinte pendant laquelle ils
ont pu &re poursuivis en Station biologique, ont néanmoins montré que, ni les extraits
lipidiques de sacs viscéraux, ni le sérum de Crabes sacculinés, ni une alimentation &
base exclusive de sacs viscéraux, n’exercent une influence féminisante sur les Crabes J,
du moins & la premiére mue qui suit I'un ou l'autre de ces traitements. En serait-il de
méme si cetle expérimentation était poursuivie pendant plusieurs cycles d’intermue ?
Seules de nouvelles recherches pourront donner une réponse définitive.

En ce qui concerne la toxicité des extraits de Sacculines, il semble qu'effectivement
ces liquides, méme déprotéinés, aient une action nocive sur les Crabes el, dans ce
domaine, nos conclusions rejoignent celles de R. LEvy.



GHAPITRE IV

ETUDE DES ACIDES-AMINES DE L'HEMOLYMPHE
DE CARCINUS MAENAS

PAR CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER

I. — GENERALITES

Parmi les Arthropodes. c’est surtout dans la classe des Insectes qu'ont été étudiés
les acides-aminés. Leur forte concentration dans le plasma sanguin de ces animaux est
méme devenu un caractére biochimique systématique.

Mais il existe aussi une série de travaux dont le but a été d'inventorier les acides-
aminés libres de divers groupes d'Invertébrés. Parmi les plus récents, citons ceux de
M. N. CamieN et Coll. (1951), G. DucHATEAU et M. FrorkiN (1954), M. F. Grorpano et Coll.
(1950). Les méthodes microbiologiques employées par ces auteur sont permis, notamment
a M. N. CamIEN et & ses collaborateurs, de déceler la présence de fortes concentrations de
glycine dans les muscles de Homarus vulgaris et de Maia squinado. Les constituants non
protéiques du Homard ont été étudiés par W. O. Kervack, H. Tegs et J.D. Woop (1955) ;
ils se sont révélés formés par une fraction importante d’azote e-aminé. Derniéres en date
sont les recherches de J. W Smpson, K. ALieN et J. Awapara (1959) qui explorent par
chromatographie sur papier et sur colonne la composition en acides aminés libres de
irés nombreux animaux aquatiques, donl certains Crustacés.

En ce qui concerne 'existence de ces molécules organiques fondamentales chez Car-
cinus maenas en particulier, on trouvera certaines données dans les travaux de H.
DeELAUNAY (1934), M. FLORKIN et G. Frarpez (1940), A. DrizHON et R. G. Busner (1950).

Ces deux derniers auteurs ont utilisé la chromatographie sur papier pour faire l'in-
ventaire des acides-aminés libres de I'hypoderme dorsal et ventral de Crustacés de types
pigmentaires différents. Chez les Crustacés amélanine, dont fait partie Carcinus maenas,
ils ont identifié¢ les acides-aminés suivants, classés par ordre de concentration décroissan-
te : glycocolle, alanine, valine, tyrosine, acide glutamique, acide aspartique, leucine,
histidine, proline. ‘ ‘ ’
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De notre coté, 'importance des acides-aminés dans la syntheése et la dégradation
des polypeptides et protéines dont ils sont les chainons, la part qu'ils peuvent donc
avoir dans l'anabolisme et le catabolisme d’éventueclles hormones de nature protéique,
nous ont incité a rechercher ces substances dans le liquide cavitaire de l'animal qui
nous occupe,.afin de pouvoir comparer sous cet angle les individus normaux et saccu-
linés.

Du point de vue méthodologique, la chromatographie sur papier s’inmiposait par la
possibilité qu'elle offre de travailler sur de trés faibles quantités de sérum, donc de {raiter
les animaux individuellement, sans recourir a des pools d’hémolymphe.

Nous envisagerons successivement les modalités techniques choisies et les résul-
tats obtenus.

II. — TECHNIQUES DE. CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER

La méthode utilisée est celle de P. Bounaneer et G. BisErte (1949) pour le sérum
humain.

A. — Principe.

Il consiste & dissoudre les acides-aminés libres du liquide a éludier dans I'acétone
chlorhydrique qui a I'avantage de précipiter les protéines sans dissoudre les sels miné-
raux, ces derniers étant toujours génants pour la migration sur le papier. Lextrail
obtenu esl ensuite délipidé a 1'éther et le résidu sec des acides-aminés repris par un
peu d’eau chlorhydrique. Il peut alors étre chromatographié en nne ou deux dimensions.

Dans la pratique, nous avons procédé comme suit :

B. — Prélévement.

Deux ml d’hémolymphe sont aspirés & la seringue chez des Crabes de grande taille,
puis centrifugés pendant dix minutes a 6.000 tours/minute en tube conique.

C. — Dessiccation.

Le sérum ainsi obtenu est desséehé sous vide. en présence de chlorure de calcium,
4 tempéralure ambiante, dans un récipient & fond plat. Te r-esldu sec a une teinte noir
Verdatt‘e et Deut sc conserver a la glaciére.

D. — Extraction des acides-aminés.

Le vésidu sec est finement pulvérisé dans son recipient avec un agitateur en verre.
I est additionné de 10 ml d’acétone chlorhydrique (1 ml HCl 10 N 4 400 ml acétone
RP) ;' le mélange est agité pendant plusieurs minutes. On recouvre ensuitle d’'un couver-
cle étanche et on laisse séjourner pendant deux heures & la température du laboratoire,
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puis on transvase quantltatwement dans un tube a centrifuger. Aprés une centrifu-
gation de dix minutes a 6.000 tours/mmute le surnageant est recueilli par fractions de
6 ml dans un tube cylindrique 4 fond plat de 45 X 60 mm. Il est ensuite P\‘apore a
P'étuve 4 37° C. Le culot de centrifugation est encore remis deux fois en suc.penslon et
extrait dans des conditions identiques. Les fractions acétoniques sont ajoutées a la pre-
miere et évaporées & leur tour.

E. — Délipidation.

Les résidus secs des exfraits acetoniques sont redissous dans 0,5 ml d’eau distillée.
On procéde ensuite a trois extractions conséeutives a V’éther sulfurique, dans le tube
méme. L'éther est chaque fois éliminé, d’abord par décantation. puis par aspiration avec
des bandeleties de papier filtre. L'hypophase aqueuse est finalement évaporée sous pres-
sion réduite, & température ambiante, pendant vingt-quatre heures. Le résidu sec qui
subsiste renferme les acides-aminés dégraissés du sérum de Crabe, accompagnés d'un
mininmum de sels. Il peut &tre repris par nne quantité minime d'ean distillée légérement
acide, pour la chromatographie.

F. — Chremategraphie en une dimension.

Elle a surtout été pratiquée pour des essais préliminaires de concentration devant
servir & déterminer la quantité d’exirait & déposer sur le papier.

Le résidu sec proven'\nt de 2 ml de sérum a été repris par 200 microlitres d'eau
chlorhydrique, ce qui permet, en tenant compte des pertes inhérentes & I'emploi de la
pipette, de faire deux dépdis de 60 microlitres, un de 40 microlitres et un de 20 micro-
litres. Pour limiter I'extension des taches par capillarité, les dépdts sont faits en plusieurs
fois et un radiateur soufflant, placé sous le papier filtre, évapore I'eau rapidement.

Les chromatographies ont été réalisées en marche descendante, en phase phénol et
atmosphére ammoniacale, avec adjonction d/une pincée de cvanure de potassium. Aprés
un développemert de quarante-huit heures. le papier est séché dans Ie foehn d'un radia-
teur soufflant, puis révélé par pulvérisation d’'une solution de ninhydrine a- 045 %
dans le butanol. Un second séchage & chaud fait apparaitre les acides-aminés sous forme
de taches généralement violacées.

Ces essais ont montré que, dans les condilions d’expérience choisies. le dépot de
60 microlilres donne les meilleurs résultats. Les spots obtenus sont néanmoins un pen
faibles et dans toutes les chromatographies ultérieures, nous sommes parti de 2 ml
d’hémolymphe dont Te résidu sec des acides-aminés a été repris par 100 microlitres d’eau,
avec dépdt de 40 microlitres pour les chromntographies unidimensionnelles et 80 micro-
litres pour les chromatographies en deux dimensions.

G. — Chrematographie en deux dimensions.

La premiére migration est réalisée en phénol saturé d'eau (4/1), en atmosphére humi-
de saturée de phénol et toujours en présence d’ammoniaque (14 ml NH,OH RP pour 100
ml d'eau saturée de phénol) et de cyanure, pendant vingt heures, & 20°.C.
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Aprés séchage, un second déplacement est obtenu par le bulanol acétique préparé
par agitation de quatre volumes de butanol avee un volume d'acide acétique pur et
cing volumes d’eau. La phase butanol sert de solvanl el la phase aqueuse est deslinée a
la saturation de la cuve. La durde de la séparation esl de quarante-huil heures.

Ici encore, la révélation des acides-aminés est faite 4 la ninhydrine et leur identi-
fication par comparaison avec des chromatogrammes de mélanges connus d’acides-amings
purs.

III. — RESULTATS

A. — Acides-aminés libres du sérum.

Plusieurs chromatographies bidimensionnelles onl 6té failes & partir de sérams de
Crabes d et ? indemnes ou sacculinés.

Les cartes d’acides-aminés obtenues sont sensiblement les mémes pour ces diffé-
rents groupes. Les quelques dissemblan-
os BUTANOL ACETIQUE ces minies qui ont pu étre observées
n'ont pas paru significatives.

La figure 11 ci-contre représente
le chromatogramme {ype d'un Crabe &
de 45 mm, au stade Cy de son intermue
et non parasité. On y distingue les ta-
ches correspondant a 7 acides-aminés
connus. Ce sont : l'acide aspartique,
lacide glutamique, le glycocolle, la
tyrosine, la valine, la proline et l'argi-

GLYCOCOLLE nine. Ces résultats ressemblent & ceux

de A. DriLHON el R.G. BUSNEL pour
Phypoderme, mais ces auteurs ont iden-

tifié 'alanine, I'histidine, la leucine en
O TYROSINE plus et I'arginine en moins. Nous igno-
rons jusqu'é présent si ces différences
sont dues a des modalités techniques
O VALINE ou si elles correspondent & des spécifi-
citées d'organes.

AC. ASPARTIQUE

O AC.GLUTAMIOUE

O

NOH-E€HN - TON3Hd4

O PROLINE '
O ' On ne manquera pas de remarquer
ARGININE aussi que les acides-aminés libres sont
moins nombreux dans le milieu inté-
rieur du Crabe que dans le sang humain
) ou P. BOULANGER en dénombre au moins
Fia. 11. — Chromatogramme bidimensionnel des acides- "y °
aminés libres de 'hémolymphe d'un Crabe &\ treize.

Les males sacculinés fournissent des chromatogrammes semblables & ceux de leurs
homologues indemnes. Il en est de méme pour les femelles sacculinées chez lesquelles
on ne releve aucun indice permettant de les distinguer des calégories précédentes.
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En définitive, il ne semble donc pas que le parasitisme du Crabe par la Sacculine
altére qualitativement la composition en acides-aminés libres de ’hémolymphe de I'hote.
Existe-1-il une telle perturbation du point de wvue quantitatif ? Nous n’avons encore
entrepris aucune recherche a ce sujet.

B. —— Acides-aminés des hydrolysats de sérum.

L’hydrolyse chlorhydrique du sérum de Crahe provoque la dissociation des poly-
peptides et protéines de celui-ci en leurs acides-aminés élémentaires qui s'ajoutent alors
aux acides-aminés préexistants.

Nous avons recherché si, par une telle intervention, il était possible de découvrir
une différence suivant le sexe et la présence ou l'absence de la Sacculine.

Les hydrolyses ont été effectuées chaque fois sur un ml de sérum par ébullition
gsous reflux pendant vingt heures dans un appareil pour microkumagava, en présence de
20 ml d'HC1 6 N. Les hydrol\’sats séchés
sous vide a température ambiante ont
fourni des résidus secs sur lesquels les

extractions ont été faites conformément | BUTANOL ACETIQUE
& la technique décrite pour les acides-
aminés libres. AC. ASPARTIQUE
O ;

Des chromatographies bidimension- AC. GLUTAMIGUE z
nelles en phénol-butanol acétique ont ’ v
mis en évidence les acides-aminés sui- SERINE E
vants : acide aspartique, acide gluta- LveocoLLe .
mique, sérine, glycocolle, thréonine, ¢
alanine, tyrosine, histidine, lysine, THREONNE
arginine, proline, valine, leucine et iso- .
leucine. Les chromatogrammes compor- LANINE
taient en outre deux taches que nous "“‘”’”E
n’avons pu identifier. L'une est voisine YALINE
de la tyrosine et l'autre proche de OH'ST'D'NE
I'arginine. La figure 42 ci-contre repro- ", PROLINE LEUTINE
duil un tel chromatogramme obtenu &
partic d'un male indemne de 43 mm. LYSINE

ISOLEUCINE

On constate que la gamme des ARGININE
acides-aminés ainsi décelés est beaucoup
plus compléte que celle des acides-
aminés libres. Mais ici encore, aucune

différence qualilative indiscutable n’a

pu étre _nOt'ee e.nhe males et fem'?ll‘?s’ Fie. 12. — Chromatogramme bidimensionnel des acides-
entre animaux indemnes et sacculinés. aminés d'un hydrolysat de sérum de Crabe &.
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IV. — CONCLUSION

Létude qui vient d'étre déveioppée a permis de metire au point les modalités tech-
niques de l'analyse par chromatographie sur papier des acides-aminés de I'hémolymphe
de Carcinus maenas.

Elle a dressé un inventaire provisoire de ces substances existant a I'état libre dang
le sérum de ces animaux, ainsi que de celles qui peuvenl étre libérées par I’hydrolyse
des protéines et polypeplides propres a ce milieu. Dans les limites de ce cadre, aucune
différence qualitative n’a pu élre enregistrée, ni entre les sexes, ni entre les Crabes nor-
maux et sacculinés. I ne semble donc pas que Paclion du parasite Rhizocéphale se
répercute sur le métabolisme de ces substances et il est probable que ce n'est pas par
leur intermédiaire que s’exerce son influence féminisante.

Des recherches du méme genre pourraient et mériteraient d'étre étendues aux diffé-
rents organes du Crabe, en parliculier a son systtme glandulaire.



CHAPITRE V

ETUDE DES PROTEINES
DU SERUM DE CARCINUS MAENAS

PAR ELECTROPHORESE

I. — GENERALITES

A. — Introduction.

Sans vouloir eétablir une hiérarchie toujours discutable enfre les substances cons-
titnantes de la matiére vivante, on peut néanmoins dire que les protéines y jouent un
role fondamental.

Certaines d'entre elles représentent des matériaux de construction et servent plus
ou moins passivement a 'édification des unités de base que sont les cellules. Faire leur
inventaire & ce niveau ou dans les voies qu'elles empruntent pour arriver a destination
est déja du plus grand intérét.

Mais parmi elles, il en est aussi qui interviennent plus directement encore dans les
phénomeénes vitaux pour leur imprimer un sceau distinctif. Ce sont les enzymes et les
hormones. La connaissance de leur nature, de leurs particularités structurales, de leur
mode d’action, est indispensable & la compréhension de nombreux processus physiolo-
giques.

Le fait que, chez 'Homme et les Vertébrés supérieurs, les hormones gonadotropes et
somatotrope soient de nature ou aient an moins un support protéique, nous a amené &
accorder une attention toute particuliére & ce groupe de substances dans 'hémolymphe
de Carcinus maenas. Notre tiche a été beaucoup facilitée par I'essor considérable qu’ont
pris ces derniéres années les méthodes d'investigation de ce domaine, notamment celles
qui font l'objet de ce chapitre et dans lerquelles nous nous sommes spécialisé : les
méthodes éleetrophorétiques.
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Si. au risque d’étre long, nous serons amenés a nous attarder sur les détails tech-
niques, c'est que nous eslimons que ces méthodes si élégantes et efficaces ne sont pas
agsez connues des Naturalistes, alors que leur application aisée pourrait donner des
vésultats remarquables dans la pluparl des groupes du Régne animal.

Dans cet esprit, nous croyons utile de rappeler d'abord le principe de 1'électropho-
rise,

Nous passerons ensuite en revue les rares travaux qui ont étudié 'hémolymphe des
Crustacés par cette méthode et nous pourrons alors déerire les multiples applications que
nous en avons fait pour la premiére fois au milieu intérieur du Crabe indemne ou
sacculing,

B. — Principe de I'électrophorése.

L’électrophortse est le déplacement de particules chargées électriquement, en solu-
tion ou en suspension dans un liquide, sous l'action dun champ électrique.

‘Le phénoméne concerne en particulier les molécules proléiques dont on sait qu'elles
sont des ¢difices complexes d’acides-aminés unis entre eux par des liaisons peptidiques.
Certains des groupements fonctionnels restés libres (NH,, GOOH... etc..) subissent en
solution une dissociation électrolytique progressive qui dépend du pH du milieu. Lorsque
celui-ci est acide, la dissociation des groupes acides diminue et la charge de la molécule
devient positive par suite d'une prédominance d’ions basiques. En solution basique, c’est
Iinverse qui se produit. De plus, pour un pH déterminé et caracléristique de chaque
protéine appelé point isoélectrique, les charges positives et négatives s'équilibrent et la
molécule devient électriquement neutre.

Lorsque donc une pariicule protéique en solution dans un milieu de pH autre que
son point isoélectrique est soumise & l'action d'un champ électrique, elle se dirige vers
la cathode si sa charge est positive, vers 1'anode si elle est négative. Ce déplacement est
fonction, entre autres, de la charge de la molécule et il permet de séparer un mélange
de protéines de charges différentes en le mettant en solulion dans un milieu tamponné
soumis & un champ électrique.

Les conditions idéales de ce déplacement sont réalisées lorsqu’il peut se faire en
phase liquide. Elles sont obtenues dans la technique originale de A. TisELius (1937) qui
utilise une cellule de verre en U, & faces plan-paralléles, au fond de laquelle est déposé
le mélange a analyser. Celui-ci est recouvert, dans chaque branche, dune solution-tam-
pon dans laquelle plongent les électrodes. La réalisation pratique de ce dispositif se
heurte toutefois & des difficultés considérables et demande un appareillage volumineux
et onéreux. Pour y remédier, des efforts ont été faits dans deux directions différentes.
D’une part, on a cherché & diminuer la taille des cellules de TiseLius tout en simplifiant
le dispositif oplique. 1l en est résulté des appareils & microélectrophorése en veine liquide,
dont 'appareil Kern dans lequel nous avons fait quelques essais que nous ne citons que
pour mémoire. D'autre part, on s'est efforcé d’immobiliser partiellement I’électrolyte au
sein dé supports solides tels que.le papier, la gélose, le gel d’amidon, Ces variantes sont
trés favorables a 1'étude de liquides ou @’organes provenant de petits animaux, car elles
ne nécessitent que des quantités minimes de matiére, de 'ordre du microlitre quelquefois,
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ce qui permet de faire plusieurs analyses consécutives sur un méme individu sans trop
le perturber. donc de le suivre pendant un certain (emps dans son évolution physiolo-
gique.

=]

, pour étudier les protéines de 'hémolymphe de Carcinus maenas, nous n'avons
fait que quelques essais a titre comparatif par microélectrophorése libre, technique qui,
malgré ses simplificalions, se préte assez peu avx analyses en gl‘lnfles séries, nous avous,
par contre, exploité a fond les ressources Jdes méthodes sur papier, en gélose et en gel
d'amidon.

Avant de décrire en détail ces différentes techniques et d’en examiner les résultats,
dressons un rapide bilan des travaux antérieurs.

C. — Travaux antérieurs.

Avant de passer en revue les quelques travaux qui ont utilisé I'éleclrophorése comme
moyen d'investigation des protéines de Crustacés, rappelons en bref ceux — toul aussi
peu nombreux — qui se sont intéressés a la protéinémie générale de ces animaux.

Sans nous attarder & évoquer quelques observations trés anciennes qui n’ont qu'un
intérét historique et pour lesquelles on trouvera une bibliographie détaillée chez A.
DRrILHON (1933), mentionnons en premier deux travaux, dailleurs similaires de A. Dam-
BOVICEANU (1929, 1932) concernant les constantes physico-chimiques du liquide cavitaire
des Grustaciés Décapodes. Nous n'en retiendrons que les données en rapport avec nos pro-
pres recherches et concernant plus spécialement Carcinus maenas.

Ces travaux représentent une premiére tentative de fractionnement des divers com-
posanls protéiques du milieu intérieur du Crabe. Par des procédés physico-chimigques
variés (échauffement, dialyse prolongée, relargage par des sels minéraux) les protéines
totales, qualifiées « d’albumines totales coagulables par la chaleur » sont séparées en
hémecyanines, globulines, pseudo-globulines et fibrinogéne. Ce fractionnement s'accom-
pagne d'analyses pondérales pour chaque catégorie de protéines et d’'une comparaison
d% valeurs obtenues dans différents états plysiologiques ou patlmlmiques des sujets.

En particulier, Iauteur étudie Pimportance des diverses fractions & I'approche de la.mue
et dans le cas des Crabes saceulinés. Ses chiffres renferment d'intéressants renselgnements
qu'il a emis de souligner. Pour les faire ressorliv, nous avons calculé pour chaque groupe
de proléines, le coefficient d’augmentation relalif a {el ou lel état. Par exemple, en ce
qui eoncerne la mue, nous avons calculé ces coefficients en établissant le rapport

Protéines chez Uanimul proche de la mue.

Protéines ches Uanimal éloigné de la mue.

Dans le cas cité, ces rapports sont. chez les individus normaux

—- Albumines tolales coagulables par la chaleur ............ 2,40
— ‘Hémoeyanine . ....... ... T A )
— Globulines ............... e e 422
— Pseudo-globulines ................. R, e 6,87

—- Fibrinogéne ......... .. . i il e 1,40
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Ces coefficients montrent bien 'hélérogénéité des diftérentes protéines de I'hémolym-
phe et leur sensibilité inégale au bouleversement physiologicque que représente la mue.
Il devient évident que celle-ci n’agit pas seulement par un mécanisme de déshydratation
avec augmentation uniforme de la conceniration de toules les protéines, mais aussi par
une stimulation sélective de la synthése de certaines d’entre elles, en l'occurrence des
globulines et des pseudo-globulines.

Sans citer tous les coefficients qui ont été calculés — il esl aisé de les retrouver
d’aprés les données originales — nous nous contenlerons de signaler les principales

conclusions qui en découlent

1o La teneur en protéines de toules catégories augmente chez les Crabes normaux &
I'approche de la mue. Cette augmentation affecte tout particuliéremenl les globulines et
pseudo-globulines qui paraissent donc jouer un rdle important dans ce phénomene.

2v Les Crabes sacculinés éloignés de la mue ont, pour loules les catégories de protéi-
nes, un tanx supérieur & celui de leurs homologues indemnes. Cette augmentation est
plus marquée pour les globulines el pseudo-globulines ; elle correspondrait & une stimu-
lation préférentielle de la synthése de ces substances ou a leur accumulation. Nous
verrons par la suite que nos propres résultats ne confirment pas ces observations.

3° Les Crabes parasités voisins de la mue ont, pour toutes les fractions, un taux
supérieur & celui de leurs homologues normaux. Cette différence pourrait étre interpré-
tée comme la résultante dune stimulation de synthése par la Sacculine d'une part, et de
la préparation & la mue d’antre part.

%o L’augmentation des globulines, des pseudo-globulines chez les Crabes sacculinés
voisins de la mue par rapport a ceux qui en sont éloignés est relativement moins
importanle que celle qui sépare les deux catégories homologues de Crabes normaux.

50 Les Crabes ayant perdu leur parasite et éloignés de la mue voient toutes leurs
fractions protéiques augmentées par rapport aux animaux homologues des deux groupes
précédents, exception faite de I'hémocyanine qui a considérablement diminué. Aucune
interprétation de ce dernier fait ne peut étre donnée. L’accroissement des autres frac-
tions peut s'expliquer par une excitation de synthése provoquée par la Sacculine, syn-
thése qui ne lrouve plus de déhouché dans la croissance et le métabolisme du parasite
qui a disparu.

6° Les Crabes ayant perdu leur Sacculine et voising de la mue sont plus riches en
toutes calégories de protéines que les homologues des deux autres groupes. sauf en ce
ce qui concerne 'hémocyanine et le fibrinogéne.

Ces quelques conclusions qu'inspirent les résultats expérimentaux de A. DAMBOVI-
cEANUS suffisent & montrer que, malgré certaines imprécisions et un manque d’interpré-
tation, les recherches de cet auteur représentent une premieére, mais appréciable conlri-
bution & la connaissance des protéines de 'hémolymphe de Carcinus maenas.

En 1935, A. DritaoN fait une étude analogue de I’'hémolymphe de Maic squinado
Risso. Il faut en retenir I'observation d'une chule considérable du laux protéique de ce
Crustacé au moment de la mue, ainsi que sa reconstitulion dans des délais si courts
qu'ils paraissent invraisemblables.
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Quelques années plus tard, G. Teissier (1938), G. TrssiEr et A. VEILLET (1939), P.
DracH et G. Trissigr (1939) évaluent la protéinémie de Maia squinado par réfractométrie
et attirent lattention & la fois sur les fortes variations individuelles et la chute consi-
dérable du taux des protéines au moment de la mue et dans les semaines qui suivent.
Sur ce dernier point, ils sont en contradiction formelle avec A. DRILHON car, d’apreés eux,
la reconstitution du stock protéique ne se fait qu’au bout de plusieurs semaines.

Citons encore les recherches de P. DracH et M. Larox (1942), L. Rexaup (1949), C. A.
LeoNe (1953) qui concernent également les variations cycliques du métabolisme de
l'azote et des protéines durant le cycle d'intermue.

En 1952, H.J. A. Kocu étudie I'action de I'ablation des pédoncules oculaires sur les
protéines du Crabe chinois. K. A. NemwanD et B.T. ScuEEr (1953) s’attachent a I’étude du
méme phénomeéne chez des animaux en inanition et trouvent des différences entre méles
et femelles. '

En 1955, A. E. NEEDHAM recherche l'action des traumatismes sur Pexcrétion de I'azote
chez Carcinus maenas.

La méme année, D.F. Travis dose les protéines de Panulirus argus Latreille par
microkjeldahl et constate que, chez cette espéce, elles augmentent avant la mue, dimi-
nuent fortement aprés, pour redevenir subnormales dés le troisitme jour post-ecdysial.
D’aprés cet auteur, I'aceroissement constaté avant la mue n’est pas dit & une simple dés-
hydratation, mais correspond bien & une augmentation réelle par suite de la résorption
du matériel organique de la carapace, ce qui permet la synthese de nouvelles protéines,
méme en 'absence de toute alimentation. Ces protéines contribueraient & la formation des
couches pre- et post-exuviales de l'exosquelete.

EFnfin, citons pour mémoire un travail trés récent de B.T. ScHEer (1959) dont les
bases expérimentales paraissent fort discutables.

Aprés ce rappel des recherches générales concernant la protéinémie, examinons
maintenant celles qui se sont plus spécialement consacrées a I'électrophoreése.

Bien que la technique de Tiserivs date de 1937, elle n’a été appliquée aux Crustacés
qu'a des dates beaucoup plus récentes.

Aucun travail n’a encore élé consacré & Pétude électrophorétique de I’hémolymphe
de Carcinus maenas, mais il en existe plusieurs relalifs au milien intérieur d’aulres
Décapodes. o

En 1945, A. Tywer el C.B. METz étudient, par ceile méthode, les hétéro-agglutinines
du sérum de Panulirus interruptus Randall. Ils constatent que le sérum de cette Lan-
gouste américaine a un pouvoir agglulinant sur les spermatozoides et les globules san-
guins de la plupart des Invertébrés et des Vertéhrés ei que cetle propriété est supportée
par au moins 10 hétéro-agglutinines spécifiques. Celies-ci sont thermolabiles, non dialy-
sables, inactivées par les ultra-violets el trés probablement de nature protéique. Pour en
préciser les caractéristiques, les auteurs soumeltent le sérum de Panulirus a des électro-
phoréses en appareil de TISELiUs, aprés dialyse & froid pendant quarante-huil heures,
contre un {ampon au véronal. Les électrophorégrammes ainsi obtenus mettent.en éviden-
ce un clocher principal di & I'hémocyanine, suivi d’un clocher secondaire (o) beaucoup
plus faible et de deux autres fraclions minimes qui ne sont visibles qu'aprés 82 minutes
de passage du courant. De plus, il exisle une fraction stalionnaire (8 ou ¢ suivant la
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branche de la cetlule qui représente sans deute des protéines ou d'aulres substances
dont le point isodlectrique correspond au pH du tampon choisi. Finalement, dans la bran-
che descendante, on note la présence d’une fraction supplémentaire pour laquelle les
auteurs ne voient aucune explication.

De ces fails, nous pouvons relenir que, dans le sérum de Langousle, I'éleclrophorese
en veine liquide met en évidence une ou peut-élre trois fractions protéiques différentes
de 'hémocyanine ; que ces fractions mineures représentent, si 'on se base sur les sur-
faces comparées de leurs clochers, environ 2 & 3 % de I'hémocyanine. Aprés prolon-
gation de Déleclrophorése. on a pu prélever ces composants supplémentaires dans
Pappareil, sans aucune contamination par I'hénmiocyanine. Des essais ultérieurs ont aussi
montré que ces fractions senles supportent I'activité héléro-agglutinante, a I'exclusion
de I'hémocyanine qui en est lotalement dépourvue. Enfin, 'ullracentrifugation a 120.000
g a montré que ces molécules sont du méme ordre de grandeur que celles de I'hémocya-
nine.

Dans un second travail contemporain du précédent, A, TYLER ¢f B.T. SGHEER (1945}
abordent la méme question sous un angle plus restreinl en faisant uniquement I'étude
éleclrophorétique des fractions & pouvoir agelutinanl, ceci aprés une premiere séparation
de I'hémocyanine par dialyse contre un tampon acétale & pH 4.5. Ils ont en effet constaté
qu'au début de cette dialyse, entre pH 5 et 4.8, il ne se forme qu’'un léger précipité blanc
ou jaune, indemne de loute hémocyanine el suppartant & lui seul le peuvoir hétéro-
agglutinant. G’est dans ce matériel redissons, reprécipité et vedialysé contre un tampon
véronal (pH 7.7) qu'une électrophorése de 59 minules met en évidence un composant
rapide (F) et un aulre plus lent (S). le dernier étant environ eing fois plus important
que le premier et seul & supporter lactivité agglutinante.

Ces expériences ne représentent qu'une partie d’un travail plus étendu orienté vers
des problémes immunologiques. En ce qui concerne nolre sujel, elles établissent que

— I'hémocyanine n'est pas le seul composant protéique du Homard el probablement
des Crustacés en général, ce qui, jusqu'alors, n'était pas admis par tous les spé-
cialistes ;

— ces protéines non hémocyaniques comportent sans doute des sous-fractions ;

— leur ensemble représente environ 2 a 3 % des protéines totales du sérum.

En 1954, F.J. JouBert, dans le cadre d'une étude physico-chimique de I'hémocya-
nine de la Langousle Jasus lalandii, soumet cetle substance a des électrophoréses selon
Tisevius. L’hémolymphe fraiche est d’abord diluée par un tampon phosphate de pH 6.5,
puis dialysée contre celui-ci. L'auteur consideére que le liquide cavitaire ne contient que
de I'hémocyanine et fait abstraction de toute aulre protéine éventuelle. Le fait que tous
ses essais soient réalisés systématiquement & partir d’hémolymphes bleues ou vertes, avec
exclusion volontaire de toutes les autres, notamment celles qui sont d'un brun sombre
parce que proches de la mue, explique aisément qu'aucun aulre groupe protéique ne lul
soif apparu. Pourtant, nous le verrons par la suite, ces autres composants peuvent attein-
dre dans certains cas une importance quantitative égale ou méme supérieure & celle de
P’hémocyanine.

Celle remarque faite, soulignons que les travaux de JouBerT fournissent des préci-
sions inléressantes sur le comportement électrophorétique de 'hémocyanine de Langouste
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et montrent que ce comportement est variahle suivant le mode de préparation ou de
conservation de la protéine el dépend. pour une honne part, des condilions expérimen-
lales.

Ainsi. lorsque lele-ctmplmww esl faite en tampon phosphate sur une hémolymphe
dialysée. 'hémaoeyanine se révele hétérogene et montre un composant majeur plus rapide
et un composant mineur plus lent, ce dernier peprésentant environ 5 % du total. Si 'hé-
molyniphe dialysée est additionnée de sulfate d’ammonium a 50 % qui précipite 'hémo-
eyvanine. les résultats restent analogues. mais le composant lent parait un peu plus
abondant. D'autre part, si I'hémocyanine est conservée desséchée et congelée, Pélectropho-
rese v met en évidence deux composants & peu pres équivalents en quantité et de mobilités
inchangées. Par contre, si ’'hémocyanine est préparée par précipitation & un pH voisin
de son poinl isoélectrique. par exemple par dialyse conlre un tampon acétate & pH 3,
on ne retrouve a I'électrophorése quiun seul constitnant dont la mobilité est celle du
composant majenr des essais précédents. Finalemenl. la substitution au tampon phos-
phate d'un tampon vérenal & pH 7.8 provoque, dans la branche ascendante de la cellule,
la subdivision du composant majeur en quatre sous-fractions de mobilités voisines, le
composant mineur restant inchangé.

Cette étude. bien qu'un peu restreinte puisqu'elle ne tient délibérément compte que
de la seule hémoceyanine, est ndanmoins intiressante pour montrer que, dans certaines
conditions. ce chromoprotéide se vévile hétérogéne en électmphorése libre. La variabilité
de ses rdsultals suivant le tampon employvé nous incite aussi 4 toujours lenir compte
des tacteurs expérimentaux avant toute inlerprétation.

En 1956, Y. pE HaENE, se véférant & notre publication préliminairve (R. FrENTz, 1954),
utilise Uéleclrophorése sur papier pour délerminer la composition protéique de I'hémo-
Iymphe du Crabe enryhyalin Eviochelr sinensis M. Edw. D'apres ces expériences, le
nombre des fraclions observables n'est 1lié ni an sexe, ni au eyele d’intermue. Par conire,
une inanition prolongée ameéne des changements considérables de la protéinémie. 11 en
est de méme lorsque les animaux sont privés de leurs pédoncules oculaires ; cette opéra-
tion fail appavaitre des fractions protéiques supplémentaires.

En 1958, dans le cadre d'une étude trés docunmentée et critique de I'hémocyanine et
du cuivre chez Maia squinado Risso, E. ZuokerkaNpL fournit les résultats de l'analyse
de la protéinémie du liquide cavitaire de cet animal par la technique sur papier. Cette
étude a le mérite de se bhaser sur un nombre précis d’animaux dont la taille, le sexe et
les stades d’intermue sont rigoureusement définis. Elle met en évidence eing ou six frac-
tions différentes dont plusieurs n’ont qu'une existence incertaine. La fraction la plus
distale par rapport a Ia ligne de départ est sans nul doute I'hémocyanine. La réalité de
celle qui lui fait snite nous parait. & la Inmiére de nos propres essais, plus discutable.
Le role et la nature de la fraction 3 qui se relrouve chez tous les individus imma-
tures en Cy et A sont inconnus. Les fractions & et 5 sont assez proches du start. Une
sixitme fraction dénommée K se signale par sa présence trés inconstante et indépen-
dante de tous les facteurs examinés.

Par des mesures de la mobilité électrophorétique des différenles fractions, I'auteur
constate une réduction de la vitesse de migration. done une transformation qualitative
de 'hémocyanine peu de temps apres la mue A la méme époque, I'ensemble des protéines
sériques s'affaiblit et une disparition presque totale de I'hémocyanine est signalée entre
A et Co. Des mesures photométriques donnent enfin une image semi-quantitative de ces
variations.
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La bréve revue de ces travaux, dont les plus récenls sont ultérieurs au début de nos
propres recherches, montre comhien sont rares les tentatives faites pour étudier de facon
approfondie les protéines de 'hémolymphe des Crustacés par la technique pourtant si
fine de I'électrophorese. Aussi avons-nous pensé qu'il élail indispensable et qu’il pour-
rait ére fruclueux de pousser plus avant dans celte voie, de maniere & faire bénéficier
les Invertéhrés des avantages d'une méthode qui a élé si féconde en sérologie humaine.

Aprés quelques essais d'électrophorése-libre qui ont suffi & nous montrer que cetle
niéthode n'était guére appropriée aux recherches que nous envisagions, nous avons,
pour la premiére fois, appliqué & des Crustacés la technique plus commode de Vélectro-
phorése sur papier. Nous nous sommes.ensuite efforcé d’élargir et d’approfondir ces
résultats en remplacant le papier par le support transparent qu’est la gélose. Celte
variante permet elle-méme I'emploi d'une méthode encore beaucoup plus féconde : I'im-
muno-électrophorése. Enfin, & cette gamme déja trés élendue se sont encore ajoutées les
possibilités de I'électrophorése en gel d’amidon.

Ce sont ces différentes techniques qui vont é&tre décrites en donnant pour chacune
le mode opératoire et les résultats obtenus.

II. — ELECTROPHORESE SUR PAPIER

A. — Introduction.

Tenant compte des difficultés de 1'électrophorése libre, H.D. CreEMER et A. TISELIUS
ont élaboré, en 1950, I'électrophorése sur papier qui a été perfectionnée par la suite par
E. Durruwy (1950), W. Grassmany et K. Hanvnvig (1950), M. MACHEB®EUF, P. REBEYROTTE
et M. Brungrig (1951) ainsi que par de nombreux autres auteurs.

Son principe consiste & réaliser la séparation électrophorétqiue non plus en phase
liquide libre, mais dans un tampon partiellement immobilisé dans une bande de papier
filtre. Les fractions ainsi séparées sont ensuite mises en évidence par coloration spéeifi-
que et peuvent élre évaluées de fagon semi-quantitative par photométrie. Les bandes
d'électrophorése peuvent, dans certaines condilions, se garder longtemps et constituer de

3

la sorte des archives faciles & consulter.

Cette technique est devenue d’emploi courant dans les laboratoires de biologie clini-
que. Elle n’avait jamais été appliquée a I'étude du sang des Crustacés lorsque, en 1954,
nous fimes les premiers essais avec le sérum de Carcinus maenas. Leurs résultats pro-
metteurs nous ont incité a les reproduire de nombreuses fois pour étudier en détail
divers états physiologiques et pathologiques des Crabes. La plupart d’enire eux ont été
faits sur appareil Jouan (1), mais nous nous sommes également servi d’appareils Elphor
() et Leres (3), ce dernier étant d'un principe un peu différent. Un certain nombre
d'électrophoréses ont également éié réalisées dans une cuve a usages mulliples que nous
avons mise au poini et que nous docmonL en détail dans le chapltm consacré 4 1'élec-
trophoreése sur chIose : :

(1) Etablissements Jouan, 413, Boulevard Saini-Germain, Paris (6¢).
(2) Bender et Hobein, 71-73, Lindwurmstrasse, Munich.
(3) Laboratoires Leres, 9, Cité Canrobert, Paris (15¢).
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Le nombre d’analyses réalisées nous a permis d’acquérir une cerlaine expérience
dans la inise en ceuvre de cette technique encore {rop peu répandue dans les laboratoires
biologiques. Le souci de sa vulgarisation et les perfectionnements apportés nous incitent
d en faire la description détaillée a laide de 'appareil qui nous a le plus servi.

B. — Description de I'appareil.

Il comporte une alimentation en courant, mie cuve a électrophorése et un photome-
tre.

L'alimentation & haute tension continue et stabilisée fournit le courant qui produit
le déplacement électrophorétique. Un commutateur permet de sélectionner les tensions
de 120-150-300-400 volts, controlables par un voltmetre, Deux hornes fournissent le coumnt
a des dleclrodes circulaires en fil de platine.

La cuve & électrophorese en plexiglas moulé, de forme allongée et rectangulaire, se
subdivise en (rois compartiments dont les deux latéraux, plus petits, renferment la solu-
tion tampon. Ces deux derniers sont subdivisss chacun en frois. par deux cloisons mobiles
qui permettent. d'une part la fixation des bandes de papier filtre par un systeme de
pinces et de masseloles, d’autre part la régularisation du flux de courant par isoclement
partiel des électrodes. La cuve est fermée par un couvercle en forme de (oit, percé de
deux trous aux extrémités, pour le passage des électrodes.

Le photomeétre, incorporé au bloc d’alimentation, comporte une lanterne de 6 volts,
45 mA, régulée staliquement, el qui envoie une raie lumineuse sur la bande de papier
& étudier. Celle-ci se déplace d’un mouvement synchrone et la lumiére qui la traverse
impressionne une cellule photoélectrique & couche d'arrét qui commande elle-méme un
micro-ampéremetre et un systeme d'enregistrement graphique semi-automatique.

C. — Mode opératoire.

La description que nous en donnons s'allache surlout & des remarques basées sur
une expérience personnelle; remarques qui permettent d’obtenir des résultats homogeénes
et comparables. L'ordre Lhrnnolmmme des i,perutmns est le suivant : préparation du
papier, préparation de la cuve, préparation dn sérum, dépot du sérum. électrophorése,
coloration, photométrie.

1. Préparation du papier.

Nous utilisons des bandes reclangulaires de papier d’Arches ne 304, de 350 x 27 mm.
Nous v lragons au préalable trois fraits transversaux au crayon, le premier & 110 mm
du bord de la bande, le second & 15 mm du précédent et le troisieme a4 195 mm du
deuxiéme. Les deux traits extrémes servent a découper la partie utile de la bande en
fin d’éleclrophorese et leur espacement correspond & la course utile du pholometre. Le
trait intermédiaire, limité & deux tirets de 2 mm sur les hords du papier, sert de repere
pour le dépot du sérum. Pour faciliter le travail en série, il est bon d’avoir une bande
modele sur laguelle sonl alignées les bandes vierges pour le tracé,
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2. Préparation de la cuve.

Les compartiments latéraux sont remplis & un cm du bord avee environ 300 ml de
liquide chacun. Le tampon de Durrum (véronal 1.84 g, véronal sodique 10.3 g, eau
distillée q.s.p. 1.000 ml; pH = 8,6), couramment employé pour l'électrophorése du
sérum humain, nous a donné de bons résultats avec I'hémolymphe de Crabe. Son adop-
tion rend possible une comparaison des vitesses de migration des protéines de ces deux
provenances.

Les bandes de papier filtre sont alors fixées & I'aide des pinces sur les cloisons mobiles
internes, puis tendues a l'aide des masselotes. Le tampon monte par capillarité dans le
papier et I'imbibe en entier au bout d’'une demi-heure. Ce sysléme est préférable a tous
les autres, car il donne les résultats les plus réguliers. Dés le début de I'imbibition. la
cuve est recouverte de son couvercle et le tampon amené au méme niveau dans les deux
compartiments latéraux par une communication temporaire. Cette précaution est indis-
pensable pour éviter des courants hydrauliques dans le papier. La communication est
réalisée trés facilement par un tube en verre en Y dont chacue branche est prolongée
par un tube de caoutchouc. La branche impaire sert a I'aspiration : les deux autres met-
tent en communication les deux compartiments en passant par les trous du couvercle.

Le méme tampon peut servir a cing ou six électrophoréses. Il suffit de lui ajouter
chaque fois un peu d’eau distillée pour compenser I’ evaporatlon Il est également recom-
mandé d'inverser les électrodes de temps a autre de maniére & éviler toule polarisation
unilatérale. :

On pourra constater que la migration des fractions est toujours plus lente avec un
tampon frais qu'avec un tampon usagé.

La durée de P'imbibition peut étre mise & profit pour la préparation du sérum.

3. Préparation du sérum.

L’hémolymphe & étudier est obtenue & partir de Crabes vivants venant d’étre péehés
ou suivis en élevage. Pour chacun d’eux, & chaque essai, est établie une fiche délectro-
phorése menticnnant la provenance, le sexe, la taille, les pigmenlations dorsales et ven-
trales, étape d'intermue. Pour les animaux sacrifiés immédiatement apreés le prélévement
Ja disseclion permet en plus de noter laqpect de I'hépato-pancréas, des gonades, la pré-
sence et le développement de parasites éventuels, de méme, s’il ¥ a lieu, la féminisation
ou toute autre particularité de ce genre. La fiche comporte aussi Vindication du pll du
tampon, la quantité de sérum déposée, sa couleur, le voltage. l'ampérage initial et final,
le temps de passage du courant, la durée et la {empérature des séchages ainsi que les
durées de coloration et de lavage. Pour les Crabes suivis en élevage, une fiche d’'¢levage
signale la provenance de I'animal, son sexe, sa laille ou ses lailles sucecessives, la date
de mise en élevage, les dates de mues, celles des expérimentations successives et, d'une
maniére générale, tous les événements physiologiques observables.

La prise de sang s’effectue sans difficulté en immobilisant le Crabe par un serrage
léger dans une p]nCL a griffes de laboratoire. A l'usage, les seringues & injection de
un cc du type dit « & penicilline » et armées d’'une ',.lgullle de 25/5 se sont révélies les
meilleures, leur aspiration étant lente et progressive, bien adaplée a la taille moyenne des
nos animaux. L'aiguille est introduite par la membrane articulaire basale de I'une des
pattes locomotrices postérieures. Tous ceux qui ont pratiqué des prises de sang chez des
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Décapodes savent combien les résultats sont inconstants. Souvent, l’hémolvmphp jaillit
sans difficullé dans le corps de la seringue, mais de nombreuses fois aussi ’animal ne
céde que difficilement son liquide cavitaire. Cette variabilité esl en rapport avec le cycle
d’intermue d'une part, le donneur étant trés généreux & toutes les étapes qui suivent de
prés Pexuviation el beaucoup moins par la suite : d’antre part, avec la pénétration de
Paignille dans nn sinus important. La méthode qui nous a donné les meilleurs résultats
est celle qui consiste & arréter la pénétration de laiguille dés que le biseau terminal a
franchi la membrane articulaire. Il ne faul donc pas pénétrer en profondeur dans le
-corps du Crabe ; il faut éviter anssi d’aspirer le film d'eaun de mer qui recouvre Panimal
et qui peut diluer I'hémolymphe recueillie. 11 g’avére toujours utile de laisser I'animal a
sec quelque temps avant d’effectuer la prise.

Les quantités de sang prélevées ont été variables. Chez les animaux destinés & 8tre
suivis pendant un certain temps en élevage.. nous nous sommes toujours contentés d’'un
volume minimum, de maniére & ne pas perturber le métabolisme de I'animal. Etant donné
qu'une électrophorése ne nécessite que 20 microlitres de sérum, mais que, d’aufre part,
I’hémolymphe doit &tre centrifugée, nous estimons que des prises de 5¢ 4 100 mierolitres
sont amplement suffisantes, & condition que lr prélévement soit effectué avec soin et sans
dilution. Dans le cas ol l’animal est sacrifi® immédiatemenl aprés la prise. on a intérét
A aspirer le plus de liquide cavitaire possible. de lacon & diminuer les chances de dilution.

L’hémolymphe prélevée est centrifugée pendant cing minutes & 9.000 tours/minute
dans des tubes coniques dont la partie inférienre est trés effilée pour faciliter I'aspiration
du surnageant. Le culot hlane fornié au fond du tube représente les éléments figurés du
liquide cavitaire. Souvent aussi, il se cree a la surface un mince gateau solide qui est
probahlement dt & des protéines dénaturées, car sa lormation est assez abondante lors-
que I'hémolymphe mousse lors de son introduction dans le tube. Comme nous le verrons
par la suite, cette couche superficielle peut donner lieu & des artéfacts en I'absence de
certaines précautions.

Ainsi qu'il a ét6 dit plus haut, de chaque sérum a été noté la couleur. Il s'agit 1a
d'une observation assez subjective el il est bon, sans aller jusqu'a comparer la teinte du
liquide & une échelle-test, de limiter sa variabilité. L'aspect du liquide change en effet
du lout au tout suivant les conditions d'observation et d'écl airage. Aussi nous sommes-
nous toujours placé dans des condilions identiques en observant le sérum sur le fond
blane du ecarrelage du laborateirve, en un endroit bien éclairé. La diffieulté subsiste néan-
moins lors des éleclrophoreses de nuit et il faul une certaine habitude pour apprécier avec
justesse les couleurs sous I'éelairage artificiel.

4. Dépit du sérum.

Le sérum est déposé sur le papier & I'aide d’'une micropipette de 20 microlitres. Les
micropipettes commerciales ont une pointe {rep courte et trop épaisse pour pénétrer
dans le cdne effilé du tube & cenlrifuger. Aussi avens-nous fabriqué des micropipettes
plus adaptées en étirant du tabe capillaire de 4 mm de diamétre extérieur. D'une longueur
de 19 cm, elles ont une partie effilée de 6 & 7 em qui permet de puiser facilement au fond
des tubes, donc s’opérer sur de faibles qugntités d’hémolymphe. La pointe en est rodée
en biseau afin de ne pas arracher les fibres du papier filtre lors du dépot. Le jaugeage se
fait au mercure, par pesée. La manipulation de ces pipettes est beaucoup facilitée lors-
qu’on les prolonge par un tube de caoutchoue de 30 cin de long qui facilite 1asp1rat10n
et I'expulsion du liquide sous contrdle visuel. ‘
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Pour les remplir. plonger une premiere fois la poinle dans le sérum en crevant le
giteau superficiel. Les ressortir ensuite pour les débarrasser des particules solides entrai-
nées qui, par leur dépot sur le papier, fausseraient la figure électrophorétique. Les replon-
ger ensuite dans le liquide en passant par V'orifice précédemment créé, et aspirer.

Le dépot du sérum se fait suivant le tracé repére, par insufflation légere, en dépla-
cant réguliérement la pipette suivant la largeur du papier, sans approcher & plus de 2
min des deunx bords. 11 est prudent de toujours laisser dans la pipette un résidu infime
de liquide, de nianidre & ne pas créer de bulles sur le papier, ces derniéres risquant de
provoquer des concentrations ou des dénaturations locales de protéines qui se traduisent
toujours par des irrégularités dans les taches colorées. Une fois le sérum déposé sur
toutes les bandes, relendre le papier par pression mesurée sur les masselotes et mettre
en route l'électrophorése.

5. Electrophorése.

Elle consiste & faire passer le courant ¢lectrique par l'intermédiaire des électrodes
au travers des bandes tamponnées qui portent le sérum. Aprés divers essais, aux lensions
élevées de 300 et 400 volls qui échauffent trop le liquide et peuvent dénaturer les protéi-
nes, nous avons préféré des voltages plus faibles : 110 volls pour une électrophorése de
nuit, 150 volts pendant le jour. A 150 volls, une honne séparation nécessite environ sept
heures et, dans ces conditions, le front des protéines parcourt de 12 & 15 em. L'intensilt
du eourant esl alors en moyenne de 2,5 mA pour trois bandes au début de I'opération el
de 4 ou 5 mA\ & la fin. Cette variation s’explique par une augmentation progressive .de
I'imbibition du papier qui devient plus perméable au courant. A 110 volts, les résultats
sont & peu prés semblables el s'obtiennent en dix ou onze heures. L'ampdérage se lrouve
naturellement rédnit.

L'adoption de ces voltages et de ces durées d’expérience permet de réaliser facilement
une électrophorése de jour et une autre de nuit, tout en laissant des délais suffisants pour
la préparation et le nettoyage du matériel.

Lorsque le sérum déposé présente une coloration suffisante, bleue, jaune ou orange,
il est aisé de suivre, surtout en début d'expérience, la migration des protéines.

Pendant I'électrophorése, en particulier durant la premiére partie, il est prudent de
surveiller les électrodes et 'amperemetre, car Vanode se charge assez rapidement de sels
qui s’opposent au passage du courant et font baisser l'intensité. Il suffit dans ce cas de
rincer 1'électrode en question et de la remeltre en circuit aprés cette interruption éphé-
meére.

Une fois 'électrophorése terminée et les masselotes enlevées, on découpe les bandes
de papier filtre suivant les lignes prévues pour les déposer sur une plaque de verre de
format approprié en vue d’'un séchage rapide & I'étuve & 80° (. Dans ces conditions, les
bandes sont parfaitement séches au bout de trente & quarante minutes et prétes pour la
coloration. ’

6. Colorations et lavage.

Les protéines, séparées sur le papier filtre suivant leurs mobililés, peuvent élre rendues
visibles par coloration. '
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On peut leur appliquer une coloration générale qui mettra en évidence toutes les
fractions protéiques, ou des colorations particulitres qui n’affectent que certaines d’entre
elles suivant leur nature chimique.

Nous avons effectivement soumis les bandes a4 une coloration globale des protéines,
& une coloration spécifique des glycoprotéides ainsi qu'a une coloration qui caraciérise
les lipoprotéines.

a) Coloration géndrale des proiéines.

— Bleu de bromophénol. — Les bandes séches sont colorées pendant dix ou quinze
minutes dans la solution colorante contenue dans un récipient plat et clos. La plupart
des colorations ont été faites avec une solution de composition : bleu de bromophénol
1 g ; chlorure mercurique 325 g ; alcool & 96° 1.000 ml. Une fois colorées, les bandes
sont lavées sous un fort courant deau’ omente de maniére & brasser le papler sans
l’abimer et sans provoquer de superposition des bandes. La coloration initiale jaune vire
progressivement au bleu et la poursuite du lavage élimine I'exceés de colorant Au bout
de vingt minutes, les fractions protéiques restent colorées en bleu, alors que le fond du
papier est redevenu blanc. Chaque bande porte alors une ou pluysieurs zones colorées
qui concrétisent la position des protéines. Elles sont ensuite de nouveau séchées & I'étuve
a 80° C pendant vingt minutes et peuvent alors étre conservées pendant de longs mois
sans altération notable si elles sont a ’abri de la lumiére. Etant donné le nombre considé-
rable d’électrophoréses réalisées (plusieurs milliers), un bon moyen de classification nous
a paru étre leur agrafage par neuf & l'intérieur d'une double feuille protectrice qui porte
la numérotation. Ce systéme permet de retrouver rapidement n'importe quelle bande en
parfait état.

La coloration au bleu de bromophénol est d'an emploi facile et rapide, mais présente
I'inconvénient d’une affinité variable vis-a-vis des différentes fractions protéiques et d'une
stabilité médiocre 4 la lumiére.

— Amidoschwarz 10 B. — Dans certains cas, nous avons 6té amené & préférer a ln
coloralion au bleu de bromophénol. celle a Vamidoschwarz 10 B qui a éé utilisée suivant
la technique de W. GrassMany et K. HannNie (1952). Aprés séchage, les bandes sont im-
mergées pendant dix minutes dans une solution saturée du coloranl dans le méthanol
acétique. La décoloration du fond s'obtient par des bains successifs de méthanol acétique
a 10 %.

by Coloration des glycoprotéides.

Pour meltre en évidence ces substances, nous avons utilisé la technique de G. GoMor:
(1952) et R.D. Horcuxiss (1947) suivant le procédé de E. Korw et A. GrRoNWALL (1952),
modifié par J. M. FINg et Coll. (1956).

Cette méthode est basée sur le principe d'une oxydation des polysac‘charides portés
par les glycoprotéides, au moyen de I'acide périodique, en polyadéhydes qtu recolorent la
fuchsine décolorée de Schiff,
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Rappelons la composition et la préparation des réactifs :

1o Acide périodigque ........... 6g
Eau distillee ............. .. 150 ml
Acétate de Na M/ ..., 75 ml
Ethanol ... ... ... .. 500 ml

Se conserve a - 400

2o Fuchsine basique ........... 2 g

Eau distillée houillante . .... 400 ml
Laisser refroidir, puis ajouter

HCI2N oo 10 ml

Métabisulfite de K (RP) .... 4 g

Boucher et laisser pendant une nuit & lobscurité et a -+ 4° C. Mdlanger a 1 g de
charbon activé pulvérisé. Filtrer. Ajouler 30 ml d’HCI 2N, Le liquide se décolore progres-
sivement et doil étre conservé en flacon bouché a 'émeri & + 4° C. Au moment de 'em-
ploi, ce réactif esl dilué avec un volume 6gal d’éthanol & 95°. Cette modification rend la
réaction plus sensible. ‘

3¢ Eau distillée de rincage

Eau distillée ..o 100 ml
HCL coneenlré RP o000 o0 10 ml
Métabisulfite de K (RP) ... g

A conserver soigneusement bouchée.

Pour la coloration, les bandes séchées & 37¢ sont rincées a l'aleool absclu, puis
immergées pendanl cing minules dans un bain d'acide périodique. Elles sont ensuite
rincées a I'aide du premier bain alcoolique additionné du quart de son volume de solu-
lion sulfitée. Suivent une coloration pendanl quarante-cing minutes dans la solution de
fuchsine, puis cing lavages de cing minules dans la solution sulfilée de rincage.
Les bandes sont enfin déshydralées par deux bains d’élhanol pur et, aprés essorage
sous papier fillre, séchées a Dair. Les glvcoproléines sont colorées d'un beau rouge
légerement violacé.

¢) Coloration des lipoprotéines.

Elle consiste & employer un colorant qui se fixe, non sur les protéines elles-mémes,
mais sur les lipides qui leur sont associés sous forme de cénapses,

Nous avons utilisé la technique de B. Swannx (1953) en remplagant le noir Soudan
par du noir Gérol B.

Colorant : Noir Cérol B ..... 05 g
, BEthanol .......... . 260 ml
Bau distillége ...... 250 ml

Le noir Cérol B est dissous dans un peu d’éthanol pur puis complété a 250 mb
L’eau distillée est ajoutée peu & peu sous agitation. Le mélange subit ensuite une ébul-
lition sous reflux de 45 minules, puis il est refroidi et filtré.
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Pour la coloration, les bandes sont immergées pendant une heure dans le colorant
quil est bon d’agiler de lemps & aulre. Aprés essorage sous papier filtre, elles sont séchées
a lair. Les lipoproléines prennent une coloration noire alors que le fond reste légére-
ment gris. Les protéines dépourvues de lipides ne sont pas colorées.

7. Photométrie,

Les protéines mises en évidence par l'une des techniques décrites ci-dessus pré-
sentent une coloration plus ou moins inlense suivant leur abondance et peuvent donc
étre évaluées par photomeélrie. Le principe et le mécanisme de ces mesures ont été
exposés lors de la description de I'appareillage. Le résultat tangible en est une courbe
ondulée dont les différents sommels correspondent aux taches colorées du papier, done
aux fractions protéiques.

Si nous nous sommes servi de ce dispositif pour tracer un certain ncmbre de cour-
bes et garder ainsi une trace immuable de ces documents, nous n'avons jamais accordé
a la méthode de valeur quantitative rigourense et nous tenons a expliquer pourquoi.

A nolre avis, malgré la meilleure séleclion, le papier fillre n'a jamais une trame
parfailement réguliére et conslante, et ces hélérogénéités se rvépercutent dans la vitesse
de migration des fractions comme dans lear élalement. De plus, malgré le meilleur
entrainement el les artifices employés, il est difficile de faire le dépot initial du sérumn
d'une facon rigoureusement reproductible, done d’obtenir des taches idenliques. Il faul
souligner aussi que la migralion constatée des fractions n'est que la résultante du dépla-
cement électrophorétique réel et de facteurs trés variables, peu controlables, tels que
I'évaporation et I’électro-endosmose. Finalement, comme nous 'avons déja fait remar-
quer, toutes les moléeules protéiques ne fixent pas le colorant avee la méme affinilé el
il n'y a pas forcémenl proporvlionnalité rigoureuse entre Uintensité des laches el leur
teneur en proléines. Si, en sérologic humaine, cel obstacle a été en bonne partie éludé
par Pétude précise des affinités linctoriales de Ialbumine et des diverses globulines,
suivie de I'élaboralion de facteurs correclifs. aucun travail analogue n'a él¢ fait pour les
constiluants de Phémolymphe des Crustacés. Jusqu'a sa rvéalisation, toules les estima-
lions quantitatives qui onl pu étre faites n'auront aucun caraclere de certitude.

Sans exclure de telles mesures que nous réservons pour des recherches futures et
pour lesquelles la gélose sera un support beaucoup plus approprié que le papier, nous
nous sommes contenlé, dans le présent travail, d'une évaluation lout a fail approxima-
tive de lintensit¢ des taches, avee emplol d'une terminologie relative comportant des
qualificalifs comme « tache forte » ou « moyenne » ou « faible ». Bien que lvés person-
nelles et approchées, de lelles qualifications se sont avérdes suffisanles pour I'étude
surtout qualitative qu'a comportée ce travail.

8. Essais comparatifs avec d’ quires appareils.

Si la pluparl de nos essais onl été fails avee lappareil qui a été décril, nous avons
tenu & faire des essais comparalits avee d'autres dispositifs d'un principe parfois diffé-
rent,

G'est ainsi que nous nous sommes servi de l'appareil Elphor qui doune des sépa-
rations mieux délimitées et plus régulitres, grace sans doule au papier & trame plus
fine qui est fourni avec ce modeéle (Schleicher et Schull). Du point de vue qualitatif,
nous n’avons recueilli aucune information nouvelle.
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Nous avons aussi examiné le comportement des protéines du sérum de Carcinus
muaenas dans. une cuve Leres conslruite pour la technique de microrhéoélectrophorese
de Macheboeuf. '

On sait que dans ce procédé le papier n’esl plus horizontal mais tendu « en toit »
sur un chevalet & tranche fine. Le mélange a analyser se dépose au sommet. L'évapo-
ration n'y est plus conlrariée, mais conlrolée grace a un couvercle cylindrique perforé.
Elle provoque ainsi, dans chaque moili¢ de la bande, un courant hydraulique ascendant
qui s'ajoute ouw s'oppose au mouvemenl électrophorétique propre, si bien qu’au bout
d'un certain temps les différentes fraclions atleignent des positions d’équilibre défini-
tives. La séparalion est plus vapide, car le courant utilisé est plus important. Les figures
électrophorétiques obtenues ont élé bonnes, mais n'ont apporté auncun élément nouveau.
Nulle fraction supplémentaire n’est apparue.

Finalement, nous avons aussi utilisé la cuve &4 usages multiples que nous avons
mise au point et que nous décrirons en détail par la suite. Les résultats ont été confor-
mes & ceux obtenus avee les aubres dispositifs.

D. — Organisation générale des essais.

En 1954, nos essais préliminaires ayant permis d'adapter, pour la premicre fois,
I'électrophorése sur papier & I'étude de 'hémolymphe de Carcinus maeenas, tout en mon-
trant son intérét dans ce domaine, une invesligation systémalique est entreprise 4 la
Station biologique de Roscoff, au cours de la méme annde, afin de dégager sur un maté-
viel choisi au hasard, les régles qui régissent la présence et les variations des fraclions
proléiques observées. Elle est poursuivie, en 1954 el 1955, & I'Institut de Biologie de Nancy,
sur des Crabes en élevage gardés pendant plusieurs mois et sowmis & plusieurs électro-
phoréses conséculives. Un nouveau séjour & la Station biologique de Sete durant I'été
1955 a pour but la recherche d’éventuelles différences entre les Grabes indemnes et les
animaux sacculinés. Un-second séjour en ces mémes lieux, en 1956, a permis I'étude
des femelles en vitellogentse ou ayant pondu, Finalement, de 1957 a 1958, un travail
statistique comportant une soixantaine d'électrophoréses par mois sur un maltériel régu-
litrement envoyé de Roscoff, nous permet de dégager certaines variations saisonniéres.

Nous examinerons en détail chacune de ces séries d’essais pour en tirer finalement
des conclusions générales.

E. — Résultats,

1. Essais préliminaires.

Ils datent du printemps 1954 et portent sur un lot restreint d’une dizaine d’animaux
d et ¢, normaux et parasilés, lous originaires de Roscoff.

Als permellent *d’établir la quantité optima de sérum & metire en cuvree (10 & 20
microlitres), le voltage le plus favorable (110-150 V), ainsi qu'une durée suffisante des
électrophoreses (6 &4 7 h. ou 10 & 11-h.). :
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IIs montrenl que le dépot du sérum sous forme de goutles ne donne que des figures
peu constanles et qu'il faut tui préférer le sysleme du dépol lindéaive plus lisible et plus
fidele, bien qu'encore entaché d’'une cerlaine variabilité.

Ils indiquent surtoul que le sérum de Carcinus maenas venferme plusieurs groupes
protéiques de mobilités différentes, que le nombre et lintensité de ceux-ci varient sui-
vant les étals physiologiques ou pathologiques, done qu’il est du plus haut intérét de
préciser les modalilés de ces variations. Cest ce quonl essayé de faire les essais ulté-
rieurs.

2. Variations électrophorétiques des protéines du sérum d'un échantillon de popula-
tion de Carcinus maenas de la Manche.

126 électrophoréses ont été faites & la Station biologique de Roscoff dans la période
du 14 juillet au 26 aotit 1954, Les Crabes, péchés par les soins de la Stalion ou ramassés
sur la gréve sont gardés en élevage individuel el nourris de Moules tous les deux jours.

Une premiére précaution consiste a contréler si deux fractions égales d’un méme
sérum soumises a l'électrophorese sur deux bandes séparées dans la méme cuve, dans
des conditions rigoureusement identiques, donnent des résultats comparables. Les deux
courbes obtenues par photométrie ont bien la méme allure générale, indiquent la méme
composition qualitative, mais ne sont pas exaclement superposables, ce qui montre qu’il
serait illusoire d'en attendre des comparaisons quantitatives précises.

Nous avons constaté aussi, en faisant une premieére éleclrophorése sur frois animaux,
puis une seconde sur les mémes individus deux jours plus tard, que ces prises de sang
conséculives & de courts intervalles ne modifient pas la composition qualitalive el quan-
titative des proléinogrammes dans une mesure dépassant la variabilité expérimentale
démontrée par l'essai précédent.

a) Description des [ractions.

A premiére vue, les figures électrophorétiques de I'ensemble des animaux étudiés
présentent une variabililé déconcerlante. Cerlaines bandes sonl a peine colorées et déno-
tent l'absence presque lotale de protéines. D’autres portent une lache nelte el éloignée
de la ligne de déparl ; d’aulres encore révelent deux laches, I'une distale comine la
précédente, et la seconde un peu plus proche de la ligne de dépol; une lroisiéme caté-
gorie enfin se caraclérise par trois taches : les deux préeédentes et une lroisiéme assez
voisine du slart. En outre, lintensité relalive de toutes ces laches varie grandement d'un
individu a Uautre.

Il en ressort néanmoins l'existence d’'au moins (rois groupes proléiques dans I'hé-
molymphe de Carcinus maenas (fig. 13, page 96). A défaut de critéres plus valables et
pour ne pas recourir & la formule injustifice qui consisle a dénommer des fraclions
inconnues d'aprés leur position comparée a celle des conslituants du sérum humain
analysé dans les mémes condilions, nous les désignons & lilre provisoire d’aprés leur
situation par rapport a la ligne de départ : D = fraction distale ; I = fraction inter-
médiaire ; P = fraction proximale. Ge qui n’empéche d'ailleurs pas de comparer leur
migration 4 celle des protéines du sérum humain et d’établir que D est plus rapide que
la sérumalbumine humaine, que T se situe au niveau des q; globulines et que P se place,
& hauteur des y globulines.
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D est manifestement la fraction la plus fréquente et la plus constante, Elle appa-
rait & peu prés dans toutes les éleclrophoreses qui révélent un minimum de protéines.
Son intensité est variable, mais en général, elle est la plus importante des trois fractions,
Dans l'ordre des fréquences vienl ensuite la lache I qui se manifeste souvenl par des
traces &4 peine visibles, mais peut aussi atleindre et méme dépasser l'importance de D.
Finalement, la fraction P est celle qui appartient au nombre le plus restreint d'animaux,
mais son intensité est parfois considéreble. I1 faut veiller & ne pas la confondre avee
une tache de posilion similaire, bien qu’un peu moins rapide, qui apparait quelquefois

F1e. 13. ~— Electrophorése sur papier de trois sérums de Crabes révélant les trois fractions
protéiniques D, I, P,

lorsque la pipette servant au dépdt du sérum a enirainé par inadverlance des fragments
du giteau superﬁciel coiffant le sérum dans le tube a centrifuger. Comme nous l'avons
déja suggére, il s'agil sans doute 1l de protéines dénaturées par la formation dune
mousse dans la seringue de prélévement. En tous cas, Paspect particulier de cette tache
permet de la dislinguer facilement des fractions éleclrophorétiques vraies.

De la grande confusion et de la’ variabilité de ces fmctlons nous avons essayé de
dégager un délerminisme sommaire. Pour faciliter cetle tdche, il a dabord fallu dlimi-
ner Uinfluence possible de I'dge en opérant surtout sur des (,x‘abes adulles (30 & 40 mm) ;
pulb celle de la nourriture en mainlenant pour lous les animaux un régime alimentaire
unique et constant. De plus, afin de conlroler les facteurs les plus probables pouvant étre
liés &4 la protéinémie, pour chaque individu ont élé notés les caractéres morphologiques
et physiologiques déja signalés plus haut.

‘Pour l'obtention plus aisée d'une vue d’ensemble des résultats el pour faciliter leur
interprétation, nous nous sommes servi d'un systeme d’abrévialions qui fait suivre I'ini-
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tiale de la fraction par le signe de sa valeur semi-quantitative : I = forte ; M = moyen-
ne ; f = faible ; le sens de I'un ou de l'autre de ces signes pouvant étre renforcé par un
ou plusieurs traits de soulignement,

C'est ainsi que la formule
ER 16 A = DF 4 It + Pf

signifie que, dans 'électrophorése faile 4 Roscoff sur la bande n° 16 A, ont été trouvées
une fraction dislale forte, une intermédiaire faible et une proximale irés faible.

Pour I'examen de ces résultats, seront successivement considérés les Crabes d et 2,
et dans chacune de ces catégories, différents sous-groupes.

b) Etude des mdles.

Mdles normaux.

Sous cette désignation, sont groupés tous les Crabes d qui, & la dissection, se sont
révélés indemnes de toute racine de Sacculine et de toute affection pathologique déce-
lable & I';eil nu ou & la loupe. Pour chacun des 35 individus de celte catégorie, 1'étape
de l'intermue a été déterminée par le systeme de repérage de DracH.

L’ensemble des électrophoréses monire que :

— En A; et A,, la quantité totale des protéines présentes est trés faible et n’appa-
rait que sous forme d'une distale peu netle. Ce taux trés abaissé s’explique par la dilu-
lion considérable du milieu intérieur par absorption d’eau aprés l'exuviation

— L’étape B n'est pas représenlée dans cet échantillon.

— En G, Cp, Cs, la fraction D devient plus nette et dans quelques cas, on voit
apparaitre une fraction I d'intensité moyenne.

— En C4, étape qui concerne la majeure partie des animaug, la bande distale devient
forte, & part quelques exceptions qui ont surtout trait au début de cette étape, alors que
la couche membraneuse est encore trés mince. La plupart du temps I fait défaut; ce
groupe n’apparait que dans quelques cas ol il peut d’ailleurs acquérir une forte intensité.
Dans trois cas seulement, il existe une fraction P trés faible ou méme douteuse.

— Les étapes Dy, D», Dy et Dy n'ont pas été trouvées dans ce lot.

es observations peuvent é&tre résumées en disant que, pendant les étapes immédia-
tement consécutives & l'exuviation, les protéines sont trés diluées dans 'hémolymphe et
que la faiblesse de ce taux ne permet pas d'y caractériser plusieurs fractions. Par la suite,
la fraction D devient importante, notamment au cours des subdivisions de la période G
ou elle se trouve quelquefois accompagnée de la fraction supplémentaire I. Cette situation
se renforce en particulier en Cy, étape d'un relatif repos physiologique, bien que sa pré-
sence soit encore inconstante. L'exislence de P parait douteuse.

— Mdles sacculinés.

~— A Succuline interne. — Le seul Crabe de cette définition se caractérise par la
formule DI 4 IM. De cet exemplaire unique, on ne peut naturellement tirer aucune
conclusion, si ce n’est que la fraction I peut étre présente chez de tels animaux.
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— A Sacculine externe. — Parmi neuf individus, trois révélent une distale forte
et six une distale moyenne. Dans deux cas seulement, on trouve une fraction intermé-
diaire forte. Il semble donc que la fraction distale soit diminuée chez ces méles sacculi-
nés. Le groupe I peut y exister, mais parait dans ’ensemble moins fréquent et moins
important que chez les Crabes normaux. Donc, comme on pouvail s’y attendre, le milieu
intérieur se trouve affaibli dans sa composition protéique par l'action de la Sacculine.

— Mdles privés de leurs pédoncules oculaires.

Nous avons recherché si I'ablation des pédoncules oculaires el la privation glandu-
laire qu'elle entraine avaient un retentissemenl sur le métabolisme protéique des méles.
A cet effet, Iélectrophorése du sérum de quatre méles normaux a été faite avant 'ablation,
puis une nouvelle électrophorése a suivi dix ou trente-six jours aprés 'opération.

Avanl I'ablation, un seul animal présentait une intermédiaire faible. Apres l'opéra-
tion, celle-ci est devenue commune & tous les individus. La ou elle n’existait pas, elle est
apparue, faible. Dans le cas ou elle était déja présente, elle s’est renforcée pour devenir
trés nette. De méme, lorsque la fraction D était faible ou moyenne chez les individus
intacts, elle s'est intensifiée aprés I'opération. Dans deux cas aussi a élé notée une proxi-

male trés faible.

F16. 14, -— Elecirophordse sur papier du sérum de Crabes & et @, avant et aprés ablation
des pédomcules oculaires.

I1 semble donc que l'ablation des pédoncules oculaires des Crabes & normaux provo-
que chez ceux-ci un enrichissement qualitatif et quantitatif de I'hémolymphe en protéines
(fig, 14 ci-dessus), enrichissement qui se manifeste par le renforcement de D, l'appari-
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tion ou lintensification de I, et, d'une maniére moins certaine, par Papparition de P.
Ces faits cadrent bien avec l'activation connue du métabolisme général des Crabes par
I'ablation des pédoncules oculaires.

¢} Etude des [femelles.

— Femelles normauales.

Ont été groupées sous ce qualificatif toutes les femelles ne présentant aucune racine
de Sacculine et ne portant pas de ponte. Le lot examiné comporte trente-huit individus.
Une grande atlention a été portée & l'observation des ovaires. On sail que ceux-ci sont
translucides ou blancs a 1’état immalure ou non fonctionnel. Par contre, une teinte
jaune peut &tre interprétée comme un début de vitellogenése et 'accentuation de cette
teinte avec passage & l'orange ou méme au rouge, comme l'accumulation des réserves
lipidiques dans les ovules.

 OVAIRES JAUNE

OVAIRES ORANGES

OVAIRES TRES ORANGES

Fui. 18, — Eleclrophorése sur papler du sérum de Crabes @ en vitellogentse croissante.

Les électrophoreses montrent que, dans ce groupe comme dans celui des males, la
quantité de protéines décelable sur le papier est teés faible aux stades immédiatement
conséculifs & la mue. Par contre, en G, Gy, (s, bien qu'encore trés variable, cette teneur
se rapproche peu a peu de la normale vers la période D. La fraction I n'y a cependant
pas été rencontrée.

En (4, la fraction D se stabilise netlement, observation conforme & celle qui a été
faite chez les méles. A cette étape, la fraction T parait plus fréquente el plus marquée
chez les femelles, ce qui fait penser qu'elle peut &ire plus ou moins liée a la vitellogenése.
Pour essayer de le confirmer, comparaison a été faite des électrophorégrammes (fig. 15,
ci-dessus) de trois femelles dont la premiére avait des ovaires jaunes, la seconde des
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ovaires légbrement oranges et la troisieme des gonades d'une teinte orange trés vive. On
peut conslater que la tache représentant la fraclion I est de plus en plus accentuée dans
le sens d'une vitellogenése croissante. Ceci est conforme & notre supposition. Cependant,
il faut s’empresser de souligner que le fait est loin d'étre général, que des ovaires trés
colorés peuvent aussi correspondre a la seule fraction D, de méme que I peut exister
lorsque les ovaires sont parfaitement blancs. Cel exemple précis montre combien. dans
ce domaine, il faut se garder de généralisations hatives.

Quant au groupe protéique P, il est beaucoup plus fréquent chez les femelles (une
fois sur trois) que chez les males ol 'on peut méme douter de son existence. Tres sou-
vent, cette fraction correspond & des ovaires oranges, mais ici encore, la constatation n'a
pas valeur absolue, car il est des Crabes aux ovaires en vitellogenese trés avancée sans
que P soit décelable.

En résumé, dans I'échantillon de femelles examiné, la composition protéique de
I'hémolymphe parait caractérisée par la présence de trois groupes fondamentaux de ces
substances : le groupe D presque toujours abondant ; le groupe I plus net et plus fréquent
que chez les méles homologues ; le groupe P, fréquent et indiscutable chez la plupart
des individus en vitellogenése avancee.

Fig. 16. — Electrophortse sur papler d'un sérum de Crabe @ en vitellogenése et d'un
extrait d’ovaire en vilellogenése.

Une tentative a été faite pour établir si les protéines ovariennes correspondaient a
celles de P. Pour cela, un ovaire de teinte jaune orange a été broyé dans un tube a
centrifuger en présence du lampon employé pour les électrophoréses. Apres un séjour de
vingt-quatre heures & la glaciére, cette suspension a été centrifugée et 20 microlitres du
surnageant ont été soumis & une électrophorése dans les conditions habituelles. La colo-
ration de ta bande révéle alors une tache d'inlensilé moyenne située & proximité de la

ligne de dépdt, donc en position analogue & celle de P (fig. 16 ci-dessus). On peut en
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conclure que l'ovaire en vitellogenése renferme des substances solubles dans le tampon
employé, colorables au bleu de bromophénol, done probablement de nature protéique, et
de méme mobilité électrophorétique que la fraction P de I'hémolymphe,

— Femelles normales origeéres,

L’échantillon examinéd qui dale, on s’en souvient, du mois d’aotl & Roscoff, ne com-
porte que deux individus de cette calégorie. Le premier possede une distale faible, I'autre
une distale forte. Nous nous garderons de tirer une ennclusion quelconque d'un effectif
aussi réduit.

— Femelles & Sacculine externe.

Les 10 Crabes étudics sont ou ont été portenrs d’'une Sacculine externe. La largeur
des saes viseéranx varie de 9 a 20 mm. Dans (rois cas, le parasite externe est tomhé et
setle la clealrice abdominale mélanisfe témoigne extérieurement de son existence.

L'ensemble de ces femelles esl caractérisé par M'inique présence d'une fraction distale
faible. La présence d'un parasile adulte semhble done affecter de facon assez sensible la
composition protéique de I’hémolymphe des hotes 2 chez lfesquels elle empéche en
général Papparition des fractions T et P, tout en atténuant D. L'agression parait ainsi plus
marquée gue chez les méles.

— Femelles sans pédoncules oculaires.

La méthode employée a été analogue. mais plus détaillée que celle utilisée pour
I'étude des miles aveugles. En effel. aprés Pélectrophorése antérieure a l'ablation des
pédoncules oculaires, les analyses ont été répétées (rois fois a4 des intervalles de 2, 5
et 10 jours.

Au départ, I'une des femelles se caractérisait par une distale forte. Cing jours plus
tard apparaissait une proximale faible dont I'intensité devenait moyenne an hout de dix
jours. Par contre, la fraction D s'affaiblit. un peu comme si la formation de T se faisail
i ses dépens.

Deux autres femelles, déja pourvues des lrois fraclions D, T et P avant 'opération,
ont marqué une nette augnientation de P, surtoul au cinquitme et an dixiéme jour. Dans
I'un des cas, cel accroissement parait encore se faire aux dépens de D.

Un dernier individu, qui ne révélait au départ yue DF 4 IM, montre au bout de
dix jours le supplément d’une proximale tres nette.

De ces essais, on retiendra que le sérum des femelles ayant subi I'ablation des pédon-
cules oculaires se caractérise par D'apparition ou par I'accentuation des fraclions I ou
P, accompagnées, dans certains cas, d'une diminution concomitante de D.

d) Conclusions.

D’apres cette série expérimentale, on peut affirmer que

— Lélectrophiorése du sérum des Crabes & normaux met en évidence deux fractions
protéiques D et I,
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— Ces mémes fractions se retrouvent chez les femelles normales, mais une fraction
supplémentaire P caractérise en général ces derniéres au moment de la vitellogenése.

— Dans les deux sexes, la figure électrophorétique du sérum varie avec I'étape du
cyvele d’'intermue. Aux stades Ay et As, les protéines trés diluées ne se manifestent que
par la seule distale affaiblie. En Gy, Cs et Cl, les éleclrophorégrammes se rapprochent
progressivement de la normale par renforcement du groupe D et apparition de T dans
certaing cas. Cette évolution se poursuit durant la longue étape de repos C; oll, néan-
moins, T peut encore faire défaut. L’étude des étape D., Ds, Dy n’a pu étre faite dans
celte série.

— Dans les deux sexes, la présence d'une Sacculine externe diminue le taux des
protéines, ne laissant subsister.la plupart du femps qu'une fraction D affaiblie.

— L’ablation des pédoncules-oculaires produit, dans des délais: relativement courts,
d’importantes modifications du métaholisme protéique des animaux opérés. Chez les méles
lorsque la fraction I fait défaut, elle apparait ; lorsquelle est présente son importance
augmente. Chez les femelles, on note un mécanisme analogue, mais il concerne aussi la
fraction P, du moins & cette époque de I'année. T1 est possible que ces transformations
se fassenl aux dépens de D.

— Les ovaires renferment des subqtances pl'otelquus de méme moblhte electronho-
rétique que celles qui constituent la fraction P.

Ces résultats ont 6té obtenus & partir d’'un échantillon de population choisi au hasard
A une époque déterminée de l'année, les animaux dtant sacrifiés immédiatement aprés
I'analyse. Nous avons tenu & les approfondir et & les compléter en soumettant le sérum
.de Crabes en élevage a des électrophoreses successives échelonnées sur plusieurs mois.

3. Variations ¢lectrophorétiques du sérum de Carcinus maenas en élevage.
a) Généralités.

Ges recherches ont porté sur 48 Qrabes d dont les 27 premiers étaient originaires
de Roscofl, les 21 autres de 'Etang de Thau. Elles ont aussi concerné 24 femelles, toutes
en provenance de Roscoff.

Une parlie des animaux a été mise en élevage en octobre 1954, une autre en janvier
1955 et certaines femelles en mai 1955. Tous ces Crabes ont été élevés dans Pinstallation
nancéienne, régulierement nourris de Moules, de Crevettes ou de Poissons. Dans en-
semble, ils se sont bien adaptés aux conditions d’élevage et ont mué normalement. Les
femelles ont pondu en captivité et mué par la suite. Certains individus n’ont été dissé-
qués qu'aprés huit mois d'élevage. D’autres sont cependant morts avant, ou ont pu
s’échapper. Les prises de sang ont toujours été minimes, de maniere a léser le moins
possible les donneurs. Certains sujets ont supporté six prises étalées sur six mois et ne
sont morts qu’a la dissection.

Ici encore, nous considérerons successivement les individus &, puis les femelles,

b) Etude des mdles normaux. -

Les animaux de ce sexe sont désignés par numsérotation romaine.

Les Crabes I & VII, originaires de Roscoff, ont été mis en élevage en octobre 1954.
Les premiéres électrophoréses sont faites en janvier 1955. Toutes révélent une fraction D
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forte. Une seule comporte la fraction I. {rés faible. Dans ce lot, un individu unique a
mué. Il ne présente la fraction 1, ni deux mois, ni méme un jour avant I'exuviation.
Force est done d’admetlre que la mue est possible sans la présence des protéines du
groupe [, avee cetle restriction que, le Crabe étant mort le lendemain, la mue a pu étre
anormale,

Les 20 Grabes VIII & XXVII, oviginaives de Roscoff, mesuranl de 30 & 35 mm, ont
6té péchés el mis en élevage en janvier 1955. 19 d’enlre eux présentent la fraction I qui
est en général inlense. La seule exception est un animal qui a mué quatre jours avant
la premiére électrophorese, ce qui, a la Iumitre des données déja acquises, explique le

cas. On peut donc retenir qu'au mois de janvier lous les Grabes & de Roscoff de cette
taille présentent la fraction 1.

De ces 20 Crabes, 8 onl mué en élevage el, comple tenu de l'exception cilée, lous
ceux qui l'ont fait sonl porleurs de 1. Aprés Pexuviation, cetle fraction s'affaiblil ou
disparait, mais le rythme de cette régression n'a vien de régulier. Une fois dépassée
latténuation tempoeraire des premiers jours conséculifs & la mue, l'affaiblissement des
protéines de I parait s'é¢taler sur plusieurs mois.

Notens aussi que cetle fraction peut persister pendant de longs mois sans qu'inter-
vieune aucune mue. Glesl ainsi que 3 Crabes ont vécu six mols, gardant en permanence
une tache I forte sans jamais muer. Ce fait démonlre que I n’est pas strictement li¢ a
la période D du cyele d'inlermue, mais s'élale également sur la période C. Une telle
constatation concorde avee celle de E, ZuckBrEANDL (1958) qui note que, chez Maia squinado
R. la fraction 3 (= fraction I de notre systéme) se présente des €, dans certains cas.
Pour le reste, ces essais confirment en tous poinls ceux obtenub par les éleclrophoréses
faites & Rosgolf .

Parmi les 21 males (No XXVII 4 XLVIII), originaires de 'Etang de Thau et péchés
au mois de mai, aucun ne présente la bande I. La causalit¢ de cette absence n’apparait
pas clairement. Peut-étre s'agit-il d’'une vaviation saisonniére, point de vue étayé par
le fail qu'ancun des animaux n'a mué. 9 d’entre eux onl subi lablation des pédoncules
oculaires, mais chez aucun d’eux, Uopération n'a fait apparaitre la fraction I dans les
six ou huit jours consécutifs, comme cela avait ¢té le cas pour les Crabes d’été & Ros-
coff. Il est done posmhle qu'il existe chez ces animaux des périodes ot le métabolisme
protéique ne réagisse que peu a la buppreHblon des pédoncules vculaives et des Lomplcxes
glandulaires qu'ils renfermenl. Cependant, rien d’absolu,ne peut encore élre affirmé &
ce sujet,

¢) Etude des femelles normales.

Les 28 animaux de celle série sont 01'1g1nan(,b de Roscolf. Les 11 premiers onl 6été
peches en octobre 1954, les 17 aulres en janvier 1955.

Avant d’examiner les résultats des électrophoreses, relevons quelques constatations
‘curieuses au sujet des pontes de ces femelles.
— Remarques biologiques concernant la ponte.

Dans le premier groupe, 8 individus ont pondu une ou plusieurs fois, sans jamais
muer au cours de la période d’observalion Dans le second groupe, 10 animaux onl
pondu une ou plusieurs fois et 3 onl mué aprés avoir pondu. Fait remarquable : parmi
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les 18 femelles ayant ainsi pondu, 5 I'ont fait deux fois et 1 I'a fait trois fois. Or, Car-
cinus maenas en liberté est réputé ne pondre qu'une fois par an, contrairement & ce qui
se passe chez l'espéce Pachygrapsus marmoratus Fabricius (G. VERNET-CORNUBERT, 1958}
ol plusieurs pontes peuvent se succéder. Faut-il rechercher T'origine de ce phénoméne
dans les conditions d’élevage ? Il ne nous semble pas, car N. DEMEUSY (1958) a réalisé
de nombreux élevages dans des conditions analogues sans jamais relever de pontes
multiples. Signalons toutefois que ces émissions répétées d’ovules ont été constatées par
N. Demrusy et R. LENeL (1954) chez les Crabes privés de leurs pédoncules oculaires. Ces
auteurs ont étudiés une centaine de femelles ayant subi cette opération. Toutes ont mu¢
une fois, et la plupart ont pondu une fois, trois d’enfre elles ont pondu deux fois, deux 'ont
fait trois fois et un sujet a méme pondu quatre fois. De ces chiffres, il ressort que les
pontes multiples ont eu lieu chez 6 % des animaux, alors que dans nos observations ce
pourcentage atteint 30 %.

Quelle peut étre la cause de ces pontes répétées chez nos animaux ? Les conditions
d’élevage étant exclues, la seule explication actuellement entrevue est umne stimulatior
de la fonction ovogénique par les prises d’hémolymphe renouvelées. Seuls, des essais A
grande échelle pourront décider de la validité de cette hypothése. D'ores et déja, on peut
remarquer que toutes les femelles & ponte multiple on{ subi au moins quaire prises.
certaines en ayant méme supporté six. Une observation va néanmoins & l'encontre de
notre hypothése : 2 Crabes ayant subi chacun six prises n’ont pondu 'qu’une seule fois,
de janvier & juillet.

Nous avons également calculé la durée des intervalles qui séparent les diverses pon-
tes d'une méme femelle. Chez les Crabes & deux pontes, ces laps de temps ont éé res-
pectivement 70 jours, 89 jours, 72 jours, 45 jours et 57 jours. Chez le sujet ayant pondu
trois fois, ces intervalles ont été de 50, puis 51 jours. Les premiéres pontes ont eu lieu
en janvier (4) ou février (2). Les secondes se situent en mars (3) ou avril (3). La troi-
sieme ponte a eu lieu en mai. En conséquence, on peut dire qu'en moyenne deux pontes
consécutives sont séparées par un intervalle de 50 a 60 jours.

Un calcul analogue nous a donné une idée du temps qui s'écoule entre une ponte
et la mue consécutive. Parmi les 17 femelles de janvier, {rois ont mué : deux d'entre
elles, aprés avoir pondu deux fois, la troisidme aprés une ponte unique. Les mues se
situent & la méme époque, 'une en juin, les deux autres en juillet. Elles ont done lieu
‘respectivement a 59, 108 et 162 jours aprés les pontes. N. DEMEUSY (1958), gardant en
élevage, pendant prés d'un an, 12 femelles, obtient une ponte unique de trois d'entre
elles. Les intervalles séparant ces pontes de la mue suivante sont trois, six et trois mois.
Ces observations révelent, comme les notres, une assez grande variabilité des délais ; on
peut, en définitive, admeltre que la moyenne gravite autour de trois mois. Un tel inter-
valle, somme toute assez considérable, montre combien les processus de ponte et d’exu-
viation sont concurrentiels du point de vue métabolique et incompatibles dans des temps
rapprochés.

Ces remarques biologiques faites, considérons maintenant ces Grabes 2 du point de
vue de la composition électrophorétique de leur sérum. ,
— Protéinogrammes.

Des 28 femelles soumises & Uanalyse, 25 présentent, & un moment quelconque, une
fraction P plus ou moins prononcée. Les irois autres cas représentent : une absence
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totale de P, une électrophorése illisible et une hémolymphe pauvre en protéines. On
peut done affirmer que, pratiquement, toutes ces hémolymphes 2 comportent la fraction
P, et si 'on se souvient que les 48 mdiles homologues n’ont presque jamais révélé cette
derniére, on peut considérer qu’ici encore, avec une probabilité élevée, les protéines de
P sont caractéristiques des Crabes 9.

L’étude de P'échantillon ¢ étudié précédemment & Roscofl avait suggéré l'existence
d’an lien enire 'abondance de ces protéires proximales et la vilellogenese. Les obser-
vations que nous venons de faire sur les animaux en élevage ne permettent pas de
-confirmer, d’'une maniére claire et indiscutable, une telle corrélation. En effet, certaines
femelles chez lesquelles P est trés important n'ont jamais pondu malgré cing ou six
mois d'élevage. Souvent, chez de tels animaux, ces protéines régressent, au contraire.
d'une électrophorese & l'autre. On peut alors supposer que cette diminution est préeisé-
ment la cause de I'absence de ponte, mais cette nouvelle suggestion n'est guére valable
car dans certains cas, des pontes ont eu lien alors gque P était trés faible ou méme
inexistant,

Comme on le constate, dans ce domaine, toute généralisation hative el péremptoire
parait malvenue. A aucun moment, il ne faut oublier que l'on est en présence d’un
matériel biologique dont la large variabililé se laisse difficilement encadrer dans des
régles élémentaires. A chaque pas, se rencontrent des imprévus et des exceplions qui onl
tot fait de rendre incertaines les plus séduisantes hypothéses.

Un autre exemple précis rendra encore compte de cetle variabilité, Chez 10 des
femelles examinées, nous avons retrouvé la fraction I, d'une maniére temporaire pour
certaines. Nous savons déja, malgré quelques restrictions, que cette fraction parail indi-
quer une préparation a la mue. Sous cet angle, le cas de la femelle n° 15 est assez
curieux a examiner. A la premiére électrophorése, ce Crabe «donne une formule
DF -+ IM 4 Pf. 1l semble donc se préparer a une exuviation et peut-étre & une ponte.
Effectivement, neuf jours plus tard une ponte a lieu, et dix-huit jours aprés celle-ci,
une nouvelle électrophorése révéle que la fraction I s’est maintenue et que P s’est ren-
forcé. 43 jours aprés la premiére ponte, en survient une seconde et I'électrophorése faite
onze jours plus tard donne toujours une formule DF + IM 4 PM. Puis, aprés 46 jours,
la fraction I disparait complétement alors que P devient trés intense. Une mue a lien
trois jours apreés cette analyse, donc en 'absence de I. Ainsi, dans ce cas précis, P s’esl
renforcé aprés les pontes et I a disparu avant la mue, Dans de telles conditions, une
conclusion définitive paraitrait bien audacieuse, d’autant plus que, dans le méme groupe,
trois autres femelles ont mué sans présenter la fraction I.

d) Conclusions.

Pour résumer les apports de cette série expérimentale, nous dirons que les élevages
individuels, couplés avec plusieurs électrophoréses consécutives sur les mémes animaux.
ont permis de faire un certain nombre de remarques intéressantes au sujet de la ponte,
tout en confirmant partiellement les connaissances déja acquises quant & la composition
protéique de I'hémolymphe de Carcinus maenas en rapport avec la ponte et la mue.
S'ils n'ont pas apporté une lumiére totale et définitive dans ce domaine, ils ont souligné
— si besoin en était — I'extréme complexilé des phénomeénes biologiques el ouvert la
voie & de nouvelles recherches. :
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Le cas des Crabes sacculinés avait été abordé & Roscoll. Malheureusement, le nombre
restreint des animaux parasités dont nous avions disposé dans ce lol — peut-étre suffi-
sant pour donner une premiére indication. — ne I'était pas pour élayer des conclusions
certaines. Nous avaons donc repris des essais semblables 4 la Station biologique de Séte
(1= au 31 aolt 1955) ol les Crabes sacculinés peuvenl élre obtenus facilement el ou
nous avions, en méme temps, U'occasion de comparer une population méditerranéenune
a celle de la Manche. C'est de ce travail que nous allons rendre compte & présent.

4. Variations électrophorétiques des protéines du sérum un échantillon de popu-
lation de Carcinus maenas de UEtang de Thau.

Comme dans les recherches précédenles, les animaux ont été partagés suivant le
sexe et, dans les deux groupes, ont été étudiés, lour a tour, les individus indemnes et
‘sacculinés.

) Etude des mdles.

— Mdles normauz.

Ont été effectuées, dans les conditions habituelles, les dlectrophoreéses de 33 Crabes d
de 19 & 45 mm ne présentant aucune racine de Sacculine a la digseclion.

‘En ce qui concerne le evele d'intermue, un individu est en Gy, un aulrve en Cs et
29 sont en C,. Le stade de I'un des animaux a ét¢ omis. A celle époque, la majeure partie
des Crabes sont done en Cy. Ceux qui se trouvent en Ci.et Gy sont de petite taille.

~ Sans aucune exception, toutes les figures électrophorétiques obtenues se caractérisent
par l'absence des fractions I et P.

Au stade inconnu, dans les deux stades C; el Co, dans un slade Cy, la fraction D
est faible. Dans un slade G débulanl el dans deux stadus Cs élablis, cette méme fraction
est d’intensité moyenne. Dans lous les autrts cas, soit chez 96 males en Cy, la bande

~distale est trés forte.

On constale (1011@ qu'au moig d’aotit, la majeure parlm des males non pcll‘ﬂbll.eb est
-au stade C4 et présente une fraction dlstale intense. La composition protéique du sérum
de ces animaux ressemble done & celle du-groupe homologue de Roscoff et se révele
méme plus homogtne. : :

— Mdles sacculings.

Nous avons distingué ceux qui réveélent une Sacculine inlerne & la  dissection,
ceux. qui portent un sac viscéral et ceux qui l'onl perdu, ainsi que le monftrent une
ou plusieurs cicatrices abdominales.

— A Sacculine interne. — Ont &t¢ réalisées les électrophoréses de 20 Crabes de 19
a 39 mm.

11 de ces animaux n'ont qu'une couche membraneuse mince et se lrouvent donc
au début de Cy. Huit sont nettement en C, et un seul en Cs. Tous les invidius en Cy-début
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ont une taille inférieure & 24 mm et paraissent, dans I'ensemble, peu parasités. Sans
doute s’agit-il d’animaux ayant mué depuis peu et ayant peut-étre été infestés par le
parasite & cette occasion. - }

7 des 20 électrophoreses présentent une distale forte, 9 une distale moyenne, 3 une
distale faible. Une seule analyse ajoute une fraction intermédiaire forte a une distale
forte. Un examen plus détaillé des résultats montre que la fraction distale est impor-
tante surtout chez les animaux de grande taille, donc ceux qui ont probablement été
le moins affectés par lattaque parasitaire ou ont eu la possibilité de réagir contre elle.
La plupart de ces Crabes sont d'ailleurs en Ci.

Les fractions D moyennes ou faibles sont les plus fréquentes dans ce lot, d'une part
sans doute parce que les animaux venaient de muer récemment, et d’autre part, parce
quils avaient été affaiblis par la Sacculine. Comme on peut le constater, la frachon B!
est trés rare chez de tels Crabes.

La comparaison de ces observations avee celles faites sur des méles indemnes montre
que, si la fréquence d'une distale forte est plus élevée chez ceux-ci d’une manieére abso-
lue, il n’en est plus de méme lorsqu’on fait la distinetion des tailles. En effet, chez Jles
Crabes & indemnes et sacculinés de plus de 25 mm, la fraction distale forte est presque
constante, alors qu’elle s’alténue beaucoup chez les animaux plus petits. On peut, en
conséquence, supposer que, tant que la Sacculine est interne, elle agit de facon trés sen-
sible sur la richesse en protéines des hotes de petites, tailles, alors qu’elle affecte a un
moindre degré celle des Crabes plus grands et plus résistants. ~

Ajoutons encore que le fait que, chez tous ces sujets, dont certains étaient pourtant
tres féminisés, la fraction P caractéristique des femelles n'ait jamais été recontrée, peut
- &tre considéré comme un nouvel argument contre I'hypothése de SmiTH.

— A Sacculine externe. — Ce groupe se compose de 35 animaux, la taille des hates
variant de 15 & 38 mm et celle des parasites de 4 4 14 mm.

Deux de ces Crabes sont en Cy, 7 au début de Cy, 25 en Uy Pour l'un d’eux, le stade
a 6t¢ omis. La majeure partie des stades Cy-début se trouvent chez les petits animaux.
Ils sont moins fréquents que chez les mdles & parasite interne et corrvespondent tous a
des hotes dont les Sacculines sont encore fort petites, done pmhablement sorties & la
derniére mue.

Les ﬁgures électrophorétiques se dénombrent comme suit : 22 DF, 7 DM, 6 Df. Dans
deux cas seulement, on peut noter une fraction I moyenne ou faible. Un seul individu
s'est trouvé porteur de PM.

Comparées & celles des males a Sacculine interne, ces fréquences ne révélent aucune
différence caractéristique. I ne semble done pas que I'édification du sac viscéral perturbe
d'une maniére brutale, du moins au début, le métabolisme protéique de-I'héote. Son
action semble se resireindre & une atténuation de la fraction distale et a la raréfaction
des protéines du groupe intermédiaire. Ici encore, on ne voit pas apparaitre, & une
exception prés, la fraction P propre aux femelles.

— 4 Sacculine externe tombée. — Nous avons analysé I'hémolymphe de 6 maéles
de 17 & 40 mm dont les Sacculines externes disparues avaient laissé des cicafrices mela.—
nisées.
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Tous ces Crabes étaient en C, et leur féminisation assez poussée. Cing sérums com-
portaient une distale forte. Les fractions I et P étaient absentes.

Les électrophorégrammes de ces animaux ne se distinguent donc pas de ceux des
deux catégories précédentes et ils n’apportent pas d’élémenls nouveaux,

Si I'on essaie de dégager quelques conclusions générales relatives a 'ensemble des
irabes & sacculinés, on peut reteniv que, du point de vue électrophorétique, la fraction
distale reste forte chez les individus de grande taille, mais a (endance & devenir plus
faible chez ceux qui mesurent moins de 9:) mm. Cette observalion peul étre inlerprélée
en adinettant que les premiers ont mieux résisté a I'agression parasitaire ou ont eun le
temps de s'en relever, alors que les seconds, plus fragiles, ont été plus atteinls. Les frac-
tions I et P n’onl 6i¢ que ireés rarement retrouvées chez les Crabes de ces échantillons,
mais elles n'é¢taient pas plus fréquentes dans les lols. d'animaux indemnes de la méme
époque et de la méme origine.

Parallelement aux méles, examinons & présent les femelles.

b) Etude des [femelles.

— Femelles normales.

27 femelles de 17 & 35 mm el ne présentant aucune racine parasitaive ont été ana-
lysées.

Dans le cyele d'intermue, un individu se situe en A, trois au débul de U4, vingt-el-
un en C; et deux n'ont pag ¢té classés.

Les animaux en A et en Cy-début sont pﬂl‘llll les plus petits. Tous ceux dont la f.rll“t'
est supérieure & 27 mm se lrouvent, a cette époque de l'année, en C,.

Parmi les 24 Crabes dont I'état des ovaires a ét¢ noté, 16 présentent des gondaﬂs
blanches ef sont en période de repos génital. Les huit autres portent des ovaires jaunes
avec de petits ovules (eing individus), ou oranges avec de gros ovules (trois individus).
Ces derniers sonl donc dans un état de vitellogenése avancée ; lous ont une taille supé-
rieure & 28 mm. :

Les figures électrophorétiques se caractérisent comme suit : la fraction D est faible
dans six cas qui sont, en général, voisins de la derniére mue ; elle esl une fois d’impor-
tance moyenne et vingt et une fois trés colorée. Une [raction I moyenne n'est retrouvée
que dans deux cas. Le groupe P est moyen deux fois et faible quatre fois. Il ne manifeste
aucune corrélation évidente avec la Vltellogenese car, si souvent il correspond a des ovai-
res jaunes ou oranges, on le trouve aussi quelquefois chez des animaux dont les gonades
sont blanches. De plus, certains Crabes indiscutablement en vitellogenése ne présentent
pas ce groupe proximal.

- On peut donc conclure qu'au mois d’acht, la majeure partie des Crabes ? indemnes
de I'Etang de Thau, de 17 & 35 mm, se trouvent au stade C; de leur cycle d’intermue et
qu'a 1'électrophordse leurs sérums manifestent une fraction distale importante et, dans
quelques cas, une fraction proximale plus ou moins mtense, mais sans relations nettes
avec la vitellogenése. Néanmoins, si I'on compare le présent échantillon & celui des femel-
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les indemnes analysées & Roscoff & pareille époque de I'année, on ne manque pas de
relever que chez les Crabes de la Manche la fraction P est beaucoup plus fréquente qua
Sete.

— Femelles sacculinédes.

— A Sacculine interne. — Les essais sont fails sur sept femelles de 17 4 34 mm
dont trois sont encore proches de leur derniére exuvialion et trois autres en Cs. Le stade
du dernier individu n'a pas ét¢ noté.

Tous les ovaires sont blancs et en repos génital, état ohligatoire pour les animaux
les plus pelits qui sont encore impubeéres, etat normal pour les autres si 'on considére
la saison. :

Quatre figures électrophorétiques présentent des distales fortes el trois des distales
faibles. Aux étapes As, B, (s, correspondent des teneurs minimes en protéines. Gomme
les autres Crabes présentent une fraction distale forte malgré la présence de racines de
Sacculine, on peut en conclure que celles-ci ne perturbent que peu le métabolisme pro-
téique.
ne. — Nous avons disposé de douze femelles d'une taille allant
de 11 a 33 mm. Toutes sont en Gy & l'exception d'un seul animal qui est en Cs.

Les ovaires sont blancs et au repos, ce qui est normal dans cerfains cas pour la
taille et dans tous, si l'on considére la saison. -

Les sacs viscéraux des parasites mesurent de 2 a 11 mm.

Parni les électrophorégrammes, on note huit distales fortes, deux moyennes et deux
faibles. A T'une des fraclions distales fortes est associée une intermédiaire faible.

La fréquence des distales fortes montre une fois de plus que la Sacculine, méme
externe, n'entame au début que trés faiblement le taux protéique de son hote.

— A Sacculine externe tombée. — Seuls deux de ces animaux ont pu é&tre étudiés.
Leurs tailles sont respectivemnent 22 et 26 mm. Le premier, qui est en (3, n'a quune
distale faible, alors que le second, en G, présente cette fraction avec une intensité nor-
male. Ces 1‘esultats, trop peu nombreux pour justifier une conclusion, ne s opposent pas
en tout cas & ceux des essais précédents.

¢) Conclusions.

A premiére vue, les résultats fournis par I'étude des Crabes ? parasités de I'Etang de
Thau font penser que ces animaux ne sont qu’assez peu touchés dans leur métabolisme
protéique par le parasitisme de la Sacculine Leur comparaison avec les femelles indem-
nes et contemporaines du méme biotope ne révéle en effet qu'une diminution faible ou
inconstante de la fraction distale. Ce paralléle n'a, en réalité, que pen de valeur, car il
est fait & une époque ol, de fagon saisonniére sur le littoral méditerranéen, les Crabes ?
sont dans un état de relatif repos physiologique, la vitellogenése ne débutant que plus
tard. En cette saison, méme 'hémolymphe des animaux indemnes ne renferme que rare-
ment les fractions I et P. 1l est donc difficile de dire, d’aprés de tels échantillons, si la
Sacculine est apte & empécher 'apparition de ces fractions ou a les faire disparaitre et,
sous cet angle, les animaux de Roscoff sont plus probants.
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Ces réflexions nous ont amené a consacrer une étude spéciale & un échantillon de
Crabes ¢ de 'Etang de Thau prélevé en hiver, donc en pleine période de vitellogenése.

5. Variations électrophorétiques des protéines du sérum d’'un échantillon hivernal
de la population de Carcinus maenas de U'Etang de Thauw.

On sait que dans I'Etang de Thau la ponte des Crabes débute vers la mi-novembre,
présente un maximum en décembre et janvier pour devenir exceptionnelle en mars. En
nous rendant & Stte an mois de janvier, nous avions les meilleures chances de trouver
un grand nombre de femelles en {rain d’élaborer leurs ovules ou de les pondre. Clest
ce que nous avons fait du 4 au 13 janvier 1956.

Un total de 102 électrophoréses sur papier a été réalisé pendant cette période suivant
les normes habituelles.

Nous considérerons d’abord les analyses failes sur des femelles en vitellogenese, puis
celles qui concernent les animaux portant une ponte.

a) Femelles en vitellogeneése.

Ont été étudides 71 femelles mesurant de 27 & 39 mm. La dissection révele que
I'hépato-pancréas de ces animaux est toujours jaune péle avec une quantité variable
d'inclusions brunes.

L’observation macroscopique des ovaires montre que ceux-ci sont tous colorés dune
teinte orange plus ou moins vive et comportent de gros ovules chargés de vilellus. Dans
huit cas ndanmoins, ces ovaires présentent des anomalies dont six sont dues au parasi-
tisme par la Sacculine. Ils fournissent quelques exemples de 1'action que peut avoir ce
Rhizocéphale sur les gonades ¢ de son héle. En général, celles-ci sont trés réduites-et
cette atrophie ne laisse quelquefois subsister qu'un tractus blanc sans ovules visibles,
bien que I'hote soit de grande taille ou la Sacculine encore peu développée. Dans d’au-
tres cas, les ovaires ont subi un début de vitellogenése, les ovules atteignent une taille
moyenne et sont jaune pale ou légérement oranges. D’autres fois encore, ils restent blancs
et prennent un aspect granuleux, sclérosé. Parfois aussi, certains ovules seulement sont
jaunes et disséminés dans la masse des autres qui ne se colorent pas.. Toutes les obser-
vations concordent pour montrer que I’aclion du parasite est des plus énergiques et inhibe
de manitre radicale les fonctions reproductices 2.

Dans les 63 autres cas, les ovaires sont en pleine vitellogeneése avec de gros ovules
orange Vif

Les électrophoréses des huit cas anormaux dont les sérums sont toujours orange vif
revelent une distale forte et une proximale lrés abondante.

Celles des 63 femelles normales en vitellogenése manifestent la présence d’une frac-
tion distale forte quelquefois accompagnée d'une fraction proximale faible ou moyenne,
surtout lorsque I'’hémolymphe est jaune ou verdatre. Ici encore, le groupe proximal ne
parait pas lié de fagon constante et immuable & la vitellogenése. Il apparait chez certains
animaux ; il est absent chez d’autres. Peut-8tre est-il le reflet d'une teneur actuelle de
I'hémolymphe en protéines de réserve, cette teneur pouvant varier d’une part en fonction
de l'importance de la production par les organes générateurs, d’autre part suivant la -
rapidité ou la régularité de la consommation par les organes utilisateurs. -
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Signalons aussi que la fraction I n'est décelable chez aucune de ces femelles et qu’en
cela cet échantillon différe nettement de celui de Roscoff ol cette fraction ne fait pas
défaut. Pour le reste, les deux séries expérimentales concordent parfaitement.

b) Femelles ovigéres.

Vingt-qualre femelles de 25 a 41 mm portent sous 'abdomen une volumineuse ponte
orange. Leur hépato-pancréas est toujours blanc ou d'un jaune trés péle. Les ovaires sont
naturellement blanes et sans ovules. Dans quelques cas seulement, il reste de rares ovules
oranges non pondus, d’aspect déliquescent.

Les électrophoréses monfrent dans tous les cas l'existence d'une distale forte. Celle-ci
semble pourtant un peu moins intense que celle des femelles en vitellogenése. Dans 14
cas, on trouve une fraction proximale d'intensité variable, mais ne dépassant jamais la
moyenne. Le groupe protéinique intermédiaire n'a jamais été rencontré.

La comparaison de ces données avec celles des femnelles en vitellogenése autorise &
dire que la ponte elle-méme n'a pas de retentissement profond et rapide sur 1'électropho-
régramme du sérum des femelles. Seule existe I'indication d'une diminution de la fraction
distale. Cette constatation n’exclut d’ailleurs pas la possibilité de changements plus mar-
qués durant les mois qui suivent, & un moment ol les femelles couvées libérent leurs,
embryons et reconstituent leurs réserves métaboliques au niveau de I'hépato-pancréas.

¢) Conclusions.

Si, de cet ensemble un peu complexe de données relatives aux Crabes de V'Etang de
Thau on essaie de dégager quelques conclusions générales, on peut retenir que :

Les males indemnes du mois d'aoclt sont en Gy et présentent uniquement une fraclion
distale forte. Leurs homologues porteurs d'une Sacculine interne ou externe ne subissent
qu'une faible diminution de celte fraction, diminution qui est plus sensible chez les indi-
vidus petits et moins résistants. A cette époque, chez tous ces animaux, on ne trouve
pratiquement jamais les fractions I et P.

Les femelles indemnes de la méme saison, elles aussi en U4, ne différent des males
que par quelques apparitions isolées de la fraction P sans que se manifeste un lien
évident entre ces protéines et un début de vitellogenése. Au mois de janvier par conire,
lorsque les Crabes ¢ ont des ovaires presque mirs, les fractions P sont plus fréquentes.
Mais 1& encore, la relation avec la maturation des ovules reste obscure. Le processus de
la ponte lui-méme n'ameéne que peu de variations dans le protéinogramme des femelles
qui porlent encore leurs ceufs. Comme chez les males, la Sacculine interne ou externe ne
provoque qu'une légére diminution de la fraction distale de I'némolymphe des hotes.

[ixiste-t-il des différences biochimiques raciales entre les Crabes de la Manche et ceux
de la Méditerranée ? Les analyses que nous venons de décrire n’en mettent pas en évi-
dence en ce qui concerne les protéines. Chez les animaux des deux hiotopes, on rencontre
les trois fractions D, I, P et aucune fraction spéciale ne les différencie. Lorsque des
dissemblances se manifestent dans les protéinogrammes de lots homologues prélevés &
la méme époque, elles ne sont pas dues & des différences constitutives des animaux, mais
sans doute, pour des raisons climatologiques, & une autre répartition annuelle de leurs
principales fonctions physiclogiques.
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Ceci n'exclut cependant pas que de telles particularités biochimiques puissent exisfer
et distinguer les deux populations. Elles ne sont alors perceptibles qu’d une autre échelle
ou concernent peut-étre d'autres substances.

6. Variations électrophorétiques saisonniéres des protéines du sérum de Carcinus
maenas de Roscoff.

La confrontation des résultats d’analyses de certains des échantillons étudiés jusqu’a
présent réveéle quelques discordances qui font pressentir 'existence de variations de la
composition en protéines de I'hémolymphe suivant I'époque de 'année a laquelle les
animaux- sont récoltés.

3

Le seul moyen de s'assurer de la réalité de ce fait consiste & répéter a intervalles
réguliers pendant au moins un an, un nombre suffisant d'électrophoreses pour que les
résullats soient représentatifs de la population et donnent une image approchée de sa
protéinémie pendant ce laps de temps.

C'est ce travail qui a été poursuivi de mars 1957 4 mars 1958 inclus.

a) Méthodologie.

Pendant une année entiére, une soixantaine de Crabes J et 2 fraichement péchés
nous ont été régulierement expédiés le 10 ce chaque mois par la Station biologique de
Roscoff. Seuls les mois de juillet et aott ont fait expeptlon Pour combler la lacune
d’aolit, nous avons utilisé les données recueillies le méme rmois, en 1954, & Roscoff, &

partir d’échantillons & et ¢ normaux. En définitive, seul le mois de Jmllet reste donc
mexplore.

Compte tenu d'une faible mortalité due au {ransport, les expériences ont porté sur
711 Crabes dont 366 males et 345 femelles.

Pour la majeure partie des échantillons, la taille moyenne des individus s'est située
entre 25 et 30 mm. Deux exceptions sont toutefois & souligner : celles des mois d’aolit et
de septembre ou les Crabes analysés sont plus grands (environ 38 mm). Les essais con-
cernent donc uniquement des animaux adultes et pubéres.

Une fraction inférieure & 3 % de cet effectif porle une Sacculine externe ou interne,
ou encore des exemplaires de Portunion maenadis. 11 est donc permis de considérer, sans
erreur grave, que l’ensemble de ces Crabes sont normaux.

Dés réception, ils ont été placés en eau de mer et régulierement nourris. Puis, 4 rai-
son de six ou douze par jour, des électrophoréses ont été faites pour la totalité des indi-
vidus. En général, elles se sont étalées sur une douzaine de jours. Compte tenu de ce
délai, on peut donc approximativement admettre qu elles correspondent 4 des Crabes
prélevés dans la période centrale de chaque mois.

Pour chaque animal aprés dissection et pour chaque électrophorése ont été notées
les caractéristiques habituelles. Une attention toute particuliére a été portee & Détat des
ovaires chez les femelles. <
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b) Résultats.

L'intérét essentiel de cette étude réside dans l'observation de la présence ou de l'ab-
sence des fractions électrophorétiques I et P suivant le sexe des animaux et la période
de l'année. Nous avons donc calculé le pourcentage de présences de ces fractions par
rapport au nombre total des individus de chaque échantillon mensuel & ou 9. Le tableau
XV ci-dessous rassemble les données numériques ainsi recueillies et les graphiques de
la figure 17 (page 115) les concrétisent. Les différentes colonnes du tableau indiquent,
de gauche & droite, pour chaque sexe : le mois, le nombre d’individus de I’échantillon
mensuel, leur taille moyenne, la fréquence en % de la fraction I et celle de la fraction
P. La colonne supplémentaire du groupe 2 exprime le pourcentage des Crabes dont les
ovaires manifestent, par la taille des ovules et leur couleur, une vitellogenése évidente.

TABLEAU XV

Fréguences mensuclles des fractions I et P
des sérums de Carcinus maenas de Roscoff
ct des présences d’ovaires en vitellogenése

alales Femelles

Nombre Taille % % Nombre Taille % % %

Mois d'animaix (mm) 1 P |d’animaux (mm) 1 P Vitello-

gendse
Mars ..ooiiiinnn. 43 25 97,7 4,6 a1 24 78,4 17,6 15,7
Avril oooiaiiel 28 25 50,0 0,0 16 26 68,7 25,0 25,0
Mal ..., 28 28 75,0 0,0 34 27 67,6 5,9 11,7
Juln ..o 32 25 65,6 0,0 19 26 52,6 5,2 5,3
Juillet ............ — — — — — —_ —_ — —
Aot ... .l 40 40 40,0 12,5 38 40 52,6 47,3 57,9
Septembre ........ 22 38 9,4 0,0 26 37 15,4 57,7 76,9
Octobre .......... 24 27 8,3 0,0 26 29 30,7 76,9 73,4
Novembre ........ 27 28 T4 0,0 32 28 0,0 75,0 68,8
Décembre ........ 30 26 21,8 0,0 26 27 0,0 57,7 65,4
Janvier ........... 26 26 69,2 0,0 32 27 31,5 78,1 53,1
Février .......0.... 35 30 82,8 0,0 25 30 52,0 50,0 52,0
Mars ... 29 29 58,6 0,0 19 31 21,0 42,0 36,8

N.B, — dont : Les animaux de ce mois ont &té réeollés en 1954 ; tous les autres datent de 1957 2 1958.

L’examen de toutes ces donunées montre que :

1° La fraclion intermédiaire est trés fréquente dans les premiers mois de l'année
chez les Crabes d. Elle diminue progressivement par la suite pour devenir exception-
nelle en septembre, octobre el novembre. Le mois de décembre annonce sa réapparition,
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29 Chez les femelles, la méme fraclion, subit des fluctuations analogues, mais un
peu moins marquées et seuls les deux derniers mois de P'année accusent une dispari-
tion totale.

3° La fraction P n’existe qu’exceptionnellement chez les males.

4° La fraction P est trés fréquente chez les femelles et s’y renconlre surtout d’aotit a
mars, disparaissant presque totalement durant les aulres mois.

5° La vitellogenése se manifeste de juillet & mars, alors qu’en avril, mai et juin,
on ne la rencontre plus que par exceplion. .

Quelles remarques et interprétations suggérent ces fails fondés, on le sait, sur un
nombre d’animaux important ? On se souvient que les essais antérieurs nous avaient
amené 4 penser que la fraction I pouvait étre lice au mélabolisme de la mue, bien que
la corrélation enlre ces deux lermes restdt assez imprécise. Au-deld des quelque ano-
malies dues aux hasards de I'échantillonnage, aux varialions individuelles ou a la patho-
logie, lexperlment&hon de longue durée qui vient d’éfre cvoquee confirme l'existence de
tels liens. Ceux-ci sont particuliérement nels chez les males ou les protéines intermé-
diaires sont les plus fréquentes durant les mois d'exuviation ou de préparation a ce
phénomeéne, c’est-a-dire de janvier a aott. C’est dans cette période en effet que, dans
les lots de Crabes regus, on observe le plus fort pourcentage d’'individus en Di, Ds, Ds,
Dy, étapes qui annoncent la mue, et en Cy, Cs, Cg et Ce-débuf, ¢tapes qui en indiquent
l’accomplissement récent. Or, la plupart des animaux en D manifestent une fraction I
souvent trés importante. Par contre, l'exemple du mois d’octobre monlre que chez
24 mdles examinés qui se trouvaient en C, cetle méme fraction ne se rencontre que
deux fois. Il en est de méme pour septembre et novembre.r Nul doute donc que les pro-
téines concrétistes par la tache intermédiaire ne soient impliquées dans les transforma-
tions métaboliques qui vont de pair avec la préparation d'une nouvelle carapace et de
tissus agrandis.

Aucune raison ne permet de supposer qu’il en est aulrement chez les femelles. Si,
dans ce sexe, le caractére périodique de I est un peu moins net et légérement décalé
verg la fin de l'année, c'est que le phénomene de la mue y interfére avec celui de la
vitellogenése et de la ponte. Ces deux processus physiologiques ne peuvent, en effet, se
produire simultanément ; il est bien improbable que l'organisme ¢ puisse & la fois
mobiliser ses réserves pour l'élaboralion d'un nouvel exosquelette et pour 1'édification
des ovocytes. Il est nécessaire qu'ils soient alternatifs, ce qui n’exclut d’ailleurs pas une
superposition partielle des phases préparatoires ou terminales de l'un ou de l'autre,
comme il apparaitra par la suite.

Auparavant, insistons sur le fait que, contrairement a une opinion trés répandue que
nous avons déja rapportée, il ne semble pas que la vitellogenése des Crabes de la Manche
ait une répartition saisonniere autre que celle des homologues méditerranéens. N.
Demrusy (1958) a déja altiré l'attention sur ce sujet. Les chiffres que nous avons obtenus
sont tout aussi formels et la figure 17 (page 115) le montre de facon expressive. A Ros-
coff, le pourcentage des femelles & ovaires volumineux et colorés n'est important que
d’aott & mars inclus. Il est trés faible en tout autre temps. Seule une généralisation un
peu hitive a pu faire penser que parce qu'on trouvait dans la Manche des Crabes ovi-
geres en toutes saisons -— ce qui est exact — ces animaux y pondaient indifféremment
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toute 'année, contrairement & ce qui se passe en Méditerranée. En réalité, de telles vitel-
Iogenéses ne sont que des exceptions et il ne faut pas les considérer comme représentatives
de I'état général de la population au moment considéré.

En ce qui concerne la ponte
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tant dans 'édification du maté-

riel ‘ovulaire, ce qui est d’aulant plus vraisemblable qu'elles paraissent caractéristiques
des femelles, Si, (reés exceptionnellement, on les rencontre chez quelques males, il ne s’agit
sans doute que de cas pathologiques, car, soulignons-le en cette occasion, les Inverlébrés,
eux aussi, peuvent élre malades, fait que trop souvent les Bivlogistes semblent ignorer.

Ajoutons encore que, s'il est impossible que mue el ponte coincident, i1 n’est pas
exclu que ces deux phénoménes se superposent dans une partie de leurs phases prépa-
raloires ou lerminales. C'est en tout cas ce que parail indiquer la coexislence assez fré-
quente des [ractions I el P. Celle coexislence ne concerne qu'une partie de la période de
vitellogenése., En effet, le sommel de histogramme des fréquences de P et des vitelloge-
neses se situe approximalivement au niveau de la dépression de celui des fréquences
de I-chez les femelles, ce qui signifie qu'a I'époque ol les maturations ovariennes sont
les plus nombreuses, les fractions intermédiaires. sont les plus rares. En général, ce n’est
que dans les périodes limites de cette zone que les deux sortes de protéines. coexistent
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avec la plus grande fréquence, surtout en janvier, février et mars. 1I est fort possible que,
vers la fin de la saison de vilellogenése, nombre d'individus commencent déja a ¢labo-
rer leurs protéines I en prévision de la mue qui suivra la ponte, De méme, au terme de
la saison de préparation des mues, certaines femelles peuvent débuter Vaccumulation
des substances P pour la ponte hivernale.

En résumé, si I'on veul bien écarter les exceptions el anomalies inhérentes a tout
matériel biologique, I'ensemble de ces faits complexes peut se schémaliser comme suit :

La fraction P n'est décelable chez les Crabes & que dans quelques cas rares el sans
doute pathologiques. Elle est, par contre caractéristique des femelles en vitellogenése et
s'y rencontire trés fréquemment & Roscoff, d’aott & février inclus.

La fraction I, qui parail liée & la mue par des liens encore inconnus, est commune
aux deux sexes. Dans la Manche, elle caractérise la majeure partie des mdles péchés de
janvier a juin, époque & laquelle on rencontre le plus grand nombre d’individus daus
la partie dynamique de leur cycle d'inlermue. Les mois suivants, et plus particulierement
septembre, octobre el novembre, constituent, dans ce domaine, une période de repos
ot la plupart des males sont en C, et sans fraction I.

Chez les femelles, cette méme fraclion I n’apparait que trés peu en septembre et
octobre, nullement en novembre et décembre et ces mois correspondent aux maxima de
vitellogenése. Elles deviennent plus fréquentes par la suite, lorsque ces Crabes, rétablis
de la dépense physiologique importante de la ponte, refont des réserves pour faire face
a la prochaine exuviation.

Voila Pessentiel des résultats de cette étude systémalique et prolongée. Peut-élre s'élon-
nera-t-on qu'il n'y ait pas été question de la fraction distale ? Cela ne signifie nullement
que celle-ci ait été négligée ou soit sans intérét. En toute époque, elle est visible sur les
bandes d'électrophorese et méme lorsque celles-ci ne sont que trés peu colorées en raison
du peu «de proléines présentes, c’est toujours au niveau de la fraction la plus rapide
que la coloration peut étre distinguée. Son importance varie toutefois dans des propor-
tions considérables. Trés souvent, la tache qui la matérialise est d'un bleu intense ;
dans d'autres cas, elle esl plus faible, moins importante notamment que les taches de 1
ou de P. Pour tous les animaux étudiés, nous avons noté, de facon sommaire, ces varia- -
tions en qualifiant les fractions de fortes, moyennes ou faibles. Si nous n’en faisons pas
élat, c'est que nous estimons cetle évaluation d’une précision insuffisante. A notre sens,
I'étude quantitative rigoureuse de ces variations exige une (echnique plus fidele el pré-
cise que celle de I'électrophorése sur papier. C'est a l'électrophorese en gélose que nous
réserverons, dans des fravaux futurs, le soin de résoudre ce probléme.

7. Nature des [raciions protéiques isolées.

Jusqu'a présent, les fractions sériques apparues sur papier n’ont été caractérisées
que par leurs positions par rapport & la ligne de dépot et désignées par des initiales
rappelant ces emplacements.

Répétons que cetle nomenclature provisoire, qui peut paraitre simpliste, est en
fait beaucoup préférable a celle qui utilise, pour des fractions inconnues, la désignation
par lettres grecques devenue classique pour le sérum humain. Ce dernier procédé, judi-
cieux et uwlile pour sifuer immédiatemenl les protéines nouvelles dans 'échelle des

i
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mobilités par rapport & un sysléme de référence bien connu, a le tort de suggérer
involontairement une parenté chimique probablement inexistante et en tous cas non
démontrée, entre des subslances d'origines différentes, Par exemple, ce n’est pas parce
que la fraction intermédiaire se situe & la hauteur de l'albumine humaine qu'elle doit
étre considérée comme étant de nature albuminique.

La nature des trois fractions protéiques isolées était inconnue. Divers essais ont
permis de la, préciser dans une certaine mesure,

a) Hémocyanine.

Pour la fraction D, statistiquement la plus fréquente, une observation trés sommaire
a indiqué qu'elle devait comporter I'hémocyanine. En effet, les sérums trés bleus se
caractérisent toujours, apres électrophorese, par une coloration distale trés intense, alors
(ue ceux qui sont presgue incolores correspondent toujours & des bandes ou cette tache
est trés faible. Ce point de vue a 6té pleinement confirmé par E. ZUCKEREANDL (1958)
chez Maia. squinado, par détection dn cuivre hémocyanique. Cet auteur pulvérise a la
surface des bandes de papier filire une solution acétonique de diéthyldithiocarbamate
qui fail apparailre en position dislale des spots jaune-péle caractéristiques du cuivre.
Ces observalions concordent encore avec les résullats de 1'électrophorese libre ot I'hé-
mocyanine s'est toujours révélée comme la fraction la plus rapide.

Pour oblenir des renseignements sur I'identité des autres protéines de I'hémolymphe,
nous - avons utilisé deux des méthodes de coloration spéeifique courantes en sérologie
humaine : celle des glycoprotéides et celle des lipoprotéines.

b) Glycopratéides.

On sait que les glycoprotéides, encore appelés mucoprotéides, sont des hétéropro-
téides dont le groupement prosthélique est de nature polyosidique. Aprés électrophorese,
ils peuvent étre mis en évidence par la méthode de Korw et GRoNWALL qui a été décrite
plus haut. Son application aux bandes portant le sérum de Crabe a provoqué une vive
coloration rouge au niveau des fractions infermédiaires et proximales (fig. 18, page 118),
alors que la fraction distale ne prend le colorant que de fagon imperceptible.

Quelles conclusions firer de ces faits ?

Dans les conditions de nofre expérimentalion, la méthode employée est spécifique,
car l'électrophorése et les divers lavages aqueux ef aleooliques éliminent les substances
susceptibles d'interférer de maniére trompeuse dans la réaction : hexoses libres, lipides
complexes, glycogeéne, sérine, thréonine, ete. Il est done trés probable que les deux frac-
tions intéressées contiennent de fortes proportions de glycoprotéides. A I'heure actuelle,
c’est tout ce que nous en savons. L’identité précise de ces substances fait encore défaut
et rien ne permet, jusqu'a présent, de les ranger dans l'une ou l'auire des grandes caté-
gories de la . classification de Meyer : mucopolysaccharides, mucoprotéines. mucoides
ou glycoproléines. Quoi qu'il en soit, il est, hors de doute que Yapprofondissement de
cette question apportera des résultats d’'une importance capitale. Pour s'en persuader,
il suffit de se souvenir que, parmi ces hétéroprotéides porteurs de polyosides, on comple
des composés biologiquement trés importants comme les hormones anté-hypophysaires,
les antigénes spécifiques des groupes sanguins A, B, O, 'ovalbumine, la chitine. Le role
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considérable que joue cetle derniére dans le mélabolisme des Arthropodes en général
et des Crustacés en parliculier ne manquera pas de nous rappeler les liens que nous
avons trouvés entre la fraction intermédiaive et les étapes pré-ecdysiales du ceyele d’in-
termue. II n'est nullement exclu qu'une partie des glycoprotéides de cetle fraction sai
formée par un ou plusieurs métabolites de la chitine, temporairement véhiculés par
le milieu intérieur ,ou encore qu’elle comporte des substances & activité hormonale. On
peut de méme supposer que la fraction P renferme des matériaux protéiques indispen-
cables a Dédification des réserves ovulaires, De telles éventualilés ne peuvent qu'encou-
rager de nouvelles recherches dans cette direction.

¢) Lipoprotéines.

L'hémolymphe de Crabe renferme-t-elle des lipoprotéines ? L'emploi de la technique
de SwHAN a permis de répondre par l'affirmalive & celte question. Le noir cérol B et
le noir Soudan colorent fortement la fraction P (fig. 18, ci-dessous), alors qu'ils ne laissent
que des traces infimes au niveau de D et de I .C’est donc dans la fraction P que se
lrouvent les lipoprotéines. '

ELECTROPHORESE SUR PAPIER

Fic. 18. — Coloration des glycoprotéides et -des lipoproléines du sérum de Crabes apres
" électrophorese sur papier.

Ce terme désigne, on le sait, des assoclations permanentes de molécules lipidiques
et protéiques, associations qui sont seules capables d’expliquer la « dissolution » des
graisses dans une phase aqueuse et leur masquage vis-d-vis des réactifs habituels.
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Le fait de rencontrer de tels complexes dans le sérum de Curcinus maenas est une
confirmation éclatante d'une anticipation de G. SMITH que nous avons signalée en son
temps. On se souvient que cet auteur, surpris de constater que les lipides de I'hémo-
lymphe n’étaient accessibles a leurs coloranis spécifiques qu’aprés dénaturation brutale,
avait ¢mis I'idée de leur liaison temporaire avec des. protéines pour transiter entre
Phépato-pancréas et les ovaires. A présent que nous savons que ces complexes existent
réellement, qu’ils font partie de la fraction électrophorétique P, que celle-ci correspond,
en général, aux animaux en vitellogenése, un tel mécanisme recoit des fondements
sérieux et il n’y a plus guére de raisons de douter qu’il ne représente la voie empruntée
par les subslances vitellines pour leur accymulation dans les ovocytes en maturation.

La nature exacte des parties protéiques et lipidiques de ces cénapses reste a déter-
miner. On peut s’interroger aussi sur la signification de la réaction doublement positive
de P avec les réactifs des glycoprotéides et des lipoprotéines. Ces deux groupes de subs-
tances coexistent-ils dans la fraction ? S’agit-il d'un lipide complexe inconnu qui n’au-
rait pas ét¢ éliminé par les lavages ? Est-on en présence d'une association ternaire lipide-
protéine-polyoside ? La question reste posée.

Quant aux traces de colorant fixées en ) et I, il est probable qu'elles sont dues a
des impuretés lipoprotéiques entrainées par 'hémocyanine et le groupe intermédiaire.
Ce phénomeéne est en elfet bien connu en sérologie humaine.

d) Conclusions,

En résumé, les essais qui viennent d'étre relalés ont permis de ranger les (rois
fractions électrophorétiques du sérum de Curcinus maenas en trois grandes catégories
du groupe des protéides. |

La fraction distale renferme un chromoprotéide cuivrique : 'hémocyanine. Ses pro-
priétés et son roéle sont relativement bien connus.

La fraction intermédiaire, et peut-8tre la fraction proximale, comportent des glyeo-
protéides de nature inconnue dont les fonctions, bien qu’encore non élucidées, peuvent
déja en partie étre supposées.

La fraction proximale seule contient des lipoprotéines chimiquement non identifiées
dont les rapporls avec la vitellogenése paraissent certains.

Bien qu’encore trés partiels, ces premiers résultals augurent de recherches nouvelles
qui permettront peut-étre d’éclairer le mécanisme d’édification de V'exosquelette et des ceufs
des Crustacés.

.III. — ELECTROPHORESE EN GELOSE

Aux renseignements fournis par I'électrophorése sur papier qui vient d'étre décrite,
nous avons voulu en ajouter d’autres en utilisanl 1'électrophorése en gélose.
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A. — Principe et avantages.

Cette technique, dont une premiére utilisation a été faite par A.H. Gorpon et Coll.
(1949), consiste & remplacer la bande de papier filtre de I'électrophorése sur. papier par
un gel de gélose tamponnée dans lequel s’effectue la migralion des substances a séparer.

L'emploi d'une gélose tamponnée comme support d’électrophorése présente des avan-
tages certains.

Du fait que, dans le gel, la part du substr at solide (1 a 1,0 %) est minime par
rapport & la quantité de liquide (98 a 985 %), les conditions de D'électrophorése se
rapprochent heauncoup de celles de V'électrophorése lihre, sans en avoir les inconvénients.
Le danger‘ d’une adsorption des protéines par le substrat, telle qu'elle est courante avee
le papier fillre, se trouve trés diminué avec la gélose. Les fractions sont alors beaucoup
mieux délimitées et ne manifestent plus d'effet de trainée.

La gélose purifiée constitue aussi un milieu trés transparent qui se préte fort bien a
la photométrie et & des évaluations quantitatives. Elle est de méme un support favorahle
a certaines réactions enzymaliques et permet donc la localisation de telles activités dans
les fractions séparées. v :

Reconnaissons toutefois que ces avantages indiscutables sont un peu atténués par
des exigences opératoires plus sévéres. Aussi, dans un but de simplification, nous avons
mis au point une cuve & électrophorése dans laquelle I'emploi de la gélose devient aisé.
Cette cuve présente en outre le grand avantage d'étre & usages multiples et de permettre
sans difficultés I'emploi des techniques suivantes :

—— Electrophorése sur papier ;

— Electrophorése en gélose ;

— Immunoélectrophorése ;

— Micro-immunoélectrophorése ;
Electrophorése en bloc d’amidon ;
— Electrophorése en gel d’amidon ;

i

Elle semble particuliérement adaptée & des travaux de Naluralistes qui v trouveront
la possibilité de faire d’intéressantes recherches comparatives dans une partie du Régne
animal encore peu explorée sous ce rapport.

Décrivons donc cet appareil en détail, en expliquant son fonctionnement pour cha-
que méthode.

B. — Mise au point d’une cuve & électrophorése 3 usages multiples.

1. Description.

De forme rectangulaire, la cuve est construite (1) en plexiglas transparent M 70 ou
M 222 variétés de ce matériau qui ne se déforment qu'a des températures supérieures a
1000 C. Ses différentes parties sont assemblées a la colle « Colloplex », sous pression,
aprés un ajustage trés rigoureux.

(1) Conslruile et diffusée par les Etablissements Chaix, 6, Avenue Milton, Nancy.
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Le bloc d'alimentation

La cuve A électrophorése

Fic. 19. — Appareil & électrophorése & usages multiples
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Le format intérieur est 300 x 260 X 70 mm.

Une vue d'ensemble de la cuve et de ses accessoires est donnée par la figure 19
(page 121). ,

Une coupe longitudinale est représentée par la figure 20 ci-dessous.

Un plateau central et horizontal de 260 X 180 mm, en plexiglas noir — couleur qui
facilite les observations sur les gels — sert de table d’électrophorése (L). Il subdivise la
cuve en deux bacs latéraux (I') pour le tampon (N) et un compartiment central (J) qui
permet un refroidissement par circulation d’eau ou de saumure (I = arrivée ; K =
vidange).

Sur les monlants de la table sont collées deux régles (Z) dont le rdle apparaitra par
la suite.
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F1c. 20. — Coupe transversale de la cuve a électrophordse & usages multiples.
Légende dans le texte. )

Comme dans le dispositif original de P. GrRaBar et C. A. Wirriaus (1955), pour éviter
des varialions trop importantes du pH pendant I’électrophorése, le tampon est renouvelé
goutte & goutle dans les bacs latéraux par un systéme de becs d’arrivée (A) et de tubes
de trop-plein, ces derniers n’étant pas visibles sur la figure. L’alimentation en tampon _est
agsurée par un réservoir de 5 & 10 1, surélevé par rapport & la cuve, et dont le débit
peut se régler par robinets ou pinces & vis. Le frop-plein s'écoule dans un récipient de
recueil placé au-dessous du niveau de la cuve. Une rotation partielle des tubes de trop-
plein & l'intérieur de leur joint en caoutchouc permet un réglage du niveau du tampon ;
une rotation de 180° en assure la vidange automatique.

Les électrodes, formées par un conducteur en platine (O) fixé sur une régle en plexi-
glas (P), sont amovibles et s'adaptent par pression sur les fiches de connexion (B) qui
traversent les parois latérales de la cuve.

Le couvercle (S) réalise une enceinte close et ses bords rabattus et perforés (R) sont
fraversés par les fiches de connexion de l'al’mentation électrique. Ce systeme constitue un



PROTEINES DU SERUM DE CARCINUS MAENAS PAR ELECTROPHORESE 123

verrouillage de sécurité simple qui empéche toute ouverture non intentionnelle de la cuve
sous tension, sans pour cela exclure les observations et mesures sur les bandes et plaques
d’électrophorese durant les expériences.

Cuve et couvercle portent des poignées (C, T) qui en facilitent la manipulation. Grace
aux surfaces planes et aux propriélés du p lexiglas, le nettoyage de Iensemble est des
plus aisés.

Divers accessoires de conception et d’adaptation trés simples permettent 'emploi de
chacune des méthades citées.

Ainsi, un cadre rectangulaire de 260 X 210 mm, muni de deux poignées et de quatre
pieds et dont les montants longitudinaux portent chacun une fente de 1 mm, sert &
tendre les bandes pour I'électrophorése sur papier. Il se pose librement sur les deux régles
extrémes de la table d’électrophorése.

Deux plaques en plexiglas transparent de 260 X 40 X 6 mm, dites plaques d'arrét
latérales. peuvent s’appliquer contre les régles Z et former ainsi. avec les montants -du
platean central, deux tranchées destinées & recevoir une partie des gels au moment de la
coulée. Ces plaques portent quatre taquets placés de telle sorte que. lorsqu’on utilise la face
qui leur donne la position la plus basse. les tranchées se trouvent fermées entiérement
& leur partie inférieure. Si, par contre. on utilise la deuxiéme face qui donne une position
haute. i1 subsiste & la base des tranchées une fente dont le rdle sera indiqué par la suite.
Six cales cvlindriques en rondin-plexiglas de 10 mm sont pourvues & une extrémité d’un
embout de caoutchoue. Elles servent & maintenir en place les plaques d’arrét.

Une plaque dite de surélévation de 240 X 76 X 6 mm peut se placer en position
médio-longitudinale sur la tahle d’¢lectrophorése et sert pour la microméthode. Elle est
alors complétée par deux régles d’arrét qui forment avec elle denx tranchées réduites
pouvant recevoir les gels.

Deux ponts mniobiles de grande taille délimitent, lorsqu’ils sont posés sur la table
d’électrophorése et dans les tranchées latérales, des moules dont la largeur peut étre
réglée & volonté.

Deux ponts mobiles de petite taille remplissent un réle semblable lorsqu’ils sont
adaptés & la plaque du surélévation et & ses régles d'arrét.

Le courant est fourni par un bloc d’alimentation (fig. 19, page 121) qui transforme
un courant allernatif de 50 p. p.s. (110 ou 220 V) en courant redressé et stabilisé, réglahle
de facon continue de 50 a 220 V. Le débit de cette source est extrémement stable juscqu'a
170 mA. Un milllampéremetre de contrdle permet de mesurer cette mtemlte. alm’c. qu'un
voltmetre indique la tension existant aux bornes de la cuve. '

2. Fonclionnement. -
a) Montage- général.
L’ensemble du dlsposmf prét A fonctionner comporte :

-— la cuve & électrophorése proprement dite et ses accessoires :
— lalimentation en tampon ;
— le bloe d’alimentation en courant continu.
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La cuve est construite de sorte que, lorsqu’elle repose sur un plan horizontal, son
plateau central soit parfaitement parallele a celui-ci. Elle peut donc &ire installée sur
une table ou une paillasse remphssant cette condition. Lorsqu'un tel plan fait défaut, on
peut le créer & l'aide d’'une glace épaisse munie de trois pieds & vis réglables. La vérifi-
cation de I’horizontalité de I'ensemble du dispositif se fait aisément avec un niveau a eau
circulaire.

L’alimentation en tampon peut se faire & partir d'un tonnelet & eau distillée de 5 ou
10 1 ow & l'aide de tout autre récipient comportant une tubulure inférieure. Sur celle-ci
on adapte. par un bouchon de caoutchoue, un Y en verre dont les hranches symétriques
portent chacune un robinet & une voie qui se prolonge par un conduit en caoutchouc ou
en polyéthyléne qui rejoint le bec d’arrivée du bac & tampon de la cuve. Une fois le débit
réglé au goutte a goutte, il est bon de le contrdler & plusieurs reprises, les obstructions
étant fréquentes. Il est de méme recommand? de filtrer le tampon de temps a autre pour
limiter de tels incidents. A la sortie de la cuve, le tampon collecté par les tubes de trop-
plein est amené par deux conduits & un flacon récepteur de capacité au moins égale a
celle de la réserve utilisée. Les extrémités inférieures de ces conduits ne doivent & aucun
moment plonger dans le tampon sous peine d'un circuit électrique secondaire. La réali-
sation du flux continu de tampon n’est indispensable que pour les électrophoréses au
cours desquelles I'intensité du courant pourrait produire une électrolyse considérable du
tampon, donc une modification sensible du pH.

--—DEVERSOIR CUVE

M i

Fi1c. 21. — Schéma d'un dispositif de sécurité pour le circuit de refroidisse-
ment de la cuve & électrophorése a usages multiples.

Le refroidissement du support et de I'enceinte d’électrophorése peut &tre obtenu par
circulation d’eau ou de tout autre liquide réfrigérant dans le compartiment central de la
cuve. Dans le cas de T'eau, il suffit de brancher la tubulure d’enirée sur une canalisation
d’eau froide et de régler un débit modéré. Pour éviter toute surpression qui pourrait étre
fatale & la cuve et obtenir en méme temps un dégazage partiel de ’eau, il est recommandé
d’intercaler dans le circuit d’arrivée le dispositif de sécurilé représenté par la figure 21
ci-dessus. Pendant le remplissage initial de la cuve, il est nécessaire de maintenir celle-ci
dans une inclinaison favorable a l'dlimination de l'air résiduel.

D'une maniére générale, deux prescriptions trés importantes doivent toujours étre
respectées lors de l'utilisation de la cuve
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1° Sous peine de déformation importante, ne jamals couler direclement un gel chaud
sur le plexiglas de la table d’électrophorése. Toujours recouvrir celle-ci d'une
plaque de verre de format approprié;

2o LEviter toute surpression dans le compartiment de refroidissement.

L’emploi du bloc d'alimentation est simple et ne demande aucune précaution parti-
culiére.

by Elecirophorése sur papier.
Le principe reste le méme que dans ia plupart des autres cuves existantes.

Découper des bandes rectangulaires de papier a électrophorése d'une longueur de 250
mm et de la largeur désirée. En introduire les extrémités dans les fentes du cadre porte-
bandes el tendre le papier en faisant dépasser des longueurs égales de chaque coté. Réa-
liser des pliures nettes au niveau des fentes et veiller & I'horizontalité du papier.

Remplir ensuite les bacs latéraux de tampon jusqu'a affleurement du bord supérieur
des régles Z. Mettre en place le cadre porte-bandes de fagon a ce que les extrémités du
papier plongent de chaque cbté dans le tampon. Celui-ci progresse par capillarité dans
le papier. Aprés fermeture de la cuve, attendre la fin de cette imbibition spontanée. Une
fois qu'elle est terminée, retendre les bandes s'il y a lieu et déposer le mélange & analyser
suivant le procédé habituel, en se servant derepéres lracés au préalable. Refermer la cuve
et lui appliquer la tension choisie.

Une fois la séparation jugée suffisante, sortir le cadre et les bandes et laisser sécher
pendant une demi-heure a la température ambiante. Découper ensuite le papier filtre au
ras des bords internes du cadre et terminer le séchage sur une plaque de verre a I'étuve
& 80° G pendanl vingt minutes.

On peut alors procéder & la coloration des fractions suivant les méthodes habituelles.

Pour de telles électrophoreéses, il n'est pas nécessaire de réaliser un flux continu de
tampon. Il suffit de changer celui-ci au bout de cing ou six utilisations.

c) Electrophorése en gélose.

L'un des avantages de la cuve que nous avons congue est de permettre la réalisation
de formats variables & volonté dans le sens de la largeur. C'est ainsi que l'on peut se
servir de plaques de gélose de 240 X 480 mm ou de bandes dont la largeur est réglable
de 0 & 240 mm. Il suffit pour cela de disposer de plaques de verre du format désiré.

— Grand format.

Pendant que la gélose tamponnée fond au bain-marie bouillant dans lequel sont égale-
ment réchauffées les pipettes, préparer la cuve.

Pour cela, aprés un contréle d’horizontalité, recouvrir la table d’électrophorése d'une
plaque de verre photographique de 240 X 180 mm enduite d'un film de gélose a4 4 %,
sans sel, étalé au doigt et séché & I'étuve a 80° C. Ceite précaution confére une bhonne
adhérence & la gélose qui sera versée par la suite.
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Mettre en place les deux plaques d’arrét latérales en les appliquant contre les régles
Z et en uiilisant la face qui leur donne la position la plus profonde. Les maintenir a
l'aide des six cales eylindriques (trois de chaque coté) que l'on pose aisément en placant
I'embout de caoutchouc contre la parol de la cuve et I'extrémité opposee contre la pldque
d’arrét. Une fois en place, les cales doivent étre horizontales ef au niveau du bord supé-
reur des électrodes. L'une doit é&tre au. centre, les deux autres aux extrémités de la
plaque d'arrét.

On crée de la sorte, de chaque coté de la table d’électrophorése une tranchée dans
laquelle s'écoulera une partie de la gélose. Pour en -parfaire 1'étanchéité, couler & la
pipetie un joint de gélose suivant toutes les lignes de fuite possibles. Laisser refroidir
quelques instants, puis verser la totalité de la gélose prévue sur le centre de la plaque de
verre. Ge volume se calcule aisément en fonction de 'épaisseur de gel désirée. Le refroi-
dissement de celui-ci est beaucoup accéléré par la circulation d’eau. Pendant le refroidis-
sement, fermer la cuve avec une plaque de verre qui freine 1'évaporation. Une fois la
gélose SOll.dlf ée, enlever cales et plaques d’arrét par simple glissement vers le haut. Décou-
per ensuite ; & 'emporte-piece et & l'endroit désiré, les cuvettes destinées & recevoir le
mélange & analyser, Iui-mé&me dilué dans de la gélose. Lorsque ces cuvettes doivent é&tre
alignées, il est facile d'y parvenir en se servant d'une régle que l'on pose sur les régles
du plateau central. Le remplissage terminé, garnir les bacs latéraux de tampon jusqu'a
affleurement des orifices de trop-plein orientés vers le haut. Les retombées latérales de
gélose baignent alors directement dans le tampon dont l'arrivée doit étre réglée goutte
4 goutte, et non en un filet continu qui provoquerait un circuit secondaire au travers de
la réserve de tampon. La cuve peut ensuite &tre fermée et mise sous tension. La valeur
initiale du voltage choisi baissera légérement au début de l'électrophorése par suite de
I'échauffement progressif du gel et de la diminution de sa résistance. Elle pourra étre
rétablie sans difficultés en agissant sur le polentiométre du bloc d’alimentation.

Pendant l'électrophorése, le couvercle de la cuve se cintre quelque peu sous l'action
de la chaleur et de 'humidité. Il n’est pas nécessaire de contrecarrer cette déformation
par des surcharges, car elle disparait spontanément aprés refroidissement et séchage.

Lorsque la séparation électrophorétique est suffisante, découper la plaque de gélose
au scalpel ou &'la spatule suivant le périméire du verre. Décoller celui-ci du plexiglas &
I'aide d'une spatule de dentiste et sortir la plaque de la cuve. Procéder ensuite a la fixa-
tion, au séchage et & la coloration suivant les méthodes originales.

— Format réglable.

La largeur de la plaque peut étre choisie & volonté jusqu’a un maximum de 240 mm.

On place par exemple sur le plateau cenlral une plaque de verre de 180 X 40 mm
préparée comme ci-dessus. On I'encadre ensuite par deux grands ponts mobiles et l'on
met en place les deux plaques d’arrét latdérales maintenues par quatre cales situées vis-a-
vis des ponts. Les joints d’étanchéité sont faits & la pipette, comme précédemment. Une
fois que la totalité de la gélose est coulée et refroidie, on enléve les plaques d'arrét en
laissant en place les ponis. Les operatlons suivantes sont les mémes que pour une plague
de grand format

On ne manquera pas de noter que deux, trois, quatre, cinq ou six plaques de 180 X
40 mm peuvent étre traitées simultanément de la méme fagon. Chacune d'elles peut éire
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enlevée individuellement de la cuve au moment choisi, par découpage de la gélose, alors
que I'électrophorése continue pour les plaques restantes.

On peut aussi se conlenter d'utiliser un seul pont mohile en se servant de l'une des
régles du plateau central comme second bord.

Finalement, on peut encore envisager 'électrophorése simultanée de plaques de gélose
d'épaisseurs différentes, chacune d’elles étant séparde de sa voisine par un pont.

d) Immunoélectrophorése en gélose

Apres électrophorése simple en gélose telle qu'elle vient d’étre décrite, il suffit de
découper dans le gel les cuvettes longitudinales destinées & 'immunsérum. Cette opéra-
tion est grandement facilitée dans notre cas en remettant en place les plaques latérales
qui servent de supporls a la régle le long de laquelle on fait glisser le scalpel. Les
manipulations ultérieures sont strictement conformes a la technique originale de P. Gra-
BAR et C. A, Winriams (1953).

e) Micro-tmmunoélectrophorése.

On sait que dans cette méthode, élaborée par J.J. ScHEIDEGGER (1955), au lieu d'utili-
ser de grandes plaques de gélose, on se sert de lames porte-objet pour histologie, de
dimensions standard (75 X 27 mm).

Pour faire de telles microélectrophoréses dans notre cuve, il convient de placer au
milieu de la table d’électrophorése, dans le sens de sa longueur, la plaque de surélévation.
On pose ensuite sur cette derniére un maximum de neuf lames porte-objet enduites d'un
film de gélose stche ; puis, on l'encadre latéralement, avec un écart de 5 mm, par les
régles d’arrét que l'on charge de poids quelconques pour les immobiliser. Les joints
d’étanchéité se font a la pipette et aprés leur refroidissement on recouvre les lames d'une
quantité calculée de gélose. Lorsque celle-ci est solidifiée, les regles d’arrét sont enlevées
et on dépose le sérum suivant le procédé original. Pour faire monter le tampon sur le
plateau et I'amener au contact direct de la gélose, il suffit d’obturer les tubes de trop-plein
en les coiffant de caoutchouc ou de pincer leurs conduils d’écoulement. Bien que réali-
sable, un renouvellement continu du tampon-n'est pas nécessaire ici, car I’électrophorese
a une durée réduite. Lorsque celle-ci est terminé, on découpe la gélose suivant les bords
longitudinaux de la plaque d'arrét. Si toutes les lames doivent subir un méme traitement
ultérieur, on peut se servir de la plaque de surélévation comme support et les manipu-
ler ensemble. Dans-le cas contraire, on les découpe pour les traiter individuellement.

11 est intéressant de savoir que, si l'on fait uniquement des électrophoréses simples
dans cette microméthode, par exemple pour un travail en série ou préliminaire, il est
loisible de remplacer les lames multiples par une plaque unique de 240 X 76 mm qui
donnera la possibilité d’analyser 24 échantillons simullanément.

A Popposé, il est possible aussi de faire des essais avec une lame unique ou d'une
autre largeur en se servant des petits ponts mobiles qui sont prévus pour l'encadrer.
Naturellement faudra-t-il alors réaliser une étanchéité relative entre la table d’électropho-
rése et la plaque de surélévation par des joints de gélose en dehors de l'aire délimitée
par les ponts.

Pour la partie immunologique des essais, la technique employée sera identique & celle
décrite par J.J. SCHEIDEGGER.
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) Electrophorése en bloc d’amidon.

Le bloc d’amidon préconisé par H. G. KUNKEL et R. J. SLATER (1952) pour cette métho-
de se désagrégerait au contact direct du tampon. Pour éviter cet inconvénient, on délimite
le moule dans lequel amidon doit étre coulé avec les mémes accessoires que pour la
gélose, mais en se servant de la
seconde face des plaques d’arrét
latérales qui se trouvent alors en
posmon haute et laissent une
fente & la base -des tranchées
formées (fig. 22, ci-contre). Pour
AMIDON G, ,COTON obturer cette fente, on bourre
le fond des tranchées de coton
hydrophile. La suspension
d’amidon peut alors étre coulée
normalement, en commencant
par le remplissage des tranchées
et en opérant en plusieurs fois
afin de prévenir un affaissement
ultérieur du substrat dans ces

P69, — G ; e d e de 1a table d'élect régions. Une légére fuite du
16. 22. — Coupe fransversale d’'une partie de la e d'électro- ) : .
phorése montrant le détail de la connexion du bloc tqmpon n est’ pas uljl‘ 1110?nve—
d’amidon et du tampon. nient puisqu’elle facilile l'esso-

rage du bloc. Cet asséchement
peut se compléter par application de papier filire sur la face supérieure du bloc. Lorsque
la consistance désirée est atteinte, on depose le mulange a analyser par insertion dans
une fente du bloc, on nettoie si nécessaire les bacs a tampon, puis, aprés remplissage, on
procéde a I’électrophorese La suite des opérations reste conforme aux techniques origi-
nales. On nofera qu'ici encore le format peul &lre choisi librement dans le cadre des
dimensions limites.

g) Electrophorése en gel damidon.

Dans la cuve & usages multiples, la mise en ceuvre de la méthode de O. SMITHIES
(1955) est trés simplifiée. La délimitation du moule de grand ou petit format se fait
comme pour la gélose, aprés avoir protégé la table d'électrophorése par une plaque de
verre. Les joints d'étanchéité sont devenus superflus, car le gel est suffisamment vis-
queux pour ne pas donner lieu & des fuites. Pour le démoulage, au lieu de faire glisser
les plaques d’arrét, il est préférable de les écarter du gel en commengant par la base.
Au besoin, on saldera d'un scalpel pour en libérer les arétes. Il est ensuile recom-
mandé de remetire en place les plaques pour la durée de 1'électrophorése, en utilisant
leur seconde face, car nous avons constaté dans cerlains cas, et surtout du cété ano-
dique, un gonflement du gel qui peut amener une rupture de connexion. La pression
des plaques empéche de tels incidents.

Dans la technique originale, le gel doit &tre parfaitement couvert par un couvercle
qui empéchera sa dessication. Cette précaution devienl superflue dans notre dispositif,
car le couvercle de la cuve réduit suffisamment l'évaporation pour que celle-ci ne
perturbe plus I'électrophorése et que les séparations soient excellentes dans 1'épaisseur
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du gel. C'est cette partie centrale qui est découpée et colorée aprés sortie de la cuve, &
laide d'un fil métallique trés fin du type magnétophone.

De plus, alors que dans le dispositif décrit par Syuruigs il faut autant de moules en
plexiglas que de formats désirés, notre appareil permet de faire varier la largeur des
plaques de gel a volonté. La seule difficulté réside dans l'obtention de quantités plus
grandes de Del homogeéne et sans bulles d’air. Elle peut &ire éliminée en employant pour
sa prepfuatmn des récipients de plus grande taille et une surface de chauffe suffisante.

Comme on peut le constater, la cuve a usages muitiples que nous venons de décrire
est d'un maniement simple et comporie un champ d’application fort large. Si nous
essayons de résumer ses avantages, nous dirons qu'elle permet de réaliser, dans un
méme appareil, toute une série de {echniques pour lesquelles il fallait jusqu'a présent
autant de dispositifs différents. Cette polyvalence est obtenue non pas au détriment de
la qualité des résultats, mais s’accompagne au contraire, & qualité égale, de simplifica-
tions opératoires appréciables. L'une des plus importantes réside dans la suppression des
connexions de papier fillre entre les gels et le tampon. L'éventail des possibilités offertes
est particulitrement intéressant pour les chercheurs individuels qui ne veulent pas res-
treindre leurs essais & une technique unique, mais qui cherchent a tirer de la comparai-
son de plusieurs méthodes des résultals souvent insoupconnés. Or, pour les Naturalistes
le champ d’application est ici des plus vastes. Les résultats que nous avons obtenus
avec le sérum de Carcinus mdenas en seront la meilleure démonstration.

C. — Electrophorése en gélose du sérum de Carcinus maenas.

L’électrophorese en gélose a déja été employée en 1949 par A.H. GorpoN et Coll.
Mais ses modalités ont surtout été mises au point par P. GraBar et C. A. WiLLiams (1953,
1955) lors de I'élaboration de la méthode immunoélectrophorétique. Elles constituent un
mode opwatowe {rés précis qui n'est encore que peu connu des Naturalistes et que, pour
cette raison, il sera utile de décrire en détail en signalant les modifications que nous y
avons apportées. -

1. Technigue wtilisée.

I’hémocyanine des Crustacés a un point isoélecirique voisin de celui de la sérum-
albumine humaine (4,7). Il nous a donc paru judicieux d’employer un support identique
a celui qui donne d’excellents résuliats dans I'éleclrophorése du sérum humain, notam-
ment une gélose & 1,25 %, tamponnée & pH 82. '

a) Préparation de la gélose.

Dans une bhoile de Roux, a 400 ce d'eau distillée neutre, ajouter 30 g d'une gélose
bactemologlqm de premitre qualité (leco ou- Oxoid). Solubiliser cette gelose au bain-
marie. bouillant en agitant de lemps a aulre, puis la couler dans une cuvette émaillée
de 350 X 250 mm par exemple, Aprés refrrjldlqsement découper la plaque formée en
petits cubes d’environ 1 em de coté. Laver ceux-ci pendant trois jours dans de lean
dlstlllee neutre que 'on renouvelle deux fois par jour. Etaler ensuite ces cubes en cou-
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che unique sur papier filtre pour absorber leur eau périphérique. En peser quatre ou
cing dans un vase a tarer et les amener a siccité compléte par séjour a 'étuve & 110° C.
Pendant ce temps, peser la totalité des cubes restants et les conserver dans un ballon
de 2 litres clos, en chambre froide. A partir du poids de la gélose séche, calculer la
teneur du gel en malitre seche. Dans les conditions décrites, cette teneur est, en général,
voisine de 4 %.

Préparer alors la gélose tamponnée de la maniére suivante :

Faire fondre & nouveau au bain-marie bouillant Ia quantité connue de gélose lavée
du ballon de 2 litres, en y ajoutant une quantité d’eau distillée neutre telle que le taux
de gélose soit ramené & 2,5 %, Prélever 20 ml de cette gélose diluée et la répartir dans
une dizaine de fubes & hémolyse contenant chacun deux gouttes d'une solution aqueuse
a 1 % d'éthylmercurithiosalicylate de sodium qui sert d’antiseptique. Cette réserve de
gélose non tamponnée servira & la dilution du sérum pour son dépdt dans la plaque
d’électrophorése. Elle se conserve fort bien sous cette forme dans un flacon bouché dont
le fond est garni d’eau et de merthiolate.

Au reste de la gélose diluée du ballon dont le volume est toujours connu, ajouter
une quantité égale de tampon chaud a pH 82 et de concentration 0,05 M. La formule
de ce tampon est :

Véronal sodique ............. 47586 g
Eau distillée neutre .......... 3 litres
HCL N/AO oo 0,690 litre

Vérifier le pH et, si besoin, l'ajuster a 82.
Compléter & l'eau distillée neutre jusqu’a un volume total de 4,265 litres.

Cette opération dilue la gélose & 1,25 % et la rend conductrice. Une derniére purifi-
cation est réalisée par filtration sous pression réduite, sur Buchner garni de papier filtre
pour gélose, tout le matériel étant naturellement préchauffé par ringage a 'eau distillée
bouillante.

Finalement, la gélose filtrée est répartie dans des erlenmeyers dont la contenance
est choisie en fonction des dimensions des plaques de gélose que l'on se propose de
couler. Des récipients de 100 et 250 ml conviennent pour les formats les plus courants.
Ils renferment respectivement 4 et 2,5 ml de merthiolate au 1/100 et, aprés remplissage,
sont fermés hermétiquement et conservés au frais jusqu'a l'emploi. )

b) Préparation des plagues.

A l'usage, la marche & suivre que nous avons adoptée et qui va étre décrite, s’est
avérée particuliérement commode.

L’erlenmeyer contenant la quantité désirée de gélose tamponnée est réchauffé dans
une bouilloire électrique de 1,5 & 2 litres qui fail office de bain-marie bouillant. Pour
éviter toule ébullition désordonnée, cet appareil est placé sous le contrdle d'un régulateur
bilame. On y chauffe en méme temps une éprouvette a pied de 50 ml contenant de I'eau
distillée dans laquelle plonge une pipette de 1 ml, graduée au 1/10, pour la préparation
du mélange & analyser. Sur son bord, on place encore, serré dans une pince métallique
A coussinets de caoutchoue, un fube & hémolyse avec de la gélose & 25 % non tampon-
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née. Lorsque la gélose de l'erlenmeyer est entitrement fondue, on procéde & sa coulée
dans la cuve a électrophorése comme il a été indiqué plus haut. Une épaisseur de 4 mm
a 6té adoptée en général. Pendant la solification du gel, on prépare dans un bain-marie
& 45° et sans jamais dépasser cette température, le mélange gélose-sérum de Carcinus
maenas, Gelui-ci s'obtient en versant dans un tube 4 hémolyse tiede successivement 0,5 ml
de gélose & 2,5 % sans sel, 0,3 ml d’eau distillée & 45°C el 0,2 ml de sérum, en ayant
soin d’homogénéiser chaque fois & I'aide d'un agitateur fin préchauffé. La quantité de sérum
doil étre augmentée ou diminuée suivant la richesse de I'hémolymphe en protéines. A
I'approche de la mue, par exemple, 0,4 ml de sérum est amplement suffisant.

Pendant que la température du mélange s’équilibre au bain-marie, on découpe &
l'emporte-pitce dans la plaque de gélose refroidie une cuveite de diiiensions et de
forme approprices. Pour éviter toute fuite par la base, on y coule immédiatement une
goutle de gélose tamponnée & 1,25 %. Avec une pipette fine & pointe incurvée, préchauffée
par rincage, on dépose ensuite 0,2 cc du mélange gelose-sérum. Il est bon de recouvrir
ce dépét d’'un peu de gélose supplémentaire qui s'étalera légérement en dehors des limites
de la cuvefte, mais aura 'avantage de la renforcer,

Alors que pour le sérum humain la ligne de départ est généralement placée au milieu
de la plaque, pour le sérum de Crabe, il est préférabie de la décaler vers la cathode,
en la plagant par exemple & 60 mm du bord de la plaque.

¢) Electrophorése.

Une fois le mélange & séparer en place, I'élecirophorése est conduite comme il a été
indiqué lors de la description de la cuve a usages multiples. Il faut noter toutefois que,
comme le milieu intérieur des Crustacés a une concentration saline relativement élevée
et qu'une différence de salinité trop considérable entre le mélange déposé et la gélose
environnante peut entrainer des cassures du gel & ce niveau, il est recommandé de lais-
ser diffuser les sels pendant une demi-heure avant le passage du courant.

A 110 volts, une durée de passage du courant de & h a 4 h 30 est trées suffisante.
Elle peut naturellement étre prolongée lorsqu’on désire une résolution supérieure.

d) Fization.

Aprés découpage au scalpel, les plaques de gélose sont fixées par immersion pendant
deux heures dans un bain aqueux d'acide acétique & 2 %. Celui-ci précipite les protéines
et rend vigible les plus abondantes sous forme de taches blanches.

e) Séchage.

Apres fixation, la gélose est recouverte de deux feuilles de papier filtre épais (Arches
n° 304) de mémes dimensions, que ’on mouille au préalable & I'sau distillée. Aprés avoir
contrdlé I'absence de toute bulle d’air enfre la gélose et le papier, les plaques sont mises
a Iétuve a 45° G jusqu’a dessiccation compléte (une nuit environ).

Le r6le du papier consiste & absorber 'eau ef les sels de la gélose, car une persis-
tance de ces derniers enléverait la transparence du support.

Une fois le papier filtre enlevé de la plaque séche, celle-ci est rincée sous un filet
d’eau, afin d’éliminer les fibres cellulosiques qui y adhérent et on passe & la coloration,
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fy Colorations el lavages.
— Coloration générale des protéines.

Les colorants utilisés sont les mémes que ceux qui servent pour les protéines du sérum
humain. Nous avons employé I'’Amidoschwarz 10B qui donne une teinte bleu noir et
I'Azocarmin G qui révéle les protéines sous forme de taches rouges. La seconde coloration
est moins intense que la premiére, mais délimite plus nettement les surfaces occupées par
les proiéines. Elle facilite donc la distinetion de bandes tres voisines comme on les
trouve au niveau de I'hémocyanine.

Rappelons les formules des solutions colorantes :

Amidoschwarz 10 B

Tampon acétale ............... 900 ml
Glycérine ......... ... . oo.... 100 ml
Amidoschwarz ................ 1g

Azocarmin G.

Tampon acétate ............... 900 ml
Glycérine ..................... 100 mi
Azocarmin G .......... .. ... .. 0,500 g
Tampon acétate.
Acide acélique N (60 g/1) ...... - 500 ml
Acétate de Na 3H,0 N/10 (18,6

g/l 500 ml

Les plaques d’électrophorése séchées el rineées sonl immergées pendant cing heures
dans l'un ou l'autre des deux colorants, puis lavées pendant deux hem‘es dans une solu-
tion de lavage de formule :

Eau distiliée .............. ... ... 830 ml
Acide acélique .................. 20 ml
Glycérine ............ ...l 150 ml

Cette solution est renouvelée au bout de la premiére heure. Le lavage peut élre con-
sidéré comme terminé lorsque le fond de gélose est redevenu incolore. Chaque fois qu'une
photométrie est prévue, les condltlons de coloration et de lavage doivent étre strictement
standardisées. : A

Les plaques sont ensuite séchées & Pétuve & 37° C pendant vingt-quatre heures. La
présence de glycérine dans les bains de lavage rend possible le décollement du film de
gélose de son support de verre. Cette forme de stockage rend possible une conservation
mdeﬁme des documents sous un volume frés réduit. Lorsque, pour une manipulation
plus aisée, on choisit de laisser la gélose sur le verre, on peut supprimer la glycérine et
faire les lavages simplement avec une eau acétique a 2 %.

— Coloration des lipoprotéines.

Nous avons adopté la technique au noir Soudan mise au point par J. UrigL et J. J.
SCHEIDEGGER (1955).



PROTEINES DU SERUM DE CARCINUS MAENAS PAR ELECTROPHORESE 133

Le réactif se prépare de la maniére suivante :

Alcool absolu ............. b 600 ml
Eau distillée .............. cevean. 400 mi
Noir Soudan ............. ... ... 12 g

Chauffer jusqu’a I'ébullition. Laisser refroidir a la température ambiante. Filtrer en
répartissant dans de petils flacons colorés de 250 ml. Dien houcher et conserver a 1'obs-
curité. Au moment de 'emploi, ajouter 04 ml de soude & 25 % par 50 ml de solution
colorante. Celte solution ne sert qu'une fois.

Pour la coloration des lipoprotéines, les plagques séjournent pendant deux heures dans
le colorvant, en récipient soigneusement clos. Elles sont ensuite lavées deux fois quinze
minutes dans un bain d’alcool & B0 %, puis séchées A I'étuve & 37° C. Le décollement du
film de gélose peut étre oblenu par immersion de cing heures dans un bain d’eau gly-
cérinée a4 15 %.

— Coloralion des glycoprotéines.
Dans cette technique (J. Courcon, J. Unier, 1958), le réactif comporte :

Acide périodique & 1 % dans V'alcool &4 50 % ;
Solution aqueuse 0,01 M de p-phénylénediamine ;
Solution aqueuse 0,01 M d’s-naphtol ;

Eau oxyeénée a4 10 volumes.

Pour la coloration, les plaques séches séjournent pendant quinze minutes dans la
solution périodique, puis sont lavées pendant cing minutes dans 'ean distillée. On les
plonge ensuile durant cing minutes dansg 50 ml de solution d’«-naphtol + 50 ml de solu-
tion de p-phénylénediamine 4 10 ml d’eau oxygénée. Apres un lavage de cing a dix
minutes dans l’sau courante, les plaques peuvent &tre séchées & I'étuve & 37°C et les
glycoproléines sont concrétisées sous forme de laches violacées.

g) Microédlectrophorése.

Dans le cas de recherches préliminaires, il n’est pas toujours indispensable d’attein-
dre la précision et la finesse de la technique que nous venons de déerire. Par exemple,
lorsqu’il s’agit de sélectionner parmi un grand nombre de sérums de composition incon-
nue ceux qui renferment la fraction intermédiaire ou ceux qui en sont dépourvus, on
peut se contenter de la réponse rapide et suffisante que donne la miicrométhode dont nous
nous sommes servi. Celle-ci offre en plus la possibilité de travailler sur des animaux
encore plus petils, la quantité exigée n'étant plus que de T'ordre du microlitre.

Cetle technique est facilement réalisable dans la cuve & usages multiples. II suffit
d’équiper celle-ci avec les accessoires prévus a cet effet. Comme foujours, la quantité
de gélose se calcule en fonction du format et de I'épaisseur des plaques désirées. Rappe-
lons que l'on peut se servir d'une lame porte-objet unique ou d'un nombre croissant
allant jusqu'd 9. Lorsqu’on choisit le format 240 X 75 mm, il devient possible d'analyser
24 échantillons simultanémient (fig. 23, page 13%4). On peut aussi remplacer les lames
porte-ohjet par des plaques pour diapositives 50 X 50 mm, ece qui permet, aprés séchage
et coloration, de disposer de documents préts & la projection, sans aucun montage par-
ticulier,
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Les cuveltes de dépdt se découpent aisément, sous aspiration buccale, & I'aide d'une
canule de verre a bord tranchant, d'un diamétre allant de 1 & 2 mm. Elles ont intérét,
dans le cas du sérum de Crabe, a étre rapprochées du bord cathodique de la plaque afin
de pouvoir tenir compte de la migration surtout anodique de I'hémocyanine et des glyco-
protéides. L’introduction du sérum se fait avec des micropipettes a extrémité trés fine et
jaugées au mercure. Etant donné les dimensions trés réduites de la cuvelte, le sérum peut
6tre déposé directement, sans mélange préalable avec de la gélose. De bonnes figures
¢lectrophorétiques sont obtenues couramment avec des volumes de sérum de l'ordre du
microlitre,

© F16. 23. — Microélectrophoreses simultandes en gélose de 24 sérums de Grabes.

Les separatlons peuvent étre suffisantes aprés une heure et demie ou deux heures de
passage d'un courant de 110 volls. La courte durée de I'expérience dispense d’un renou-
vellement continu du tampon. Elle suffit pour oblenir une migration de 25 mm de
I'hémocyanine vers I'anode et un déplacement de 5 mm des lipoprotéines vers la cathode.
Aprés séchage, fixation et coloration suivant les techniques ordinaires, I'emplacement
des. protéines est marqué par des taches ovalaires précédées et suivies de zones plus
claires qui donnent A ’ensemble un aspect de flammes.

Etant donné la briéveté de la phase électrophorétique proprement dite, les résultats
qualitatifs peuvent 8ire obtenus dans la journée pour 24 échantillons, ce qui permet de
meltre en route sans délai de nouveaux essais plus précis.

2. Rappel des propriétés des hémocyanines.

Les résultats les plus intéressants apportés par I'électrophorése en gélose concernent
I'hémocyanine. Avant de les exposer, il peut donc étré utile de rappeler brigvement nos
connaissances relatives & cette prohéine.

Les hémocyanines sont des chromoprotéides non porphyriniques renfermant du cui-
vre a 'état cuivreux. :

-Elles sont trés répandues chez les Invertébrés et ont été signalées chez les Mollusques
(Lamellibranches, Gastéropodes,, Géphalopodes) et les Arthropodes (Xiphosures, SCOI‘plOIlS
Crustacés).
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Leur couleur varie suivant les espéces et peut aller du bleu violet chez Heliz pomatia
au vert chez Eledone moschata. Chez les Crustacés, cette teinte présente des nuances qui
vont du bleu sombre au bleu vert. II nous semble d’ailleurs que ces nuances ne sont pas
propres aux hémocyanines elles-mémes, mais dues au mélange avec d'autres substances
telles que les caroténoides ou les lipoprotéines.

Les hémocyanines difféerent aussi par leurs formes cristallines. C'est ainsi que celle
d'Heliz pomatia cristallise en octaédres du systtme quadratique, alors que chez certains
Crustacés du genre Palinurus on obtient des rhombododécaédres.

Mollusques et Cruslacés divergent encore par la teneur de leurs hémocyanines en
cuivre. Le taux de 0,245 & 0,260 % des premiers s'abaisse a 017 - 0,48 % chez les seconds.

Ces chromoprotéides se comportent comime des euglobulines et précipitent & leur
point isoélectrique (4,7 chez les Crustacés ; £,7 & 51 chez les Mollusques ; 6,3 chez les
Xiphosures) en I'absence de sels. On peut done les préparer par dialyse contre eau dis-
lillée. Mais alors que d’autres euglobulines précipitent immédiatement aprés une courte
dialyse, les hémocyanines, grice i leurs propriétés plus acides, restent dissoutes plus
longtemps et peuvent étre séparées du premier précipité euglobulinique qui se forme.

On peut encore les préparer par précipitation a satnration au sulfate de magnésinm
ou & 40 % de saturation par le sulfate d’ammonium. Une précipitation accélérée s'obtient
par acidification a 'acide chlorhydrique dilué ou passage de CO,.

Les hémocyanines obtenues par toutes ces methodes sont solubles dans des solutlons
physiologiques 0.2 M.

L'un des chapitl’es les plus intéressants de I'étude de ces chromoprotéides est celui
de leurs poids molé ('ulalres et de nombreuses recherches ont déja été effectuées a leur
sujet. :

Ces poids moléculaires ont été calculés & partir des constantes de sédimentation en
ultracentrifugation ou & I'aide des coefficients de diffusion de la lumiére, ou encore par
des mesures osmométriques. Les résultats fournis par ces différentes techniques ne sont
pas toujours trés concordants, mais ils le sont assez pour qu'on puisse les considérer
comme- valables Ceux qui ont été déduits de I'ultracentrifugation nous intéresseront plus
particulierement ; ils sont dus aux travaux de B. ERIKSON-QUENSEL et T. SVEDBERG (1936)
et T. SvepBERG et K. O. PEDERSEN (1940).

En premier lieu, on a constaté que les constantes de sédimentation des hémocyanines
varient avec leurs origines. (est ainsi que celles des Crustacés sont 16,9 ; 234 ou 34.1 ;
qu'elles s'élévent & 57,1 chez les Céphalopodes et & 99.8 chez les Gastéropodes. Ces valeurs
correspondent & des poids moléculaires respectifs de 360.000, 640.000 et 1.310.000 pour les
Crustacés, 2.750.000 et 5.100.000 pour les Mollusques.

Cependant, on a remarqué que ces valeurs diniinuaient aprés dilution des solutions
d’hémocyanines. 11 apparait ainsi que les poids moléculaires de ces substances ne peu-
vent avoir de valeurs définies que dans des conditions précises de pH, de température et
de solvants. En effet, des variations relativement faibles de ces conditions aménent les
niacromolécules hémocyaniques & se scinder en unités plus petites ou, au contraire, &
se grouper en aggrégats plus volumineux. Ces systtmes ont é{é étudiés en détail et on a
pu étaBlir que les réactions d’association et de dissociation sont réversibles dans certaines
limites de pH. Les dissociations peuvent étre provoquées par des rayons ultra-violets, par
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les ultra-sons, par certaines concenfrations en urée, 'action de substances telles que la

y P ) [
guanidine et la clupéine. Il semble que le clivage se fasse toujours suivant 'axe majeur
des molécules.

Chez certains animaux commie le Xiphosure Limulus polyphemus, il y a coexistence
des différents formats moléculaires. On y trouve nolamment les quatre constantes de
sédimentation 56,6 ; 34,6 ; 16,1 et 5,9. Ces valeurs signalent V'existence de quatre sortes
de molécules, mais on sait aussi que ces composants n’existent pas & n'importe quel pH.
Us ne sont stables tous ensemble que pour des pH variant entre 5,2 et 10,5. Dans un milieu
plus hasique, les trois premiers sont remplacés par le quatribme et & un pH inférieur &
5.2, les transformations sont encore plus complexes.

On sait de méme que chez Heliz pomatia 'hémocyanine se compose de quatre sortes
de molécules, le type le plus lourd n’étant décelable qu’en solution neutre. Cette macro-
molécule se dissocie en composants plus petits & pH 4,6 ou 74

Notons encore que des différences de taille moléenlaire se manifestent quelguefois
d’'une espéce animale & une espéce voisine. C'est ainsi qu'on a constaté que Helixr poma-
tia et Helix nemoralis ont des hémocyanines de mobilités électrophorétiques différentes.
Lorsgu’on fait un mélange des deux subslareces, qu'on les améne d’abord & un pH pour
lequel elles se dissocient, puis au voisinage de leur point isoélectrique, il se forme des
molécules mixtes qui comportent a la fois des molécules des deux types originaux. L'élec-
trophorése d’un tel mélange, fait par A. Tisenivs et I'. L. Horsrarr (1939), a donné une
frontiére trés large avec grand nombre d’hémocyanines de mobilités intermédiaires. Des
espéces zoologiquement plus distantes donnent aussi des molécules mixtes, mais avec
moins de facilité.

Quelles sont nos connaissances dans ce domaine en ce qui concerne les Crustacés ?

L’hémocyanine a été signalée chez de nombreuses espeéces de ce groupe. T. SVEDBERG
et K. O. PEDERSEN (1940) en ont déterminé les constantes de sédimentation, mais donnent
agsez peu de poids moléculaires correspondants.

La classe des Malacostracés peut 8tre divisée en deux groupes. Le premier renferme
des animaux dont la constante de sédimentation est de 'ordre de 16 ou 17, ce qui repré-
sente un poids moléculaire de 440.000 & 510.000. Ce sont par exemple Pandalus borealis
(174), Palaemon fabrici (16), Palinurus vulgaris (16,4), Jasus lalandii (17,1), Pagurus
striatus (16), Eupagurus bernhardus (17). Un second groupe comporte des espéces dont
la constante S se situe de 23 & 27. Ce sont : Nephrops norvegicus (24,5), Homarus vul-
garis (22,6), Astacus fluviatilis (23,3), Hyas qraneus (23), Maia squinado (27) Cancer
pagurus (23,6) et Carcinus maenas (23.3). De telles valeurs corrcspondent & des poids
moléculaires de l'ordre de 700.000 & 800.000.

Ajoutons que chez certaines de ces espéces, a colé du composant majeur dont les
constantes de sédimentation viennent d’étre données, on rencontre des composants mineurs
avec d'autres caractéristiques. Ainsi, chez Eupagurus bernhardus, & cdlé du composant
Sso = 17, il y a une petite quantité de molécules dont Sz = 22. Chez Cancer pagurus,
le composant Sy = 23,6 est accompagné d'une fraction mineure de S;y = 16,7. Il en
est de méme pour Carcinus maenas qui nous intéresse plus particulierement et chez lequel
on signale, & coté d’'une hémocyanine de Sy == 23,3, des molécules plus petltes dont la
constante de sédimentation est 16,7.
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J. Rocug et Y. DErriEx (1939, 1940) confirment de tels résultats par l'étude de la
précipitation des diverses hémocyanines par le sulfate d'ammonium. Ils signalent que ces
hémocyanines présentent des caractéres physico-chimiques propres & l'espéce animale
étudiée et que, suivant l'origine, la précipitation par le sulfate ammonium peut varier.
Des recherches qu'ils onl faites sur les hémocyanines de Cancer pagurus, Eledone mos-
chata, Octopus vulgaris el Sepia of[icinalis, ils déduisent une spéceificité de ces protéines.
Ils notent également qu'elles se comportent comme des substances hétérogénes en souli-
gnant que l'existence d'une ou de plusieurs fractions dans la solution d’hémocyanine a
pH 6,45 n'est nullement caractéristique de certaines espéces, ni conslante chez divers
animaux appartenant & 'une de celle-ci. IIs en concluent que, du point de vue physico-
chimique, une solution de protéines doit étre considérée & certains égards comme renfer-
mant un mélange de corps.

A notre connaissance, T'hétérogénéité de I’hémocyanine de Carcinus maenas n'a
jamais été mise en évidence avec netteté par électrophorgse libre ou en électrophorese
de zone. Les travaux de A. TyLer et C. B. MeTz (1945), qui ont déja été cités, concernenl
Panulirus interruptus et ne mentionnent qu'une hémocyanine homogene, les aulres frac-
tions protéiques étant de nature non hémocyanique et pouvant en étre séparées sans
difficultés. On se souvient aussi que si les essais de F. J. JouBrrr (1954} sur Jusus lalandii
mettent en évidence plusieurs fractions, les conditions expérimentales n’aulorisent pas a
dire si la fraction mineure est vraiment une hémocyanine. Il peut fort bien s’agir de
protéines appartenant au groupe I de nos séparations. Seules les expériences faites avec
un tampon véronal subdivisent le clocher hémocyanique, mais elles n’ont malheureuse-
ment pas élé poursuivies.

Cet apergu un peu long el néanmoins partiel de la physico-chimie des hémocyanines
était nécessaire pour montrer I'inlérét passionnant de cette question et I'étendue du domaine
qui reste & explorer. A sa lumiére, nous pouvons & présent examiner nos propres résul-
tats.

3. Résultats.

Tout d'abord, I'électrophorése en gélose a confirmé chez Carcinus macenas 'exislence
des trois groupes protéiniques déja décelés sur papier (fig. 24, page 138).

La fraction distale, de migration anodique, comporte toujours '’hémocyanine el s¢
déplace plus rapidement que la sérumalbumine humaine qu'elle dépasse, dans nos condi-
tions expérimentales, de 2 ou 3 em. La tache qui la concrétise est moins étalée que celle
de la sérumalbumine, ce qui s’explique aisément par la différence de poids moléculaire
des deux protéines (albumine = 66.000 ; hémocyanine de Carcinus maenas = 800.000).
La vitesse de diffusion de 1'hémocyanine dans la gélose est évidemment moindre que celle
de la sérumalbumine.

a) Fractionnement de I'hémocyanine en gélose.

. Lorsque la durée de l'électrophorése. est suffisamment longue et la.cuvette de dépat
assez étroite — ce que nous.obtenons par des noules en plexiglas d'un millimétre d’épais-
seur — on constate que la fraction distale se démultiplie en deux ou trois fractions secon-
daires (fig. 25, page 139), ce qui met en évidence I'hétérogénéité du groupe. Ce fait s’ob-
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serve particulitrement bien aprés coloration & I'azocarmin. Parmi les (rois sous-fractions
que nous avons pu observer, la plus rapide reste la plus imporlante. La seconde, plus
faible, se détache assez mal de la préeédente et peut se confondre avec un effet de trainée.
La troisiéme, & peu prés équivalenle a la deuxiéme, s’en sépare de facon netle et se situe
a environ 1 cm en arriere de la fraclion principale.

P16, 24. — Electrophoréses compardes, en gélose, de sérums - de Crabes d et @ et d'u
sérum humain. .

Du fait de leur proximilé, ces sous-groupes n'apparaissent pas dans la courbe pholo-
métrique sous forme de clocher séparé, mais sous forme d’inflexions plus ou moins
accentuées de la pente cathodique du clocher distal.

Quelle peut élre l'interprélalion de ce fracticnnement du groupe proléinique le plus
rapide ? A priori, il n'est pas exclu qu'il s'agisse de protéines différentes de I'hémocya-
nine, mais de mobilités électrophorétiques voisines et, jusqu'a preuve irréfutable du con-
traire, cetle hypothése ne doit pas élre completement écartée. Néanmoins, 'aspect cohérent
du groupe, I'absence de séparation brutale entre ses différents éléments, nous font plutot
penser & la coexislence d’aggrégats moléculaires hémoceyaniques différents, tels que les a
révélés l'ultracentrifugation.

Mais alors que celle-ci n’a fait apparailre, jusqu'a présent, que deux composants
hémocyaniques, I'électrophorése en gélose en laisse supposer (rois et nous verrons par la
suite que d’autres méthodes confirment cette supposition. Il serait naturellement intéressant
d’établir une correspondance éventuelle enfre les constituants révélés par 'ultracentrifu-
gation el ceux concrétisés par I'électrophorese en gélose. Tout un travail resle aussi a faire
pour savoir si les constiluants décelés varienl quantitalivement les uns par rapport aux
autres d'un individu a T'autre el, si oui, pour établir & quel déterminant physiologique
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F16..25. — Subdivisions de la fraction distale (hémocyanine) du sérum de Crabe par
électrophorese en gélose : a) Courbe photométrique ; b) Photographie
originale ; ¢) Schéma explicatif. o
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ces variations obéissent. Il serait encore d'un grand intérél de comparer sous cet angle
les hémocyanines d'espéces différentes, notamment celles d’animaux donl le composant
majeur a une conslante de sédimentation Sy = 17.

by Autres fractions protéiques.

in dehors de 'hémocyanine et de ses svus-fractions. quels sont les auftres groupes
protéiques séparés en gélose ? Comme sur le papier, on rencontre en deuxiéme position
la fraction inlermédiaire. Dans les conditions expérimentales choisies, elle se situe a la
hauteur de la sérumalbumine humaine, sans d'ailleurs que cette constatation autorise une
interprétalion autre que celle d'une identité des mobilités éleclrophorétiques. La tache
colorée formée par cetle fraction est quelquefois aussi, sinon plus importante que celle
de I'hémocyanine, Nous avons remarqué qu'elle produit un effet de trainée assez net que
l'on peut interpréter. soit comme un artefact expérimental — ce qui est peu probable —
soit comme le signe de Uexistence d'une famille de protéines de mobilités voisines. Le fait
que, dans le cas de strums différents dans lesquels celte fraction n’existe qua T'élat de
traces, on ia trouve dans des positions différenies, toules autres conditions restant inchan-
gées, nous fail pencher en faveur de cette derniére supposilion. Ne manquons pas de
souligner que de telles observations ne sont guére possibles sur papier filtre el qu'il faut
la finesse et la fidélité de-la technique en gélose pour les rendre valables.

La coloration des glycoprotéides par I'a-naphtol a confirmé ce que le papier avait déja
appris quanl & la nature de la fraction intermédiaire. :

Finalement, la troisieme fraction, que nous avions dénommde proximale sur le papier
filtre, se retrouve elle aussi en gélose. Par rapport & la cuvelte de dépdt, elle se situe en
position cathodique, & un niveau intermédiaire entre les g et les y-globulines humaines,
alors qu'on se souvient que sur papier, cette position était anodique. Cetle différence est
due, d'une part & 'emploi en gélose d'un tampon moins basique (8,2 au lieu de 8,6) et,
d’autre part, & la forte électroendosmose propre au support gélose, phénomeéne qui fait
refluer toutes les fractions en sens inverse de leur migration électrophorétique.

La coloration au noir Soudan reste positive pour ces protéines et indique leur nature
lipoprotéique (fig. 26, page 141).

En résumé, I'électrophorése en gélose confirme 'authenticité et la nature des trois
groupes protéiques antérieurement définis par électrophorése sur papier chez Carcinus
maenas. Kile apporle des renseignements nouveaux par la mise en ¢vidence de trois sous-
fractions dans le groupe hémocyanique et rejoint par 1a les résullats fournis par d’autres
procédés physico-chimiques. Par sa netteté et sa constante, elle s'impose comme meilleure
technique d’électrophorése de zone pour toutes les recherches ultérieures, qualitatives et
quantitatives concernant 1'’hémolymphe des Crustacés.

IV. — IMMUNO-ELECTROPHORESE EN GELOSE

A larsenal biochimique considérable déja ulilisé. pour Pinvestigation des protéines
s'est ajouts, en 1953, une technique nouvelle d'une incomparable finesse : l'immuno-
électrophorése en gélose de P. GraBAr et C.A. WILLIAMS.
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Remarquable dans sa conception, cette méthode a déja donné tant de résultats inté-
ressants dans les quclques années de son develnppemenl, ef en promel encore tant d'aufres
dans des domaines ot elle commence seulement & s'exercer, qu'elle mérite d’étre décrite en
détail, el dans sa genése et dans son mode opératoire.

Fig. 26. — Mise en évidence des lipoprotéines d'un sérum de Crabe Q aprés électrophorése
en gélose : a) Coloration générale des protéines par lazocarmin G ;
b) Coloration éleciive des lipoproléines par le noir Soudan.

A — Genése.

L’'immuno-électrophorése représente 'aboutissement de plusieurs étapes de recherches
dans une voie déterminde. Pour comprendre sa genese, le rappel de quelques notions
immunologiques fondamentales s’impose.

Le terme d’antigéne s’applique & toute substance qui, infroduite dans un organisme
vivant, provoque chez celui-ci la formation d’anticorps. Par voie de retour, un anticorps
est une substance qui prend naissance dans l'organisme d'un animal ayant re¢u un
antigéne. Mis en présence I'un de I'autre, antigéne et anticorps réagissent de fagon spéci-
fique en donnant lieu & des manifestations physico-chimiques variées telles que I’agglu-
tination ou la précipitation. Ces réactions, dites immunologiques sont remarquables par
leur spéeificilé et leur extréme sensibilité. Grace & elles, on peut détecter des quantités
infinitésimales de substances. La moindre variation de structure de l'antigéne entraine,
en général, une variation concomitante de celle de l'anticorps, si bien que la substance-
miére ne réagit qu'avec la substance-fille et que I'une permet ainsi de détecter 'auire avec
la plus grande précision.
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Ces phénoménes sont connus de longue date, mais ce n'esi que par les travaux quan-
titatifs de HEIDELBERGER et de son école qu'ils ont trouvé des applications pratiques,
eréant une nouvelle science : 'immunochimie.

1. Technique d’OUDIN.

Dans le domaine parliculier qui nous occupe, un premier progrés a €t¢ réalisé par J.
OupIN (1946) qui a mis au point une technique en tube permettant de distinguer dans la
réaction de précipitation totale l'individualité de certains couples antigéne-anticorps. Il
suffit pour cela d’incorporer l'antisérum & un gel de gélose déposé au fond d'un tube a
lumiére fine et de superposer & ce mélange une solulion convenable de I'antigéne. Ce der-
nier diffuse lentement au travers de la gélose et y renconire l'anticorps avec lequel il
précipite dans une zone trés limitée de concentration favorable. Ce précipité devient
visible sous forme d'un disque ou d'une bande opaque. Dans le cas de plusieurs couples
antigéne-anticorps différents, la vitesse de diffusion n’est pas obligatoirement la méme
pour chacun d’eux, les zones optima de concenlralion ne se superposent pas forcément
et plusieurs anneaux de précipitation peuvent apparaitre. Leur multiplicité matérialise
la multiplicité des coupes antigéne-anticorps. Elle offre une possibilité de les dénombrer.
I tfaut cependant remarquer qu'un méme anneau peul représenter plusieurs couples dont
la précipitation s’est faite & un méme niveau.

Cette technique a trouvé de nombreuses applications dans les recherches biologiques.
Citons, enlre autres, les travaux de W. H. TELFER (1954) qui ont mis en évidence chez la
femelle de Platysamia cecropia un septiéme antigéne n’existant chez le méle qu’en quan-
tité négligeable.

2. Technique d’OUCHTERLONY.,

A la méthode d’OupIiN s’est ajoutée, en 1948, une variante fort intéressante mise au
point par O. OucnIERLONY. Elle consiste & couler dans une boite de Pétri une couche de
gélose de 3 ou 4 mm d’épaisseur pour y découper a l'emporte-pitce deux cuvettes circu-
laires convenablement espacées. L'une d'elles est remplie d'une solution d’antigéne et
l'autre d'une solution de I'anticorps correspondant. Au cours d'un séjour de un ou deux
jours en chambre humide, les deux soultions diffusent spontanément l'une vers l'autre
au travers de la gélose. Dans la zone ol antigénes et anticorps se rencontrent dans des
proportions convenables, il y a formation d'une ligne de précipitation visible par trans-
parence. Dans le cas de plusieurs antigénes et de plusieurs anticorps, il peut se former
des lignes distincles correspondant aux divers couples.

Cette méthode offre de nombreuses possibilités. Ainsi, en réalisant une cuvetie cen-
trale pour un antigene A el en l'entourant de plusieurs cuvettes équidistantes qui rece-
vront des solutions de composition inconnue, on pourra déceler la présence de ’anticorps
anti-A dans 'une ou l'autre de ces solutions, L’opération inverse peut se faire suivant
le méme principe. On peut aussi rechercher de la sorte les conditions de concentration
les plus favorables pour une bonne précipitation.

De plus, OUCHTERLONY a élaboré un systéme qui permet de reconnaitre si deux anti-
génes trouvés dans deux solutions différentes sont identiques, différents ou immunologi-
quement voisins. La figure 27 (page 143) schématise le principe de ce procédé. Lorsque
les deux antigénes sont identiques, les deux lignes de précipitation confluent en un trait
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continu : c’est la réaction d'identité. Lorsqu’ils sont différents. les deux lignes se croisent
trés nettement : c’est la réaction indépendante. Lorsque enfin ils sont voisins et portent
certains motifs antigéniques semblables, les lignes de précipitation confluent d’abord, puis
I'une d’elles se poursuit indépendamment. On a alors une réaction croisée. Ce perfec-
tionnement est susceptible de fournir des renseignements sur la parenté immunologique
de substances biologiques.

C’est & partir des techniques d’0upiN et d’OUCHTERLONY qu’a pu étre élaborée I'im-
muno-éleclrophorése dont le principe va maintenant é&tre exposé.

TECHNIOUE D’ OUCHTERLONY

A A A A
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REACTION D’ IDENTITE . REACTION CROISEE
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REACTION INDEPENDANTE

6. 27. — Possibililés analyligues de la teehnique A’OUCHTERLONY,
B. — Principe.
L’immense mérite de P. GRABAR et C. A. WiLLIAMS a été de combiner en une synthése

heureuse les possibilités de 1'élecirophorése simple et celles de la méthode d’'OUCHTERLONY.
Partant de l'affirmation que la preuve de 'homogénéité d’'une substance n’est pas toujours
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fournie par l'examen d’un seul critere, mais qu’elle devient plus certaine lorsque plusieurs
critéres utilisés donnent des résultats concordants, ces auteurs ont associé dans une méme
technique mobilité électrophorélique et spécificité immunologique.

Pour cela, il est d’abord procédé & une électrophorése simple en gélose du mélange a
étudier. Lorsque la séparation électrophorétique est jugée suffisante, on dépose dans une
cuvette allongée et paralléle & 'axe de migration, un antisérum qui renferme les anticorps
relatifs aux antigénes déja séparés du mélange. La diffusion des antigénes et des anticorps
se fait ensuite spontanément comme dans des plaques d’OUCHTERLONY et leur rencontre
dans des zones de concentration favorable donne des lignes de précipitation. L'aspect de
ces lignes est conditionné par la forme des cuveites antigéne et anticorps. Comme la pro-
gression des anticorps est strictement lindaire, sauf aux extrémités de la cuvette, que
celle des antigénes s'effectue & partir de plages plus ou moins arrondies, les précipités
prennent la forme d’ares plus ou moins ouverts dont le sommet se silue & ta hauteur du
maximum de concentration de la plage d’antigéne.

Lorsqu'une méme fraction électrophorétique renferme plusieurs antigénes dont les
mobilités sont identiques, mais les vitesses de diffusion ou les concentrations differentes
— ce qui est également possible pour les anticorps — on observe plusieurs arcs concen-
triques. Par contre, lorsqu'un méme groupe électrophorétique contient plusieurs antigénes
de mobilités voisines, les arcs formés sont décalés 'un par rapport a 'autre dans le sens
de l'axe de migration et leurs branches peuvent se croiser suivant le type de la réaction
indépendante.

On congoit immédiatement la puissance analytique considérable qui résulte du jeu
subtil de ces facteurs et comment elle permet de démasquer nombre de constituants que
ne met pas en évidence le pouvoir séparateur plus limité de I'électrophorése classique ou
des méthodes d’OupiN et d’OucHTERLONY. Cette puissance est amplement démontrée par
les résullals acquis en sérologie humaine o, & ce jour, au lieu des cing fractions dénom-
brées jusqu’alors, 'immuno-électrophorése permet d'en compter une trentaine.

Ce n'est pas le moindre mérite des auteurs el de leurs collaborateurs d’avoir parfai—
tement mis au point les modalités techniques de la methode et d’en avoir assuré la
diffusion.

Les brillants résultats obtenus pour le sérum humain nous ont suggéré que cette
technique pourrait é&tre aussi féconde dans le domaine plus modeste, mais non moins
intéressani des Invertébrés. Aussi nous sommes-nous attaché a l'appliquer & I'étude du
sérum de Carcinus maenas.

C. — Application au sérum de Carcinus maenas.

L'opération préliminaire indispensable & tout travail de ce genre consiste & préparer
des antisérums relatifs au liquide biologique étudié. C'est d’elle que nous allons traiter
a présent.

1. Préparation des immunsérums.

L'une des plus grandes difficultés des études immunologiques réside dans la varia-
bilité des réponses de plusieurs animaux de la méme espéce & un traitement immunisant
unique. Certains individus réagissent de fagon vigoureuse en formant des anticorps nom-
breux et abondants, alors que d’autres, pour des raisons inconnues, n’en fabriquent pas.
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11 serait done fallacieux de fonder des conclusions sur l'emploi d’un immunsérum
fourni par un seul individu et il est nécessaire, pour un mélange donné d’antigénes,
d’immuniser plusieurs animaux & la fois, afin de les comparer et de sélectionner les
liquides les plus riches.

Cest ce qui a 6té fait pour le sérum de Crabe.

Le Lapin a é{¢ choisi comme animal producteur d’anticorps, car il est peu onéreux,
d'¢élevage facile et & réaction satisfaisante. '

Nos sujets, d'un poids de 2 kilogrammes environ, ont été immunisés par injection,
dans la veine marginale de l'oreille de quantités croissantes d’hémolymphe de Crabe
cenlrifiigée. Pour faciliter ces opérations
et immobiliser les Lapins, nous avons
conslruit une caissette en bois (fig. 28,
ci-contre) munie d'un double plancher SISPOSITIE D" MMOBILISATION
et d'une double paroi mobiles, artifice | = eour taeins
qui permet d’adapler le récipient a la
taille de chaque individu. Les injections
ont été rendues plus aisées en épilant
la zone marginale de I'oreille et en gon-
flant la veine visée par friction au
toluéne. Elles ont été faites avec des | | | [ | P e orn
seringues de précision de 1 ml du type
« insuline », armees d’aiguilles de 0,6
mm et soigneusement stérilisées. En

|
REGLAGE

moyenne, elles ont été répélées tous les EN LoncUEuR
deux jours et se sont étalées sur trois
semaines environ. Les trois premiéres
injections ont comporté des doses de
0,2 ml; les quatre suivantes ont été les injections. Dimensions adaptables A la laille
doublées ; les dernidres se sont élevées de I'animal.

a 0,5 ml.

Fia. 28. — Dispositif d'immobilisation des Lapins pendant

Les Lapins ont bien résisté & ce traitement, a4 l'exception d'un seul qui a succombé
des la deuxitme injection. Toutefois, son état général était déficient et, & I'autopsie, il s'est
trouvé étre porteur de parasiles.

Deux semaines aprés la derniére injection — laps de temps que I'on estime généra-
lement nécessaire & la production d'une quantité suffisante d’anticorps — tous les animaux
ont été sacrifiés et leur sang recueilli dans de grands tubes & essai stériles. Au bout de
vingt-quatre heures, apres formation spontanée du caillot, le sérum prélevé par décan-
tation a été& mis en ampoules scellées de 5 ml, aprés addition d'une goutte de merthiolate.
Ces ampoules ont été conservées & +4° C.

Un premier ohjectif consistant a rechercher l'existence d'éventuelles différences immu-
nologiques enlre les sérums des Crabes & et € normaux, un lot de 5 Lapins (groupe I) a
gté traité avee du sérum de Crabes & indemnes et un lot de 4 Lapins (groupe II) avec
du sérum de femelles indemnes. De méme, pour saisir une particularité éventuelle des
‘Grabes sacculinés, 4 Lapins (groupe III) ont été immunisés avec du sérum de méles
parasités et un Lapin (groupe IV) avec du sérum de femelles sacculinées. A litre expéri-
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mental et comparitif, un Lapin (groupe V) a aussi été traité avec du sérum humain normal.
L'unique animal n’ayant pas résisté aux injections appartenait au groupe IL

Signalons cue les différents Lapins, bien que de tailles et de poids trés voisins, ont
donné des volumes de sang (rés inégaux. Certains de ces sangs avaient une tendance

marquée & I'hémolyse.

2. Etude comparative des immunsérums.

a) Technique.

Les divers antisérums onl été comparés du point de vue de leur richesse en anticorps
par application de la méthode d’OvcHTERLONY dans une modification voisine de celle

préconisée par M. Kaminskr (1954).

Des plaques de 50 X 50 mm sonl recouverles d'une couche de 3 & 4 mm de gélose
tamponnée pour électrophorese. La préparation de lelles plaques est fort simple lorsqu’on

Fic. 29‘. — Différences révéldes par la technique d'OUCHTERLONY
entre les Immunsérums de 13 Lapins ayant recu des
injections de sérum de Grabe.

adopte le dispositif suivant, Sur
une plaque de verre surélevée
par des pieds, on encadre le
nombre désiré de plaques pour
diapositives par des régles mé-
talliques & seclion carrée, cou-
pées a la longueur désirée. Cel-
les-ci sont maintenues adhéren-
tes au support par de forts bra-
celets de caoutchouc. Dans ce
moule réglable facile & mettre
en place et a déemonter, il suffit
de couler la quantité de gélose
calculée en fonction de Iépais-
seur désirée, de laisser refroidir
et de découper les plaques sui-
vant leur périmétre. Pour facili-
ter la manipulation des plaques
et leur conserver des bords nets,
nous conseillons d’amputer cha-
que c6té du carré de 3 ou 4 mm
de gélose.

Un aulre procédé consiste
& placer les plaques de verre sur
le plateau de la cuve & usages
multiples, & les encadrer par les
regles d’arrét calées par des
plombs, & faire les joints d'élan-
chéité el & couler la gélose. La
prise du gel est ici plus rapide
par suite du systéme de refroi-
dissement,.
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Pour réaliser les différentes cavités devant recevoir sérums et antiséruims, on place
la plaque sur un carré de bristol blanc de mémes dimensions, lequel porte le dessin de
la disposition désirée, Dans de nombreux cas, nous avons adopte le schéma représenté
par la figure 29 (page 146).

La cuvette longltudmale peut se découper de fagon trés réguliére avec deux lames
de rasoir réduites & 30 mm de longueur et fixées paralltlement dans un bloc de plexiglas
4 3 mm l'une de I'autre. La gélose est enlevée avec une petit spatule courbe faite a partir
d'une aiguille emmanchées. Les cuvettes circulaires sont obtenues par le procédé décrit
pour la microélectrophorese en gélose. Sérums et antisérums se déposent avec des micro-
pipettes trés fines calibrées au mercure. :

~ Apreés pulvérisation avec une solution de merthiolate 4 1 %, les plaques sé¢journent
en chambre humide. Elant donné les dimensions réduites adoptées, les lignes de précipi-
pitation apparaissent rapidement et lecture peut en étre faite au bout de 24 ou 48 heures.
Lorsqu’on désire conserver des documents relatifs & 'évolution progressive des précipités,
il est possible de photographier les plaques en cours de diffusion, par contact en chambr
noire, sous eau physiologique. - (

Pour l'obtention d'un document coloré définitif, lorsque la diffusion est achevée,
chaque plaque est d’abord lavée pendant trois jours dans une eau physiologique renou-
velée deux fois par jour, qui élimine les protéines n’ayant pas réagi ; on séche ensuite et
on colore comme pour une elechophorese en gélose ordinaire. L'azocarmin G donne ici
les meilleures définitions.

b) Résultats.

Tous les immunsérums ont élé éprouvés en les faisant réagir contre un sérum de
Crabe & indemne chez lequel une électrophorése préalable avait révélé des fractions distale
eb intermédiaire considérables. Celui-ci est déposé dans la cuvetle longitudinale, alors que
les cuvetles circulaires regoivent les antisérums. La rapidité dapparltlon la vilesse d’ac-
croissement el I'importance finale des arcs de préeipitation qui se forment donnent une
idée approximalive de la richesse relative des antisérums en anticorps.

Dans le groupe I (méles indemnes), les sérums Ib, I'c et 1d se sont révélés les plus
riches, alors que I a et Te réagissent plus faiblement. Dans le groupe II (femelles indem-
nes), les immunsérums II a et II'b paraissent bien réaclifs, alors II ¢ l'est moins. Le
groupe IIT (méles sacculinés) donne deux réponses moyennes (III a et IIT b), une réponse
faible (ITI ¢) et une réaction pratiquement nulle, Le sérum IV (femelles sacculinées) révele
une teneur moyenne en anlicorps. '

Les différences constatées ne sont d’ailleurs pas seulement d’ordre quantitatif. Le
nombre des lignes de précipitalion varie d’un antisérum & I'autre, ainsi que le montre
neltement le schéma de la figure 29 (page 146). On peut y constater que I'antisérum Ie
engendre qualre arcs, alors que Ia n'en produit que deux, ce qui indique des différences
quantitatives entre les deux liquides.”

Ces épreuves préliminaires confirment bien l'observation souvent répétée en immu-
nologie selon laquelle différents individus répondent trés inégalement & un méme stimulus
immunisant.
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Des essais de dilution des anlisérums ont aussi été faits afin de rechercher la concen-
tralion optima pour I'oblenlion des meilleures figures de précipitation, car on sait que
la réaclion antigéne - anlicorps ne devient décelable que dans une zone définie de con-
centrations, dite zone d'équivalence. En partant de I'un des, antisérums les plus riches (I ¢),
qui est dilué de moitié, puis aun tiers et au quart dans l'eau pthmloD'Ique, on peul cons-
tater, comme le montre la figure 30 a (page 149), que

— la nelteté des lignes de précipitation diminue avec la concenlratlion de l'immun-
sérum ;

— lorsque cetle concentratmn diminue, les arcs se rapprochenl de la cuvette antl-
sérum ; '
- — c'est 'immunsérum non dilué qui donne en définilive les meilleurs résulltats. C'est
avec lul que les arcs sont les plus nels et le mieux répartis dans l'espace séparant la
cuvette sérum de la cuvelte antisérum. ‘

* En conséquence, tous les essais ultérieurs ont été fails avec des immunsérums non
dilués.
La question s'est aussi posée de savoir si le rendement des moins riches d'entre eux

pouvait élre amélioré par une conceniration préalable. Une lelle concentration -a été
réalisée par pervaporation de la maniére suivanle :

3 ml d’antisérum sont introduits. dans un manchon de cellophane dont une extrémité
est serrée dans un cadre métallique supporté par une tige qui fait office d’axe de rota-
tion (1). L'ouverture libre du manchon est, & son tour, serrée dans le cadre, et la tige
axiale rendue solidaire de 'arbre d'un agitateur électrique tonrnant & 100 {/minute envi-
ron. L’ensemble est placé dans le souffle d'un ventilateur el, aprés 4 h. 30 de rotation,
grice au courant d’air, a I'importance de la surface de,contact, a l'agitalion créée an
sein du liquide et a4 la minceur de celui-ci, on peut constater que le volume initial est &
peu prés réduit au tiers sans qu’aucune précipitation des protéines ne soit enregisirée.
Dans nos essais, seuls les immunsérums ont élé traités de la sorte, mais il est évident
que les sérums de Crabes peuvent I'étre de la méme facon, en parLlculler ceux des ani-
maux venant de muer. : :

La figure 30b (page 149) montre cote & cole les résultals obtenus avec Iantisérum
II'c avant et aprés concentration.

Signalons enfin qu'a titre démonstratif, nous avons aussi testé l'antisérum antihu-
main. Comme on pouvait s'y altendre, sa rencontre dans la gélose avec le sérum de Crabe
n’'a donné lieu & aucun précipilé. L'essai inverse a 6té tout aussi probant, car aucun des
immunsérums de Lapin anticrabe n’a réagi avec du sérum humain. Ces expériences
montrent, une fois de plus, la spécificité rigoureuse des réactions immunologiques.

3. Immuno-électrophoréses.
a) Technique.

Toutes les immuno-électrophoréses ont été réalisées suivant la technique originale
de P. GraBar et G. A. WILLIAMS, adaptee a la cuve a usages multiples et au sérum de
Carcinus maenas. :

(L) Dispositif aimablement fourni par le Docteur M. VERAIN,
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La séparation des antigénes du sérum de Crabe esl oblenue par une électrophorése
simple en gélose felle qu'elle a déja été décrite. Celle-ci se fait dans une plaque de
180 X 50 mm dans laquelle on a soin de découper la cuvetie de dépot & 8 mm du bord
longitudinal et & 60 mm du bord cathodique. L’emporte-piéce, utilisé a cet effet, doit étre
un peu plus gros que celui qui sert pour les électrophoréses simples, Pour la dilution
du sérum déposé, les proportions déja indiquées (0,5 ml de gélose + 0,3 ml d’eau distil-
lée + 02 ml de sérum) donnent de bons résultats lorsque les échantillons ont un taux
protéique moyen. Mais il convient de les modifier chaque fois qu'une analyse prélimi-
naire a révélé des taux trés faibles ou trés forts. Dans certaing cas, on peut ajouter direc-
tement 0,5 cc de sérum & un méme volume de gélose.

~ ESSAIS DE CONCENTRATION

F1c. 30. — a) Recherche de la concentration oplima de Pimmunsérum pour une préeipila-
fion ®n gélose ; b) comparaison des réactions obfenues avee un antisérum
d’origine et un antisérum concentré par pervaporation.

Quatre heures de passage d'un courant de 100 volls donnent une séparation suffi-
sante. : :
Aprés ce délai, parallelement & Usxe de migration et & 8 mm du bord de la cuvette
de dépot, on découpe dans le gel une cuvette longitudinale de 3 X 120 mm. Cette lon-
gueur doit se répartiv, par rapporl & la ligne de départ, sur 80 mm du coté anodique et
40 mm du colé cathodique. Dans la cuvette on coule 1 ml d’antisérum, puis on pulvé-
rise I'ensemble de la plaque avec une solution de merthiolate 4 1 % et on la laisse
séjourner en chambre humide & température ambiante. Au bout de vingl-qualre heures,
les premiers arcs de précipilalion apparaissent. Leur accroissement et leur éyolution
peuvent étre suivis pendant huit jours, mais en général, aprés trois jours, la majeure
partie des précipités sont déja bien visibles.
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Pour les opérations ultérieures de lavage, séchage, coloration, photographle. on pro-
céde comme il a été indiqué pour les plaqueq -test des immunsérums.

’ b) Résultats.

Une premiére série d’essais réalise I'immuno-électrophorése de deux sérums de Cra-
bes normaux A et B dont la composition protéique est déja connue par électrophortse
sur papier, :

Le sérum A provient d'un méle normal de 40 mm en Cy. Il est légérement rose et
comporte une distale et une intermédiaire moyenne.

Le sérum B est fourni par un méale de méme taille, lui aussi indemne et en Cs Sa

coloration est d'un rose plus prononcé, mais son protelnogl‘amme ne conporle que la
seule distale,

IMMUNOELECTROPHORESE DU SERUM DE CRABE O7

TF

F16. 31. — Immuno-électrophoréses en gélose de deux sérums de Crabes d normaux
A et B, révélées par quatre immunsérums de Lapins anticrabes normaux.

Comme antisérums sont employés les quatre sérums anticrabe d normal I¢, Id, I e
et I'h. Les positions respectives des sérums et antisérums sont illustrées par la figure 31
ci-dessus. Une telle répartition, réalisable sur une grande plaque de 180 X 240 mm,
per‘m‘et de révéler deux sérums différents avec un seul ,échantillon d’immunsérum, ce
qui représente une économie de ce produit. La diffusion s'est poursuivie pendant six
jours.
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L'examen de la figure 31 montre que :

— les sérums de Crabes A et B donnent, avee les quatre immunsérums employés,
deux arcs de précipitation au niveau de la tache distale. Celle-ci renferme donc au
moins deux protéines immunologiquement différentes ;

— les deux arcs observés n’ont pas le méme aspect : celui qui est le plus proche des
antigénes (D;) est toujours plus court et plus incurvé que le second (D), lequel s’étend
plus loin vers la cathode. Cette particularité indique que D» représente une famille immu-
nologique de protéines dont les vitesses de migration sont plus étalées que celles des
protéines concrélisées par le premier arc ;

— l'are I's reste flou dans tous les cas alors que Dy est fin el net avec les antisérums
Ie et Ib. Ce fait montre que tous les immunsérums n’ont pas la méme teneur en anti-
corps relatifs aux antigénes précipités en Dy el, qu'a ce point de vue, les immunséruims
Ie et Ib sont les plus riches. On est, en effet, en droit de penser que cette différence est
hien due aux antisérums puisqu’elle se mamfeate indifféremment avec les deux SLI‘LIIIIS
de Crabe ; , L

—~ les sérums A et B forment, dans tous les cas, un arc de précipitation (I;) au
niveau des protéines intermédiaires. Celles-ci sont done également antigéniques et les
anticorps qui leur correspondent se retrouvent dans chacun des quatre immunsérums
expérimentés ; '

— DPintensité de celte ligne est beancoup plus marquée pour le sérum A que pour le
sérum B, ceci avec chacun des immunsérums. Une {elle observation va dans le sens
des données de I'électrophorése sur papier qui a révélé une intermédiaire moyenne pour
A et son ahsence en B. Elle souligne, en plus, I'extréme sensibilité de la technique
immuno-électrophorétique qui met en évidence des quantités Irés faibles d’antigénes,
lesquelles passent inapergues sur papier ;

— avec le sérum de Crabe B diffusant contre les immunsérums Ic, Id et Te, on
obtient deux arcs supplémentaires plus discrets, en posilion intermédiaire entre les deux
groupes décrits précédemment. Celui de ces arcs qui est le plus proche de 'axe de migra-
tion électrophorétique (I,) a une position légérement plus anodique que son voisin (I5)
et correspond donc & des protéines un peu plus rapides. Il vient croiser nettement I'arc I,
montranl ainsi qu’il s’agit de protéines immunologiquement différentes. Le second arc
(Is), un peu plus cathodique, se situe entre les extrémités de D, et D Les deux nouvelles
protéines ainsi matérialisées sont propres au sérum B et leurs anticorps communs aux
immunsérums ITe, Id et Te. Notons que Ie semble plus riche en ceux des anticorps qui
donnent naissance a l'arc I,. L'immunsérum Ib renferme aussi ces derniers, mais non
ceux qui contmbuent a former l'arc Iy ;

+

— avec le sérum A, les imimunsérums Id et Te donnent également l'arc I, a exclu-
sion de son voisin. L’anuserum Ib donne, de plus, un arc trés net dont le sommet coin-
cide avec l'intersection de D; et I,. Il est difficile de préciser pour l'instant si cette ligne
correspond & une protéine supplémentaire ou si elle représente, sous une forme accen-
tuée, le plus voisin des antigénes des deux précipités précédemment décrits.

Ces essais montrent donc que le sérum de Crabe & normal renferme au moins 5 anfi-
genes proléiques différents. Les deux premiers correspondent & la fraction distale que nous
savons renfermer I’hémocyanine, S’agit-il de deux protéines de nature hémocyanique ou
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I'une delles seule a-t-elle droit & cette qualification ? En 1'état actuel de nos connaissan-
ces, une réponse définitive ne peut étre donnée. Il semble cependant que les deux arcs
observég correspondent bien & deux des subdivisions de la distale observées en éleclro-
phorése simple en gélose. Comme la plus rapide de ces sous-fractions est aussi quantita-
tivement la plus importante et qu'il est & peu prés stir qu’elle corresponde & I'hémocyanine
proprement dite, en immuno-électrophorese cetle derniére serait donc représentée par 'arc
Dy. Cette supposition est fortement étayée par le fait que, dans certaines immuno-élec-
trophoréses, Dy est plus net et marqué que Ds,, se situe plus prés de l'origine des antigénes
et présente une migration plus anodique. A titre d’hypothése de travail, on peut penser
que D, représente une fraction hémocyanique de poids moléculaire plus faible qui diffuse
plus rapidement dans la gélose et forme un précipité plus proche de la cuvetle des anti-
corps.

DIAGRAMMES IMMUNOQELECTROPHORETIQUES
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T16. 32. — Comparaison des diagrammes immunoélectrophorétiques d'un sérum hu-
Enaig el‘g d;zun cérum de Crabe @, a) Sérum humain normal ; b) Sérumn
e Crabe Q.

¢

Ajoutons & ce propos, sans entrer dans le détail de toutes les autres immuno-électro-
phoreéses réalisées, que certaines d’entre elles ont mis en évidence, au niveau des protéines
distales, un troisime arc allongé et flou qui sera dénommé Dy. Cet arc ne se produit
qu'avec cevtains sérums de Crabes et certains immunsérums seulement (II a, IIIh, Il c,
IV a). Tl semble dii & des protéines existant chez certains Crabes seulement et dont les
anticorps n'ont ét¢ formés que par les Lapins ayant re¢u de tels sérums. La présence
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inconstants de cette troisiéme sous-fraction distale concorde hien avec les résultats de
P’électrophorése simple en gélose qui a monfré que la tache distale est tantét subdivisée
en -deux bandes, tantdt en trois. -

‘En ce qui concerne la nature des autreslignes de précipitation observées, il est encore
difficile de se prononcer. L’arc I; correspond de {oute évidence aux protéines de la frac-
tion intermédiaire. Il est plus difficile de juger si les deux arcs mineurs situés entre
le groupe hémocyanique et celui des alvcoproteldes sont dus & des antigénes de 'une
ou l'autre catégorie. Cependant, dans certaines expériences réalisées dans des conditions
techniques un peu différentes, ces arcs se forment neltement sous la ligne de précipitation
I3, ce qui tend & montrer que les antigénes correspondants font partie de ce groupe.

L'étude du sérum de Crabes @ indemnes & l'aide des immunsérums anticrabes @ a
donné des figures semblables & celles obtenues avec les males. Les arcs formés ont le
méme aspect et la méme localisation. Dans le cas des sérums renfermant des protéines
proximales, un nouvel arc de précipitation apparait en position cathodique (fig. 32, page
152). Il représente la seule différence immunologique enregislrée entre les deux sexes.

L'immuno-électrophorése du sérum de Orabes sacculinés des deux sexes n’a-pas
apporté d’éléments nouveaux aux diagrammes antérieurs. Dans certains cas, les lignes de
précipitation sont plus floues qu'avec les sérums normaux, mais ceci se comprend fort
bien quand on sait que trés souvent le taux des protéines est trés affaibli chez les Crabes
sacculinés. Quelques analyses ont révélé des altérations de la forme des arcs. Nous avons
d'abord pensé que ces particularités pouvaient étre I’expression de l'altération de certaines
protéines (R. FrRENTZ, A. VEILLET, 1958). Des vérifications ultérieures ont montré qu'elles
sont en réalité impulables a des conditions techniques, les analyses en question ayant été
réalisées en chambre refroidie & -+ 5° C. Pour linstant, il ne semble done pas que la
présence de la Sacculine provoque chez I'héte la formation de protéines nouveﬂes ou
lalteratlon de protemes emstantes immunologiquement décelables. :

D. — Conclusions.

Toutes ces données peuvent &tre résumeées par le diagramme que reproduit la figure
32 (page 152) ont se trouvent comparées 'immuno-électrophorése d'un sérum de Crabe ¢
révélé par un sérum de Lapin anticrabe ? et celle d'un sérum humain normal révélé par
le sérum équin antihumain de P'Institut Pasteur. Il apparait de suite que la composition
protéique du sérum de Crabe est beaucoup plus simple, du point de vue immunologique,
que celle du sérum humain. Six protéines distinctes peuvent y 6étre dénombhrées avec
certitude. Trois se situent au niveau de la fraction distale et sont dénommeées Dy, Ds et
D, en partant de la source d’antigénes. Trois autres correspondent & la fraction inter-
médiaire et sont désignées par Iy, I, Is. Une derniére famille immunologique est consti-
tuée par la fraction P de nature lipoprotéique.

A la place des trois groupes de protéines que permettait de déceler avec certitude
I'électrophorése sur papier, I'immuno-électrophorése en dénombre ainsi sept. Ce chiffre
n'est sans doute pas définitif. Il est possible qu'en hyperimmunisant les Lapins plus
longlemps qu'en employant des antigénes purifiés au préalable, quen ayant recours,
pour les.injections, & des substances adjuvantes ou méme en s’adressant & cles receveurs
plus réaclifs, on augmente encore la quantité des arcs de précipitation. ‘
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Quoi qu'il en soit, les essais déja réalisés metlent en lumiére tout 'intérét que peut
présenter, par sa puissance d’analyse, la technique immuno-électrophorétique dans les
dtudes biologiques. Par elle, des quantités infimes de protéines peuvent étre inventforiées
chez de tout petits animaux. Mais au-dela de ce recensement, il sera encore possible
d’établir la parenté de certaines de ces substances, de remonter aux organes qui les syn-
thétisenl ou de les suivre dans les étapes de leurs transformations. Iei encore, les résul-
‘tats déja acquis ne sont quun encouragement prometteur pour le trav a]l qui reste a
accomplir.

V. — ELECTROPHORESE EN GEL D’AMIDON

A. — Introduction.

En 1955, 0. Smrrsies a élaboré une technique d’électrophorése en gel d’amidon qui
a fourni des résultats nouveaux et intéressanls en sérologie humaine.

Elle utilise comme support un gel d’amidon préparé dans des conditions trés précises
et coulé en plaques ¢paisses a la maniére de la gélose. Ce nouveau substral se caracté-
rise par des pores extrémement fins que lon suppose d’un calibre voisin de la taille des
molécules protéiques. Celles-ci subissent alors dans leur migration une sorte d’effet filtrant
qu1 agoute son pouvoir sélectif a celui des différences de charges vlectmqueb Des fractions
ignorées peuvent ainsi élre mises en évidence.

Dans le sérum humain par exemple 0. SMITHIES (1955) d’abord, J. MoreTTI, G. BoUus-
siER et M. F. Javre (1957) ensuite, sont arrivés & distinguer une douzaine de constituants
différents, nombre qui s’est méme élevé a 18-19 par la suite. De plus, des analyses en
séries ont permis de révéler des différences héréditaires dans les constituants sériques de
I'Homme et de certains Vertéhrés (Cheval, Pore, Chien Beeuf).

Nous avons pensé que cette technique ne serait pas d'un intérét moindre pour I'étude
de U'hémolymphe des Crustacés. Celle-ci renferine des protéines de haut poids moléculaire ;
il peut donc étre trés instructif d’observer leur comportement dans un gel d’amidon.

Du point de vue pralique, nous avons adapté la technique originale a notre sujet en
utilisant la cuve & usages multiples, ce qui représente une notable simplification.

Décrivons-en les modalités.

B. — Technique.

1. Hydrglyse de lamidon.

Tous les essais onf été fails & partir dun stock de fécule de pommes de terre « Le
Sommet », Cet amidon commercial trés répandu et pen colGteux a loujours donné d’ex-
cellents résultats.
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Son hydrolyse partielle a été obtenue de la maniére suivante :

Dans une étuve réglée avec précision a 385 G, on met en équilibre de tempéralure
pendant deux heures, d'une part un bécher de 2 I avec 300,g d’amidon, d'autre part, dans
un flacon bouché, 600 ml d’acétone anhydre additionnés de 6 ml @’ HCI concentré pur.

Au bout de ce temps, acétone chlorhydrique est versée sur l'amidon et celui-ci mis
en suspension avec un agitatenr. La durée de I'hydrolyse est comptée & partir de cet
instant et le mélange séjourne dans la méme étluve pendant 75 minutes exactement. Ce
temps a été choisi, aprés plusieurs essais, comme donnant des gels de consistance conve-
nable. Il n'est valable que pour le stock considéré et demanderait & étre réévalué pour
des amidons de provenances différentes.

‘Aprés ce délai, on décanie rapidement la solution acélonique surnageante et, pour
bloquer I'hydrolyse, on'la remplace par 150 ml d'une solution molaire d’acétate de sodlum
dans laquelle I’'amidon est remis en suspension.

 La péte obtenue est transférée sur un buchner de 15 cm de diametre, garm de papler
filtre et monté sur fiole & vide. Aprés un premier essorage, elle est lavee avec 6 1 d’eau
distillée en réglant une aspiration modérée. Cette quantité d’eau s'est avérée suffisante
pour une bonne élimination des sels.

A la suite d’'un nouvel essorage, 'amidon est séché avec 1 1 d’acétone anhydre qui
doit passer trés lentement dans le buchner. Apreés un dernier e essorage, la poudre obtenue
est étalée en couche mince dans une grande cuvette plate et mise & sécher a Vétuve A
45° G pendant deux heures.

Certains auteurs affirment que 'amidon hydrolysé ainsi obtenu ne peut se garder
plus d’'une semaine. Pour notre part, en conservant le produit dans un flacon hermétique-
ment bouché, nous n’avons jamais observé d’altération, méme aprés plusieurs mois.

2. Préparation du gel.

Nous avons opéré stmctement suivant les indications de O. SMITHIES.

Dans un erl@nmeyer de 500 ml, on mélange 15 g d’amidon hydrolysé et 4100 ml de
tampon. On chauffe & feu nu, avec une flamme moyenne, en agitant le contenu par rota-
tion du récipient. Au bout d'un certain temps, le mélange s'épaissit et se prend en une
masse opaque. On continue & chauffer en poursuivant 'agitation avec un agifateur en
verre, tout en continuant la rotation de I'erlenmeyer afin d’éviter toute surchauffe locale.
L’amidon redevient fluide et transparent. Aprés quelques secondes d'ébullition, on le sou-
met & la dépression d’une trompe 4 eau pour chasser les bulles d’air. Pour rendre ce
dégazage efficace, il est recommandé de pousser plusieurs fois de suite la dépression
jusqu’ad une montée de 'amidon en gros bouillons au sommet de lerlenmeyer, puis de
la supprimer brusquement. Toutes ces opérations doivent étre trés rapldes et, lorsque les
derniéres bulles ont disparu, on peut couler le gel.

3. Coulée du gel.

Nous avons toujours coulé directement le gel dans la cuve & usages mutliples suivant
les détails opératoires déja énoncés. Soulignons & nouveau que ce procédé simplifie beau-
coup toute la technique qui a la réputation d’étre délicate. Elle devient de la sorte pres-
que plus aisée que celle de I'électrophorése en gélose.
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Le fait de pouvoir régler & volonté le format des plaques la rend d'un emploi plus
souple. Il faut cependant remarquer que le choix de grandes dimensions nécessite de plus
grandes quantités de gel qui ne peuvent s'obtenir sans certaines précautions. Si 200 ml
peuvent encore tre obtenus dans un erlenmeyer de 500 ml, bien que le dégazage soit déja
beaucoup plus difficile, il n’en est plus de méme pour des volumes plus importants. Ceux-
ci exigent ’emploi d’erlenmeyers plus grands (1 I et plus), afin que I'épaisseur du gel au
fond du récipient reste relativement faible. L'augmentation de la surface de chauffe qui
en résulte accroit la difficulté d'un chauffage uniforme. et demande une agitation encore
plus inlense. I1 convient donc d’adapter le remplent et la source de chaleur a chaque cas
particulier. : . —

L’épaisseur maxima du gel peut atteindre 8 ou 9 mm. La quantité de gel & préparer
se calcule aisément & partir des dimensions chomes, mais il est bon de prévoir un léger
excés, car la viscosilé du gel ne permet Quere une wdange intégrale du récipient.

Apres la coulée, il est indiqué de laisser 1‘eposer le Ofel pendant une heure ou deux
dans la cuve cloge pour qu’il acquiére une 1‘]101“@111'0 oonslstance On peut alors insérer
Ies échantillons de sérum.

4. Insertion des- échantillons.

~On peut choisir entre les deux procédés préconisés par O. SMITHIES.

a) Imsertion sur papwr letre

~ Cest le mode que nous avons utlhqe le plus Frequemment Pour chaque plague de
180 X 40 mm, nous avons découpé un rectangle de papier filtre (Arches 302) de 25 X 5
mm. Sur ce rectangle maintenu avec des pinces fines, on dépose la quantité de sérum
qu'il est susceptible d'absorber sans devenir luisant, c'est-a-dire surchargé. On plante alors
dans le gel, & la verticale, un fragment de lame de rasoir de 25 mm de long, puis on
I'incline légérement de fagon & séparer les deux léevres de la fente et & pouvoir introduire
le rectangle de papier filtre porteur du sérum. Il faut veiller & une parfaite horizontalité
du papier et le placer de sorte que son bord supérieur soit & environ 41 mm de la surface
du gel. On retire ensuite lentement la lame du rasoir toujours inclinée, en évitant que la
jonction progressive des deux lévres n’emprisonne de bulles d’air. Une fois la fente bien
fermée, la plaque est préte a I’électrophorése.

Jio e

b) Iﬁ&ertion en pdte d’amidon.

Ce procédé, plus compliqué que le précédent, a I'avantage d’une- moindre eibsorptioyn'

des protéines sur la hgne de départ. Le papier relient en effet. certains composants du
sérum, inconvénient qui est beaucoup atténué avec 'amidon en poudre.

On opére en mélangeant dans un verre de montre, une quﬂntilé de sérum qui dépend
du format de plaque choisi, avec' un pen damidon en poudre, jusqu’a  oblention d’une
pite semi-fluide. Dans une cuvette do 1, & ou 3 mm de-large, découpée au rassir dans
le gel, on dépose cette pate & l'aide 1’|1ne spatule treq fine. Elle durcit rapidement et fait
corps avec le gel environnant.



PROTEINES DU SERUM DE CARCINUS MAENAS PAR ELECTROPHORESE 157
-5, Le itampon.

Nos premiers essais ont él¢é réalisés avee la solution tampon au borale préconisée par
Smrtares et dont nous rappelons la composition :

Tampon borate :

Acide borique .............. .. 185 ¢

NaOH ..o, P 0480 g
Eau distillée q.s.p. .......... 1.000 ml

(Force ionique en borate de Na = 0,03 ; pH = 89)

L’acidité de amidon hydrolysé fait. en général, descendre ce pH & 8,5 ou 8,3 lors
de la confection du gel.

Le tampon borate donne une excellente séparation des fractions protéiques du sérum
humain et les résultats avec le sérum de Carcinus maenas sont aussi satisfaisants. -

Cependant dans un but de simplification, nous avons essayé de le remplacer par le
tampon véronal/HCI utilisé pour la gélose. Dans ce cas, les bacs a tampon regoivent la
solution-mere, alors que pour la confection du gel, celle-ci est diluée de moitié. Comme
on le verra par la suite, cette modification convient parfaitement & I'hémolymphe de
Crabe. ‘ : '

6. Electrophoreése.

Du fait que les extrémités du gel plongent directement dans le tampon, ce qui réduit
au minimum la chute de polentiel intermédiaire, il suffit d’employer un courant de 410
volts aux bornes de la cuve pendant huit heures pour obtenir une excellente séparation.

Dans de telles conditions, il n’est pas nécessaire de lravailler en chambre froide.

7. Coloration.

0. SMITHIES a moniré que la séparation des fractions n'est satisfaisante que dans la
partie interne du gel et qu’il convient donc de dégager celle-ci pour la colorer.

Pour ce faire, on pose la plaque de verre et son gel sur un rectangle de plexiglas
de 200 X 80 mm, & I'une des extrémités duquel est collée, dans le sens de la largeur, une
calé de méme nature destinée & empécher un glissement de la lame de verre. De chaque
c6té du gel, on pose ensuite une regle en plexiglas dont I'épaisseur est choisie en fonc-
tion de celle de I'amidon. Le bord supérieur de ces régles doit arriver a mi-hauteur du
gel. 11 suffit alors de traverser ce dernier avec un fil métallique trés fin (fil de magnéto-
phone par ‘exemple), bien fendu sur les deux régles-guides, pour obtenir un clivage
régulier. Aprés avoir posé une seconde lame de verre 480 X 40 mni sur la face supérieure
du gel, on dresse l'ensemble verres-amidon sur un champ longitudinal. Avec précau-
tion, en s’aidant d'un scalpel, on peut, dans ces conditions, séparer les deux moitiés du
gel qui seront chacune portées par une lame pour leur transfert dans le bac de colora-
tion. R : o -
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La coloration se fait en recouvrant la face supérieure de chaque moitié d'une solu-
tion d’amidoschwarz 10 B de formule :

 Amidoschwarz 10B ............. 1g
Méthanol ............... e . 50 ml
Eau distillée ....... ... ... ....... 50 ml
Acide acétique .................. 10 ml

Aprés une ou deux mlnutes ce colorant est remplace par une solutlon de lavage de
formule :

Méthanol ............ DR 100 ml
Eau distillee ... oo oL, 100 ml
Acide acétique .................. 10 ml

Les lavages sont poursuivis jusqu’a ce que le fond de P'amidon devienne presque
blanc et les fractions protéiques bien visibles. On peut faire une économie notable de
méthanol en récupérant les solutions de lavage plus ou moins teintées dans une gamme
de trois ou quatre récipients et en s’en resservant dans l'ordre de la coloration décrois-
sante, la solution fraiche restant réservée aux seuls lavages terminaux. On peut aussi
decolorer les solutions usagées sur noir animal el s’en servir & plusieurs reprises.

Le falt de cliver le gel en son milieu donne naturellement la- posmbxhte d’employer
deux colorations dlﬁerentes pour un méme échantillon. Avec un jeu de régles-guides
d’épaisseurs appropriées, on peut méme découper une bande médiane a l'intérieur du
gel et augmenter encore le nombre des possibilités.

Une fois colorées, les plaques se conservent en récipients clos avec fond garni d’un
peu de solution de lavage pour éviter la dessication de l'amidon.

C. — Résultats.
A. BEssais avec différents tampons.
a) Tampon borate.

Avec ce tampon, dont la composmon a été donnée plus haut, nos conchtlons expé-
rimentales ont fourni, pour le sérum humain;, des résultats tout a fait semblables
a ceux de SMITHIES. De I'anode vers la cathode, on peut dénombrer : 2 préalbumines. 1
post-albumine, 1 fraction a2 raplde 1 fractlon B8, 8 fines bandes « 8, 1 aq-lente et, en
position cathochque par rapport & la fente d'insertion, les v - globulines.

~ En 7 h. 30 de migration & la temperature ambiante, le déplacement moyen de 1'albu-
mine est de 5 cm. Les différentes fractions sont nettes et parfaitement rectlllgnes

Dans les mémes conditions, I'électrophorése d'un sérum de Crabe d choisi pour ses
distale et intermédiaire fortes a révélé l'existence de neuf fractions qul de l'anode & la
cathode, sont :

- — une bande‘ large, peu colorée, & 4,8 cm du start ;
" — une bande analogue & la précédente, & 3,8 cm du start ;
. '— une ligné trés intense et nette, ayant migré de 2.8 cm et qui est précédée par une
bande plus large dont elle semble former la frontiére postérieure ;
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— une ligne intense et nette, un peu plus large que la précédente, a 2 cm du départ ;
— une bande analogue 4 la précédente, paraissant dédoublée, & 1,5 cm ;

— une ligne trés fine, mais hien visible, & 1,2 em ; :

~— une seconde ligne trés fine et peu colorée, & 1,1 cm ;

— une bande plus large et floue se situant & 6 mm de l'origine.

La figure 33 a ci-dessous monlre cote & cdte 1'électrophorése du sérum humain et celle
du sérum de Crabe.

F16. 33. -— Electrophorése en gel d’amidon avec deux tampons différents.
SHN = sérum humain normal ; G. M. & = sérum de Crabe &

Ce paralléle impose de prime abord une constatalion importante. En gel d’amidon,
les fractions principales du sérum de Crabe migrent beaucoup plus lentement que l'al-
bumine humaine. Cette lenteur illusire bien le rdle particulier du gel d’amidon dans
P'électrophorése. Alors que sur papier et en gélose, I’hémocyanine distance de beaucoup
Palbumine dans son déplacement, que la fraction intermédiaire se tient & la hauteur de
cette derniére, il n'en est plus de méme dans le nouveau substrat, sans que 1'on puisse
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incriminer le pH qui reste & peu prés le méme. La plupart de ces protéines sont fortement
retardées, ce qui ne peut s'expliquer que par la taille considérable de leurs molécules
qui sont [reinées au passage dans les pores trés réduits du gel. La migration observée
est done la résultante du déplacement électrophorétique réel et de cet effet freinateur.

On concgoit d'ores et déja tout 1'intérét que pourra présenter dans des recherches
futures I'emploi conjugué et comparatif des méthodes d’électrophorése sur papier, en
gélose et en gel d’amidon, pour ’évaluation de la taille relative de diverses molécules
protéiques. Si, par exemple, deux protéines différentes ont, en gélose, des vitesses de
migration identiques — ce qui laisse supposer des charges électriques du méme ordre —
I'observation de leurs vitesses respectives en gel d’amidon pourra donner des renseigne-
ments nouveaux quant & I'encombrement de leur molécule.

: by Tampon véronal/HCI.

Dans le but de ne pas multiplier les solutions tampon employées au laboratoire, nous
avons recherché si celle qui sert couramment pour les électrophoréses en gélose ne pou-
vait pas également étre utilisée en gel d’amidon. Nous l'avons donc expérimentée dans
les Condltlons précisées ci-dessus.

Avec je sérum humain, ce systéme donne de bonnes séparations, mais il ne met pas
en évidence toutes les fractions isolées par le tampon-borate et certaines positions sont
nettement modifiées. Sans entrer dans le détail de ces changements, disons que tout se
passe comme si on réalisait une meilleure séparation des fractions les plus anodiques
en tampon - véronal et des fractions les plus cathodiques en tampon - borate. D'aulre
part, on constate que les bandes sont plus nettes et plus étroites en tampon - véronal.

Nous avons pensé que, puisque le sérum de Crabe renferme surtout des protéines a
migration anodique, le tampon-véronal devait en donner une meilleure séparation. L'ex-
périence a confirmé cette supposition, comme le monire la figure 33 b (page 159), ou les
deux électrophoreses d’'un méme sérum de Crabe € se trouvent juxtaposées. On remar-
que de suile que l'ensemble du déplacement électrophorétique est plus considérable avec
le tampon-véronal. De plus, les fractions les plus anodiques sont plus nombreuses et on
peut en compter quatre au lieu de deux, en avant de la premlere bande trés colorée.
Les trois fractions {rés colorées qui suivent sont toutefois moins bien séparées, mais cela
ne nuit pas & leur identification. :

En résumé, ces expériences comparatives montrent que, suivant que l'on voudra
étudier en détail telle ou telle fraction protéique, on aura intérét & employer 1'une ou
l'autre des deux solutions - tampon. Dans des travaux de premiére approche, le tampon-
véronal HCl donnera des renseignements trés suffisants. 11 devra de méme avoir priorité.
lorsqu’il s’agira d’approfondir I'étude des protéines les plus anodiques. Par contre, le
tampon-borate sera plus recommandé chaque fois qu'une meilleure définition des frac-
{ions les plus cathodiques sera recherchée.

2. Nuture des. fractions mises en évidence.

Aprés avoir éludié les conditions 'techniques et dénombré les fractions apparues, il
restait & en identifier le plus grand nombre et a rechercher leur correspondance avec les
fractxons isolées par les a.utres méthodes. : :

Qe travail est loin d’8tre achevé et nous n’en donnerons ici que les premiers resultats
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~Le procédé le plus simple consiste & étudier des sérums dont la composition  est
déja connue par électrophorése sur papier ou en gélose et & considérer le retentissement
des variations de ces compositions sur les figures électrophorétiques obtenues en gel
d’amidon.

~ La figure 34 ci-dessous concrétise un tel essai qui a ét¢ fait en tampon-borate dans
les condilions ordinaires. On y trouve de haul en bas :

— un_ sérum humain ;

— un sérum de Crabe ¢ indemne, trés orange, & distale et proximale fortes sur
papier ;

— un sérum de Crabe & sacculiné, a distale forte et intermédiaire douteuse ;

— un séruin de Crabe & indemne, a distale et intermédiaire fortes.

F16. 34. — Varialions des différentes fractions électrophorétiques en geil
d’amidon suivant les sérums. a) Sérum humain normal ; b) Sé-
rum de Crabe @ en vitellogengse ; ¢) Sérum de Crabe & sac-
culiné ; d) Sérum de Crabe & indemne. S

On constate que, parmi les cing fractions bien visibles par leur coloration, trois sont
plus colorées que les autres. Dans tous les cas, c'est la plus lente d'entre elles, celle qui
se.trouve & peu prés au niveau des o B -humaines, qui fixe I'amidoschwarz avec le plus
-d’intensité. Gomme les {rois sérums n’ont en commun gu'une distale forte, il est proba-
ble qu’en gel d'amidon la fraction précitée comporte 'hémocyanine. La seconde bande,
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qui a approximativement la vitesse de migration des B - globulines humaines, est égale-
‘ment bien coloree et présente dans les trois hémolymphes. Ceci laisse supposer qu'elle
fait aussi partie du groupe distal (papier) et représente peut-étre une forme différente de
'hémocyanine. La troisiéme fraction, qui se situe & hauteur des a,-rapides du sérum
humain, n’est visible que dans le sérum de Crabe détenteur d'une intermédiaire pronon-
cée. Elle fait défaut dans les deux autres sérums, & moins que la bande visible dans
ceux-ci, entre la post-albumine et les ag-I‘apldeS, n’en représente une fraction ayant
migré plus vite du fait d'une moindre concentration. On peut donc admettre que cette
protéine particuliére au sérum n° 4 correspond a la fraction intermédiaire ou en fait
partie.

Ouvrons ici une parenthése pour signaler que, dans un travail récent, K. R. Woobs,
E. G. PaurseN, R.L. EnxcLE et J. H. PerT (1958) ont comparé par électrophorése en gel
d’amidon le milieu intérieur d'un certain nombre d’Arthropodes et de Mollusques et
supposent que toutes les fractions importantes qu’ils séparent par ce moyen correspon-
dent & I'hémocyanine. Nous venons de constater qu'au moins chez Carcinus maenas cela
n'est pas le cas et, une fois encore, il nous parait nécessaire d’attirer Uattention sur cette
erreur, trés répandue et depuis trop longtemps accréditée, qui veut que I’hémocyanine
soit la seule protéine importante des Crustacés.

On nofera encore que la fraction proximale (papier) du sérum n° 2 n’apparait pas
en gel d’amidon. Il est probable qu'avec le tampon employé, elle n’a subi aucun déplace-
ment et est restée dans la fente d'insertion.

Pous nous en assurer, nous avons fait une électrophorése du méme sérum en tam-
pon-véronal/HCl et dans un gel d'amidon & 10 % seulement, donc avec des pores plus
laches que ceux d’un gel & 15 %. Dans ces conditions, on note une migration plus rapide
des principales fractions, un pouvoir séparateur moindre, mais on voit apparaitre trés
nettement, a environ 1 ¢cm du c6té anodique de la fenle d’mserl,lon, une bande colorée,
plus 1argement étalée que toutes les autres el qui ne peut étre que la fraction proximale
{fig. 34, page 163).

11 a été admis plus haut que deux des fractions principales mises en évidence par le
gel d’amidon pouvaient correspondre & des molécules d’hémocyanine de taille et de
poids mioléculaire différents. Pour le contrdler, nous avons essayé d'utiliser la propriété
que posséde l'urée de cliver la grosse molécule hémocyanique en fractions plus petites.
Dix minules aprés l'addition d'urée & un sérum de Crabe, il a été procédé & son électro-
phorése en gel d’amidon, parallélement & un échantillon non traité. Aprés coloration,
aucune différence ne peut étre notée entre les deux protéinogrammes. Un essai analogue
fait aprés six jours d’action de l'urée donne les mémes résultats. Pour l'instant, et jus-
qu'a plus ample informé, il faut donc conclure, soit que les fracticns envisagées ne
correspondent pas & des hémocyanines différentes, soit que l'aclion de I'urée n'est que
temporaire et que, cette substance étant peut-8ire séparée de 'hémocyanine par la migra-
tion électrophorétique, les molécules protéiques, passagérement scindées, se ressoudent
pour rétablir I'état antérieur.

3. Mise au point d'une microméthode.

Si, en vue de l'étude détaillée d'un sérum, il est toujours plus instructif et préférable
d’employer la macrométhode qui a été décrite, dans des travaux préliminaires ou des
seélections de sérums, on pourra gagner un temps précieux en utilisant la microméthode
que nous avons ¢laborée.
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Pour sa réalisation, la cuve & usages multiples- doit &tre équipée de ses accessoires
pour microélectrophorése. Comme dans la technique homologue en gélose, on dispose
sur la plaque de surélévation neuf lames histologiques standard. Les régles d’arrét étant
calées par des charges quelconques pour éviter tout déplacement pendant la coulée, les
lames sont recouvertes de 200 ml d'un gel d’amidon & 15 % préparé suivant le procédé
classique. Aprés une ou deux heures de refroidissement sous courant d'eau, d’éventuelles
irrégularilés du meénisque de la face supérieure du gel peuvent étre élimindes aisément
& I'aide d'un fil de magnétophone glissant, tendu, sur les deux régles latérales qui servent
de cales. : :

Le dépdt du sérum se fait par la méthode au papier filtre, en se servant d'un frag-
ment de la lame de rasoir de 10 mm avec lequel, a 10 mm du bord cathodique, on réalise
une fente pour chaque lame-support. Dans cette fente, on introduit un rectangle de papier
filtre de 3 X 10 mm imbibé de sérum. Une telle surface peut au maximum absorber
10 mm?® de liquide. Dans les cas olu l'on dispose de trés peu de substance & analyser,
on peut encore réduire la longueur du papier de moitié et faire deux insertions par lame,
de 5 mm chacune. Il devient alors possible de faire 9 ou 18 analyses simultanées (fig. 35,
ci-dessous).

F16. 15. — Microglectrophorése simultande en gel d’amidon, de 18 sérums de Crabes.

Une fois les insertions terminées, on enléve les regles d’arrét avec les précautions
d'usage pour faire monter le tampon sur le plaleau central jusqu'd contact avec le gel.
Une tension de 110 volls appliquée aux bornes de la cuve fournit une intensité totale
de 800 milliamperes dans ces conditions d’expérience. De la sorte, une séparation suffi-
sante des principales fractions peut déja étre obtenue en deux heures. Dans le cas du
sérum de Crabe, ces fractions se sont déplacées de 15 mm environ. La sérumalbumine
humaine subit, elle, une migration de 30 mm. Découpées et clivées, les différentes lames
sont ensuile colorées par le procédé ordinaire. On peut ainsi obtenir trés rapidement de
précieuses indications sur la composition protéique de nombreux sérums.

Cette microméthode nous a servi & analyser dans les plus brefs délais de nombreux
sérums de Crabes et a récolter des renseignements préliminaires sur les variations de
leurs diverses fractions suivant les individus. Ces essais ont confirmé la constatation
antérieure d'une correspondance entre la bande 4 et la fraction I sur papier. Ils ont
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également montré que les deux bandes que nous supposons dues & I’hémocyanine varient
beaucoup dans lintensité relative de leur coloration. Dans fous les cas, c¢'est la fraction
la plus lente qui est la plus importante. Il arrive cependant que la seconde de ces ban-
des soit presque aussi intense que sa voisine. A 'heure présente, nous n’avons pas encore
reconnu le déterminisme de ces variations et l'on ne pourra y parvenir qu'en répétant
-plus encore de telles électrophoréses sur des sérums d’animaux & des stades physiolo-
giques parfaitement connus.

%, Conclusions.

Ces travaux d'électrophorése du sérum de Carcinus maenas en gel d’amidon ne doi-
vent élre considérés que comme préliminaires. Ils ont ouvert une voie dont, sans crainte
d’erreur, on peut dire qu’elle sera extrémement fructueuse pour notre connaissance des
protéines des Crustacés.

3

Notre objectif immédiat a été d’adapter cette technique récente & ce nouveau sujet.
Des essais comparatifs ont moniré que le tampon-véronal/HCl donne d’excellents résul-
tats dans ce cas particulier et peut étre substitué au tampon-borate de la méthode origi-
nale. L’existence d’au moins dix fractions protéiques différentes a été révélée. La cor-
respondance de certaines avec des fractions connues sur papier ou en gélose a été éta-
blie. Dans I'ensemble, le déplacement de ces molécules volumineuses est beaucoup plus
lent dans le gel d’amidon que dans les autres supports, ce qui démontre & nouveau, de
facon indubitable, le rdle freinant de ce gel. Celte observation est particulitrement nette
pour I'hémocyanine, laquelle, par ailleurs, se subdivise en deux sous-fractions d'impor-
tance variable. La tentative de modifier les proportions de ces sous-fractions par action
prolongée de 1'urée n’a pas donné de resultat.

Enfin, de nouvelles recherches dans ce domaine seront grandement facilitées parla
mise au point qui a été faite d'une microméthode rapide et de grande série.



RESUME ET CONCLUSIONS

Chapitre 1.

La biochimie de Carcinus maenas Linné n’est encore que peu connue. Le travail qui
vient d'étre exposé apporte des informations nouvelles sur ce sujet.

Les recherches qu'il décrit ont été faites sur de nombreux échantillons de popula-
tion de ces animaux, originaires de la Manche (Roscoff) ou du littoral méditerranéen
(Etang de Thau). Le choix de l'une ou l'aufre de ces provenances a été guidé par les
avantages respectifs de ces deux espéces de Crabes par rapport au but poursuivi.

Les animaux ont éé soumis & l'expérinientation, soit directement aprés la péche,
soit aprés conservation en milieu fixateur, soit encore au cours d'élevages réalisés dans
diverses Stations biologiques ou dans l'installation & eau de mer de I'Institut de Biologie
de Nancy. Celle-ci a été pourvue d'un dispositif semi-automatique de nettoyage qui per-
met des gains de temps considérables lors de l'entretien des Crabes en captivité.

Un bref rappel de la biologie de Carcinus maenas informe le lecteur non naturaliste
de quelques problémes posés par cet animal, notamment celui de sa « castration para-
sitaire » par le Rhizocéphale Sacculina carcini Thompson. 11 apprend de la sorte que le
déterminisme des modifications que ce parasite fait subir aux caracttres sexuels secon-
daires de son héte n’a jamais pu étre précisé, pas plus que n'ont pu étre démontés les
rouages intimes du mécanisme de la détermination du sexe chez les Crustacés en général.

Les diverses hypothéses émises & propos de ces problémes sont évoquées, avant que
ne soit brossé le tablean des connaissances biochimiques antérieurement acquises dans la
recherche de leur solution.

Chapitre II.

Le second chapitre s’attache a réfuter I'hypothése de G. SMiTH concernant le réle des
lipides dans la féminisation des caractéres sexuels des Crabes sacculinés. :

Une étude detaillée est d’abord faite de la genése de cette hypothése, qu'elle replace
dans son contexte de T'histoire scientifique pour montrer comnient elle s’intégre dans le
cadre des théories qui, au début du siécle, ont cherché une solution au probléme de la
détermination du sexe,
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Elle est suivie de I'énumération des observations faites sur Carcinus et Inachus,
observations qui ont amené G. SMITH & supposer que Sacculine et ovaires ont un méme
retentissement sur le métabolisme lipidique des Crabes, commandant par cet intermédiaire
la différenciation des caractéres sexuels secondaires. 1.’¢élégante simplicité d'une telle expli-
cation se heurte malheureusement a de nombreuses objections dont certaines ont été for-
mulées par SMiTH lui-méme, alors que d’autres ont conduit a des recherches nouvelles
qui sont passées en revue.

Parmi les divers arguments alimentant cette critique. il en est un qui, bien qu'essen-
tiel, n'a jamais recu de contrdle expérimental. C’est celui qui constate que la Sacculine
agit déja sur les caractéres sexuels de son hdte & une époque ol, encore interne et peu
consequenie, elle ne peut peser d'un grand poids sur le métabolisme lipidique de son héte.

Le bien-fondé de cette objection est alors démontré par une longue série de dosages
d’acides-gras chez les animaux entiers de divers échantillons de population dont le plus
important a été récolté au mois d'aotit dans I'Etang de Thau. La majeure partie de ce
miatériel est en effet sacculiné.

176 analyses concernent ainsi 1.918 Crabes dont on mesure avec précision la longueur
et le degré de féminisation. Les résultats obtenus, contrdlés par les tests sta’clqhques
habituels, montrent d’abord que, entre certaines limites de taille, il n’y a pas de corré-
lation entre celle-ci et la teneur en acides-gras des animaux. Par contre, chez les méles,
ce taux lipidqiue est inférieur a celui trouvé chez les femelles, méme lorsque celles-ci n’ont
pas encore commencé leur vitellogenése. Cef écart devient considérable au moment de
I'édification des ovules. Une fois ceux-ci expulsé, les femelles sont trés pauvres en matieé-
res grasses.

En ce qui concerne les animaux sacculinés, il est établi que le parasite ne modifie
pas significativement le taux des acides-gras de son héte, sauf peut-8tre au moment de
la sortie du sac viscéral et de la premiére croissance de celui-ci. in tous cas, constatation
essentielle, une telle action n’existe pas tant que le parasite est interne. 11 n’y a en effet
aucune correlatlon entre le taux des matiéres grasses et ie degré de féminisation des males.
Ce résultat est d’autant plus certain qu'il est obtenu par des voies différentes dont les
conclusions concordent toutes.

On peut done affirmer que les lipides ne sont pas, par leurs variations quantitatives,
la cause directe ou indirecte de la féminisation des caractéres sexuels méles des Crabes
sacculings,

11 esl ainsi démontré que I'hypothése de G. SMITH ne correspond pas & la réalité des
faits.

Chapitre III.

La découverte récente d'une glande androgéne chez les Crustacés ne laisse plus aucun
doute quant & la nature hormonale du déterminisme sexuel des Crustacés. Mais on ignore
tout, pour Vinstant, de la nature chimique des subslances qui sont en jeu. La question se

pose notamment de savoir si ces hormones ont une composition analogue & celle des
corps. qui régissent la différenciation sexuelle des Vertébrés.

Une reponse est cherchée par deux voies différentes.
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La premiére consiste & rechercher dans les testicules, I'némolymphe et I'hépato-pan-
créas des Crabes d, des 17-cétostéroides, métabolifes ordinaires des hormones sexuelles
de Vertébrés. L'adaptation de la technique classique de détection de ces corps dans l'urine
humaine & ces substrats reste infructueuse. Seuls les extraits de testicules donnent une
coloration rouge marquée avec le métadinitrobenzéne, mais celle-ci ne présente pas la
nuance caractéristigue des stéroides oxygénés en C47. Un fractionnement chromatogra-
phique des extraits sur alumine reste également sans régultat. I1 permet cependant la
mise au point de perfectionnements techniques susceptibles d'intéresser les méthodes
chromatographiques en général.

La seconde voie comporte des injections d’hormones pures de Vertébrés a des lots
de Crabes qui recoivent ainsi diverses doses d'hormones gonadotropes, somatotrope,
adrénocorticotrope. andmgéne et oestrogéne. Aucune modification macroscopiquement
observable n’est constatée aprés ces traitements que les sujets subissent en général sans
dommage et qui seraient donc susceptibles d’élre prolongés et contrélés histologiquement.

Ces deux séries d'essais montrent ainsi qu’il n'y a probahlement aucune parenté chi-
mique entre les hormones sexuelles des Vertébrés et celles des Crustacés.

Dans un ordre d'idées voisin, des injections d’extraits lipidiques et déprotéinés de sac
vigeéral de Sacculine sont faites & des Crabes indemnes. Elles montrent que la toxicité
trouvée par d’autres auteurs dans de tels extraits non déprotéinés est entidrement conser-
vée, done qu'elle n'est pas due & des choes de nature immunologique.

Par contre, des injections de sérum de Crabes parasités a des individus sains sont
relativement bien supportées. Ceux-ct sont aussi trés friands de la substance méme des
sacs viseéraux et s’en nourrissent volontiers.

A auncun moment, une modification des caractéres sexuels ne peut étre constatée
aprés ces expériences. La Sacculine ne semble done pas renfermer, ou déverser dans le
sang de son hote, de principes féminisants.

Chapitre 1V.

L’analyse chromatographique sur papier, uni- et hidimensionnelle, met en évidence
dans I'hémolyniphe de Carcinus maenas les acides-aminés libres suivants : acide aspar-
tique, acide glutamique, glycocolle, tyrosine, valine, proline, arginine.

Une hydrolyse chlorhydrique du sérum et une chromatographie consécutive permet-
tent de dénombrer : acide aspartique, acide glutamique, sérine, glycocolle, thréonine,
alanine, tyrosine, histidine, lysine, arginine, proline, valine, leucine et isoleucine. Deux
taches supplémentaires n’ont pas été identifiées.

Des essais comparatifs ne révélent aucune différence qualitative entre les sexes, ni
entre les animaux indemnes et parasités. Sous réserve d’études quantitatives encore a
faire, I'action de la Sacculine ne parait donc pas s’exercer par lintermédiaire de ces
substances.
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Chapitre V.

Aprés un rappel sommaire du principe général de I'électrophorése et des travaux
antérieurs réalisés par cette méthode chez les Crustacés, la technique d’électrophorése
sur papier est adaptée a I'étude de la composition protéique de I'hémolymphe du Crabe.

Un effort .analytique considérable portant sur des milliers d’animaux est entrepris
pour éclairer la causalité des variation physiologiques ou paﬂmloglques de cette compo-
sition.

Il est d’abord montré que, contrairement & une opinion trop répandue, 'hémocyvanine
n'est pas la seule protéine du milieu intérieur des Crustacés. I'électrophordse sur papier
met en effel en évidence trois groupes protéiques distinels qui sont provisoirement dési-
gnés par leur position par rapport & la ligne de départ. Le premier, qui est le plus
rapide, est appelé « distal » et renferme I'hémocyanine. Le second, dit « intermédiaire »,
se sifue un peu en retrait du premier et comporte des glycoprotéides. Le troisiéme. fort
proche de la ligne de dép6t et pour cela dénommé « proximal », est constitué par des
lipoprotéines et sans doute aussi. par des glycoprotéides.

Ces trois fractions peuvent exister simultanément dans un méme sérum et étre égale-
ment abondantes. Mais, trés souvent, 'une ou I'autre des deux derniéres fractions est
absente et les quantités respectlves varient. Ces variations sont loin d’8tre simples et échap-
pent, par leurs frontiéres imprécises, & toute schématisation facile. De multiples essais,
faits sur des échantillons d’origines diverses et récoltés en des saisons différentes, permet-
tent de dégager quelques régles générales qui souffrent cependant de nombreuses excep-
tions.

Tout d’abord, la composition protéique de ’hémolymphe change, comme on pouvait
s’y attendre, au cours des étapes du cyele d'intermue. Dans les étapes immédiatement
post-ecdysiales, les protéines sont trés diluées et n’apparaissent la plupart du temps que
sous formie d'une distale trés affaiblie. Celle-ci se renforce en Gy, Cs, Cz pour devenir &
peu prés constante en C;. La fraction intermédiaire apparait & des moments variables,
aquelquefois & I'une ou Tautre des étapes de la période C. mais plus généralement en D;.
D, et Dy ol elle devient trés importante et peut dépasser 1’hémoevanine en quantité. Tout
se passe, en somme, comme si une préparation metabohque & la mue se déclenchait avant
Papparition des critéres morphologiques servant a la discrimination des étapes du cyele,
sans lien rigoureux entre les deux ordres de phénoménes.

Un facteur saisonnier semble également jouer un role. Une étude détaillée concernant
711 Crabes et s’étendant sur onze mois de ’année, montre que la fraction intermédiaire
est trés fréquente dans les premiers mois de I'année, époque de mues nombreuses, alors
qu’elle devient exceptionnelle vers la fin de 1'été et durant I'automne.

Du point de vue théorique, les attaches qui semblent lier cette fraction au processus
de la mue s’harmonisent bien avec sa nature glycoprotéique et il est probable que son
étude analytique plus poussée apportera des éléments nouveaux pour l'explication de ce
phénomniéne.

La fraction prox1ma1e exceptionnelle et sans doute pathologique chez les méles
semble, au contraire, caractériser les femelles, surtout au moment de la vitellogenése. Elle
comporte les lipoprotéines — et sans doute des glycoprotéides — qui transitent de I'hépato-



RESUME ET CONCLUSIONS 169

pancréas vers l'ovaire, par l'intermédiaire du vecteur hémolymphe, pour participer a
I'édification des ovules. Elle devient considérable dans certains cas anormaux ot la ponte
parait ne pas pouvoir se déclencher.

L’ablation des pédoncules oculaires provoque, & bréve échéance, chez les maéles,
l'apparition de la fraction intermédiaire lorsque celle-ci fait défaut, son renforcement
lorsqu’elle existe déja. Chez les femelles, la mé&me opération a des conséquences analo-
gues, mais elles concernent aussi la fraction proximale qui apparait ou s’intensifie. Ces
modifications sont le reflet métabolique du déclenchement bien connu de la mue et de la
ponte par la suppression du complexe glandulaire du pédoncule oculaire.

L’action de la Sacculine sur les fractions protéiques de 1'hémolymphe de son hote
parait trés complexe. Tant que le parasite est interne, il agit de facon sensible sur les
Crabes jeunes en diminuant 'importance de la distale et en raréfiant la fraction inter-
médiaire. Une telle action est beaucoup moins prononcée chez les animaux plus gros et,
par conséquent, plus résistants. Elle est retrouvée, sans accentuation brutale, chez les
Crabes a Sacculine externe. A aucun moment n’a été retrouvée 'augmentation de la teneur
en protéines signalée par certains auteurs. De I'ensemble des cas examinés se dégage au
contraire I'impression d'une diminution du taux de ces substances.

La comparaison des échantillons de la Manche et de la Méditerranée ne révéle aucune
différence qualitative enfre les protéines de ces deux espéces de Carcinus. Une étude quan-
titative n’est pas entreprise, la technique ne parcussant pas assez précise pour de felles
recherches. »

Enfin, Pobservation attentive des différents lots de Crabes donne lieu & de nombreu-
ses remarques hiologiques dont la plus importante constate que, dans la Manche comme
en Méditerranée. la ponte de ces Décapodes se situe durant les mois d’hiver et ne s'étale
pas sur toute 'année pour la majorité des individus.

A TDélectrophorése sur papier succédent des électrophoréses en gélose dont les nom-
breux avantages sont soulignés.

‘L’empioi de cette technique est rendu plus facile par la mise au point d’'une cuve a
électrophorése & usages multiples qui permet de réaliser, & qualité égale ou améliorée; six
techniques différentes :

— 1'électrophorése sur papier ;

— D’électrophorése en gélose ;

— l'immuno-€électrophorése ;

— la micro-immuno-électrophorése ;
— D’électrophorése en bloc d’amidon ;
— 1'électrophorése en gel d’amidon.

L’utilisation de l'appareil pour chacune de ces méthodes est exposée avec précision.

La migration électrophorétique en gélose des protéines du sérum de Crabe confirme
les renseignements fournis par le papier, en améliore la qualité et rend possible la
distinction de deux ou trois subdivisions de la fraction distale. Un rappel des principales
propriétés de I'hémocyanine attire l'attention sur l'importance de cette observation qui
confirme, sous certaines réserves, la coexistence chez un méme animal de plusieurs hémo-
cyanines a poids moléculaires différents. De nouvelles possibilités sont dinsi offertes a
I’étude physicochimique de ce chromoprotéide. : .
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L'immuno-électrophorése de P. GRABAR et C.A. WirLiams, dont ’élégance, la puis-
sance et la finesse d'analyse méritent un exposé circonstancié. destiné & vulgariser cette
technique parmi les naturalistes, fait ensuite une premiére incursion dans la classe des
Crustacés.

Description est d’abord donnée du mode de préparation d’immun-sérums de Lapin
anticrabe & partir de sérums d’individus d, ¢, indemnes et sacculinés. Puis, aprés une étude
préliminaire de la richesse de ces liquides en anticorps et de la concentration optima de
leur emploi; diverses immuno-électrophoréses apportent les informations suivantes :

— la fraction distale est immunologiquement hétérogéne. Dans certains cas, elle révéle
trois protéines distinctes qui peuvent correspondre & celles rencontrées dans 1'électro-
phorése simple en gélose ;

— Ia fraction intermédiaire fournit un arc de précipitation trés net & approche de
la mue, plus flou ou absent aux étapes qui en sont éloignées. La sensibilité de la méthode
permet la détection de quantités infimes de ces protéines, méme lorsqu'elles sont inappa-
rentes sur papier :

— entre D et 1. mais souvent aussi sous I. se placent deunx autres protéines. quanti-
tativement plus faibles, dont la nature et le rdle restent ignorés ;

— la fraction proximale donne également lieu & un arc de précipitation.

De la sorte, I'immuno-électrophorése éléve a sept le nombre des fractions protéiques
décelables dans I'hémolymphe de Carcinus maenas.

La plus récente des techniques électrophorétique sur support. I'électrophorése en gel
d’amidon, apporte de nouveaux movens d'investigation du sujet. Aux critéres connus de
la migration électrophorétique simple, elle ajoute ceux dune filtration sélective imposée
aux molécules protéiques par la finesse des pores du substrat.

Son utilisation dans la cuve & usages multiples en simplifie le mode opératoire. Son
application au sérum de Crabe montre comment le choix du tampon peut favoriser
I'étude de telle ou telle fraction. Elle permet de separer dix fractions différentes. Deux
des plus importantes représentent I’'hémocyanine qui, ici encore, se trouve donc divisée
en deux sous-fractions dont les importances relatives varient avec les individus. Ces pro-
portions ne sont pas modifiées par l'action de 'urée.

La migration des molécules d’hémocyvanine est naturellement trés ralentie par le gel
d’amidon, démontrant de fagon indubitable les propriétés particuliéres de celui-ci. Une
fraction un peu plus rapide a été identifiée comme correspondant au groupe intermé-
diaire du papier. La fraction prox1male également Pe{rou\ ée, ne IHIQ;I‘E que dans des
conditions expérimentales précises. ,

Ainsi, le travail qui vient détre exposé apporte des connaissances nouvelles relatives &
la composition du milieu intérieur d'un Crustacé fort commun. Sa partie expérimentale,
trés développée, met & la disposition de recherches futures un certain nombre de techni-
ques efficaces et éprouvées, qui sont susceptibles d’applications nombreuses dans une
partie du Régne animal ot elles ne se sont encore que peu exercées. Chacun des résultats
qu'elles ont permis d’acquérir chez Carcinus maenas s'ouvre sur de nouvelles recherches.
- 11 est hors de doute que leur emploi sera tout aussi fructueux dans d’autres groupes
d'Invertéhrés. Si le présent travail a démontré l'intérét de leur utilisation et contribué a
leur vulgarisation parmi les Naturalistes, il aura atteint I'un de ses principaux objectifs.
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