
L'XV{-C,
2138

Bull. Inst. r. Sei. nat. Belg. 
Bull. K. Belg. Inst. N a t. W e t. 44 40 Brux. 31.12.1968

&
Vlaams Instituut voor da Zm

E T U D E  E L E C T R O P H O R ^ f f i f ^ Ö f f ^ A N G  
D ’E U P H A U S IA  S U P E R B A

PAR

W . D e c l e ir  ( G a n d )

INTRODUCTION.

L es eaux an ta rc tiq u es  o ffren t un milieu écologique unique à cause 
de leu r b asse  tem péra tu re , leu r trè s  h au te  ten eu r en oxygène et leur 
fo rte  co n cen tra tio n  en substances nu tritives. D ans ces conditions, il n ’est 
p as é to n n an t q u ’on puisse re trouver parm i les anim aux qui peup len t ce 
milieu, des ind iv idus d o n t le m étabolism e p résen te  des aspects  to u t à  fa it 
particu liers. Il est encore im possible pour le m om ent de nous fa ire  une 
idée généra le  de l’ad ap ta tio n  du m étabolism e à ce t écosystèm e très  spécial 
que constitue  l ’A n tarc tiq u e . E n  effet, n o tre  connaissance  de la physio 
logie et de la biochim ie des an im aux des rég ions po laires est p resque 
in ex istan te  du fa it des d ifficultés que rep résen te  l’installa tion  d ’un 
lab o ra to ire  b io logique b ien  équipé dans ces rég ions. A insi ce n ’est pas 
une rech erch e  systém atique  des p rop rié tés du sang, m ais l ’a spec t 
particu lie r de  celui-ci qui a a ttiré  l’a tten tio n  de  quelques chercheurs 
su r le fam eux « ice-fish  » décrit pour la p rem ière  fois en 1931 p a r 
L. H a r r is o n  et auquel J. T . R u u d  a consacré  une  é tude  plus poussée 
( J .  T . R u u d  1965). Il s’ag it, en fait, de 16 espèces de poissons a p p a r
ten an t à  la  fam ille des chaen ich th y id ae  qui se n o u rrissen t du « K rill » 
e t qui on t des b ranch ies incolores à  cause de l’absence  dan s leur sang 
d ’é ry th ro cy te s  et, p a r  conséquent, d ’hém oglobine. C e dern ie r, pigm ent 
re sp ira to ire  ro u g e  généra lem ent rép an d u  dan s le sang  des v e rtéb rés  
où il est localisé d ans les globules rouges ou é ry th ro cy tes , co n tien t dans 
sa m olécule q u a tre  g roupes d ’hèm e qui on t chacun  un atom e de  fer 
ferreux responsab le  de  la  liaison réversible d ’une m olécule d ’oxygène. 
A insi chaque m olécule d ’hém oglobine tran sp o rte  4 m olécules d ’oxygène, 
qui seron t d istribuées aux divers tissus pour le processus norm al 
de leu r m étabolism e. T o u te  la lum ière n ’a pas encore été fa ite  su r la



m anière  d o n t les chaen ich th y id ae  de l’A n ta rc tiq u e  a r r iv e n t à  effectuer 
leu r m étabolism e sans p igm ent resp ira to ire . Q uo i qu ’il en soit, ces 
po issons ne  p o u rra ien t pas su rv iv re  hors des eaux po la ires (u n e  élévation  
de  10 degrés de la tem péra tu re  d o u b lan t la consom m ation d ’o x ygène). 
U n e  é tude  plus poussée de ce problèm e d o n n e ra it des in fo rm ations très 
in té ressan tes  su r l 'a d a p ta tio n  des organism es au  m ilieu m arin  particu lier 
que  constitue  l’A n ta rc tiq u e  ainsi que su r l’évolu tion  des ê tres  v iv an ts  
dan s ces eaux.

Le m aillon cen tra l de la  chaîne alim entaire d ans les eaux an tarc tiques 
se trouve ê tre  un petit crustacé, E uphausia  superba, q u ’on appelle 
aussi « krill ». C e pe tit in v ertéb ré , qui se n o u rrit de p lan tes  unicellu laires, 
est à son to u r m angé p a r les phoques, les baleines, les m ancho ts et les 
a u tre s  o iseaux an ta rc tiques, etc.

D ans le cad re  de  nos recherches su r le sang  des crustacés, nous 
av o n s eu la chance de pouvo ir co n tinuer n o tre  é tu d e  su r E u phausia  
sup erb a  si im p o rtan t po u r la v ie  en A n ta rc tiq u e , lors de l’expédition  
A n ta rc tiq u e  B elgo-N éerlandaise  de  1967. C ’est g râce  à M . S t e y a e r t  
que nous avons pu pa rtic ip e r à ce tte  expédition  et nous désirons lui 
ad re sse r  ici to u te  n o tre  reconnaissance. N ou s av o n s pu cap tu re r  une 
cen ta ine  d ’E u p h au sia  dan s la baie de B reid  (B re id v ik a ) g râce  à  l’a ide  
très  appréciée  de M . J. M . S a n  F e l i u . Ils fu ren t p lacés im m édiatem ent 
d an s un aquarium  bien  aéré . D es m orceaux  de g lace  ajou tés à  l’eau 
assu ra ien t une  tem p éra tu re  ne  d ép assan t pas 0° C. M alheu reusem en t 
il n ’a pas été possible, d ans ces conditions, de ten ir v iv a n ts  les crustacés 
p en d an t p lus de tro is jours. Les anim aux on t é té  divisés en deux popu la
tions égales. Les anim aux du  prem ier lo t on t é té  utilisés, à  bord  du 
« M a g g a  D an  », pour des recherches d o n t nous vous p résen tons ici 
les résu lta ts . Les anim aux du deuxièm e lo t on t é té  su rgelés et destinés 
à  des m esures enzym atiques et des déterm inations de  m étaux au 
labora to ire  de  chimie physio logique de l’U n iversité  de G and . Ces 
ré su lta ts  se ro n t publiés plus ta rd  dan s une  é tu d e  co m p ara tiv e  du  sang 
des crustacés.

M A T E R IE L  E T  M E T H O D E .

N ous avons fait nos recherches sur une seule espèce, E uphausia  superba, 
D a n a . N ou s avons pu apprécier l ’a ide  de L. B. H olthu is (L eiden — P ay s- 
B as) pour la déterm ination  de cette  espèce. C es anim aux, q u ’on trouve en 
g ran d e  quan tité  dans les eaux an ta rc tiques on t une  longueur m oyenne 
d e  4 à  5 cm. C e son t des crustacés du su p er-o rd re  Eucarida, divisé 
lui-m êm e en deux o rd res d on t le prem ier contien t les E uphausia , qui 
son t plus prim itifs, et le deuxièm e les D ecapoda, c rustacés plus g rands 
e t les plus évolués.

P o u r l’ana ly se  du sang, nous avons utilisé la  technique m icroélectro- 
pho ré tique  de W i e m e  ( W i e m e  1959) ad ap tée  au  travail à  tem péra tu re  
co nstan te  ( W i e m e  1961). C e tte  technique est facilem ent u tilisable à
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bo rd  d ’un  b a teau  en  m arche, même su r une m er un peu m ouvem entée, 
p rincipalem ent à  cause de  la  courte  durée nécessaire  pour effec tuer une  
électrophorèse.

T o u tes  les é lectrophorèses ont été effectuées dans un  gel d ’a g a r 
(D ifco  spécial ag a r noble) à 0,9 % (tam pon b o ra te  p H  =  9,0 
et n =  0 ,05), mis en  couches de 2,5 mm su r des lam es m icroscopiques. 
La du rée  é ta it tou jours de  30 m inutes e t la  tem péra tu re  5° C. Le voltage 
é ta it fixé à 140 V o lts . Im m édiatem ent après l’électrophorèse, les p laques 
é ta ien t im m ergées dan s un  bain  fixateur, p rép aré  comme suit :

— éthano l 70 volumes;
— acide acétique 5 volumes;
-— eau distillée 25 volum es.

A p rès  u n e  fixation d ’environ une  heure, elles é ta ien t séchées d ans une 
étuve à 35° C  e t colorées ensuite à l ’aide de la  solution su ivante  :

A m idoblack 10 B 0,5 g;
— H g C l2 5,0 g;
— acide acétique 5,0 ml;
— eau distillée ju sq u ’à 100 ml.

A près la co loration  (d u rée  environ 30 m inu tes), les p laques é ta ien t 
différenciées p a r  lavage dans tro is bains successifs d ’acide acétique à  2 % .

Les d ifféren tes fractions protéin iques é taien t colorées en bleu.
Les électrophérogram m es colorés fu ren t enfin  analysés dan s un  

densitom ètre  V ita tro n  à  une  longueur d ’onde de 538 m/x. A insi on t été 
ob tenus les graph iques rep résen tés dans les figures 1 à  4.

R E S U L T A T S .

L ’étude des électrophérogram m es, colorés p a r le noir d 'am idon , nous 
révèle au  to ta l six fractions protéin iques dans l’hém olym phe d 'E uphausia  
superba. C ep en d an t on ne les trouve pas tou jours ensem ble. Il est possible 
de reconna ître  tro is types d ’électrophérogram m es.

Les t y p e  1 et  t y p e  2 son t obtenus comme suit : une  p ipette  
« m icrocap » (D rum m ond  scientific com pany) est in trodu ite  trè s  p rudem 
m ent d an s  l ’a rtè re  dorsale. Il est possible de prélever ainsi deux à  q u a tre  
m icrolitres d ’hém olym phe. D eux m icrolitres sont in trodu its  to u t de suite 
dans le gel d ’a g a r  pour l’électrophorèse. E nv iron  80 %  des électro
phérogram m es obtenus ainsi son t du type  1. Celui-ci m ontre tro is fractions 
d o n t la  frac tion  in term édiaire  est beaucoup plus faible que les au tres 
(fig . 1 ). Le ty p e  2 a  en  plus une fraction  protéin ique, m ig ran t plus 
len tem ent que les au tres fractions dans le cham p électrique (fig . 2 ) .

Le t y p e  3 s ’observe lo rsqu’on essaie d ’ob ten ir p lus d 'hém olym phe 
en appuyan t, m êm e très légèrem ent, avec les doigts des deux côtés de 
l’anim al. D e  cette  m anière, on peut récupérer 5 à 8 m icrolitres d ’hém o-



Fig. 1.

Fig. 2.
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lym phe. L ’électrophérogram m e co rrespondan t est rep résen té  dan s la 
figure 3. E n  plus des fractions m entionnées plus hau t, on trouve tou jours 
deux fractions assez faibles qui m igrent plus v ite  que les au tres.

L 'orig ine de  ces deux fractions supplém entaires se situe p robablem ent 
dans l ’hépatopancréas. C e t o rgane  coloré d 'u n  ton  v ert-b ru n  est bien visible 
chez l’anim al in tac t. L orsqu 'on  ten te  de  récupérer, p a r  légère  pression  
des doigts, l ’hém olym phe, norm alem ent incolore, on consta te  que  celle-ci 
p ren d  une  couleur verte, tand is que l ’hépatopancréas se décolore lentem ent. 
L ’hépa topancréas d ’E uphausia  superba  con tien t donc un  liquide vert qui 
se  m élange très facilem ent à l’hém olym phe. A fin  de vérifier si les deux 
fractions protéin iques supplém entaires, que nous avons re trouvées sur 
les é lectrophérogram m es du type 3, proviennent, elles aussi, de  l’hépato - 
pancréas, nous avons procédé comme suit : l ’h épatopancréas d ’u n  anim al 
es t prélevé, rincé très v ite  dans l’eau de m er et séché en tre  du  pap ier 
filtre  p ou r élim iner l’e rreu r possible due au sang. E n su ite  l ’o rgane 
est placé d ans un p e tit tube  à  essai avec quelques gouttes de  tam pon 
p h o spha te  p H -7 ,8  e t puis ag ité  p en d an t quelques m inutes au  m oyen 
d ’une spatule. A près contrifugation , on ob tien t un su rn ag ean t clair, 
coloré en vert, que nous avons ana lysé  p a r électrophorèse. Com m e 
le m ontre  la figure 4, nous retrouvons les deux fractions supplém entaires, 
même plus concentrées, ainsi que deux fractions de l’hém olym phe norm ale  
c 'e s t-à -d ire  celles qui m igren t le plus vite.

Il est bien connu que beaucoup de  crustacés on t dans leur sang  un 
pigm ent resp ira to ire  bleu, l ’hém ocyanine. C ’est une pro téine à  poids 
m oléculaire élevé (environ  800.000 chez le hom ard) qui contien t p lusieurs 
atom es de cuivre liés probablem ent aux groupem ents — S H  de cystéine. 
C e  p igm ent rep résen te  80 à  100 %  de la to ta lité  des protéines du  sang  
des crustacés. A fin  de déterm iner si une des fractions p ro téin iques que 
nous avons dém ontrées dans le sang d ’E uphausia  co rrespond  à  ce p igm ent 
resp irato ire , nous avons fa it tro is tests pour déceler la p résence  éventuelle 
de  cuivre ou d ’hém ocyanine.

1° R é a c t i o n  a v e c  l ’ a c i d e  r u b é a n i q u e  (d ith io o x am id e).

D ans un  m icrotube à essai, on a jou te  2 m icrolitres d ’hém olym phe à
2 m icrolitres d ’une  solution alcoolique d ’acide rubéan ique à  1 % . D an s 
ces conditions, l ’hém olym phe de crabe, même très dilué, donne im m édia
tem ent u n e  couleur verte  due à  la  présence de  cuivre (D ecleir 1966). 
L ’hém olym phe à'E uphausia  superba  ne m ontre aucune réaction.

2° R é a c t i o n  p s e u d o p e r o x y d a s i q u e .

L ’hém ocyanine des crustacés supérieurs m ontre  une réaction  pseudo
peroxydasique  due  à  la  présence de cuivre ( G h i r e t t i  1956; D e c l e ir  
1966). M a n w e l l  et B a k e r  (1963) on t utilisé ce tte  p roprié té  p ou r m ettre  
au  po in t une  m éthode très sensible de détection d ’hém ocyanine sur 
des é lectrophérogram m es en les im m ergeant dan s une  solution conte-
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n a n t de l’o-dianiside, H 20 2 et de l’alcool tam ponné à un  p H  =  5,7. A vec 
ce tte  m éthode, la  form ation d ’une couleur b run -rouge indique la présence 
de  traces d ’hém ocyanine, m ais l ’hém olym phe à 'E uphausia  n ’ind ique pas 
ce tte  coloration.

3° R é a c t i o n  p s e u d o p h é n o l o x y d a s i q u e .

L ’hém olym phe des crustacés décapodes m ontre  une  réaction  phéno- 
loxydasique  due  à  un  enzym e à  base  de  cuivre qui se  trouve d an s  les 
leucocytes ( P i n h e y  1930; B h a g v a t  et R ic h t e r  1938; D e c l e ir  1966; 
D e c l e ir  e t V e r c a u t e r e n  1965 et 1967) et une  réaction  pseudophéno loxy
dasique due  à  l ’hém ocyanine ( B h a g v a t  et R i c h t e r  1938; Z u c k e r k a n d l  
1953; D e c l e ir  et V e r c a u t e r e n  1965). N ous avons ana lysé  le sang 
à ’E uphausia  p ou r re trouver une  réaction  phénoloxydasique su ivant 
la  m éthode que nous avons décrite  an térieu rem ent ( D e c l e ir  et 
V e r c a u t e r e n  1965). La solution em ployée s ’obtien t en m élangeant
2 m icrolitres de  sang  et 2 m icrolitres d ’une solution com posée de 10 m icro
moles d ’o léate de  soude et de  10 m icrom oles de  4 -m éthycatechol dans
1 ml de  tam pon p h o sphate  M /1 0  p H  =  6,7. D an s ces conditions, nous 
n ’avons trouvé aucune réaction  dans le sang  à ’E uphausia  superba. D e 
même des hom ogénâts d ’anim aux en tiers donnen t une réaction  négative. 
C ep en d an t nous avons consta té  que les hom ogénâts d 'an im aux  don t 
l’hépa topancréas a  été enlevé m ontren t une réaction  positive. C e tte  d e r
n ière  réaction  est re la tivem ent fo rte  e t se p rodu it égalem ent à  des tem pé
ra tu res  en dessous de  0 °C. L a réaction  est positive pour les tro is su b stra ts  
utilisés, c ’e st-à -d ire  un m onophénol (ty ram in e -H C l ), un  diphénol 
(4 -m éthylcatechol) e t un  triphénol (py roga llo l). A insi nous avons 
retrouvé chez E uphausia  superba  une phénoloxydase qui ne  se  re trouve 
pas d an s  le sang  e t l ’hépatopancréas sem ble conten ir un inh ib iteur pour 
cet enzym e.

D ISC U SSIO N .

N ou s avons fa it une é tude  électrophorétique de l’hém olym phe 
à ’E uphausia  superba, pe tit c rustacé trè s  connu sous le nom  de « krill » 
et qui constitue  un  élém ent clé de la chaîne alim entaire en A ntarc tique . 
L ’hém olym phe est incolore e t ne contien t pas de p igm ent resp irato ire  
comme c ’est le cas chez les crustacés décapodes. C e pigm ent, l’hém ocya- 
n ine est un m éta llopro téine à  base  de cuivre qui, d ’après les dern ières 
données, sem ble avoir un fonction com plexe et m ultiple, comme p ar 
exem ple celle de  p igm ent resp irato ire , de régulation  de  la  pression 
osm otique, de  réserve alim entaire, de transpo rt, etc. Ses proprié tés on t 
é té  étudiées chez les g ran d es espèces, m ais la  com position du  sang  
des petits  c rustacés est peu connue. Le rôle des d ifféren tes protéines 
sangu ines chez les crustacés dépourvus de ce pigm ent est égalem ent 
inconnu. L ’ana lyse  du sang  d ’E uphausia  est effectuée dans le cad re  d ’une 
étude com parative de  l’hém olym phe des invertébrés en généra l e t des



crustacés en particulier. N ous avons décrit d ans cet esp rit les p roprié tés 
é lectrophorétiques du sang d 'Euphausia. L ’aspect com paratif en sera 
publié plus ta rd .

N ou s avons trouvé dans le sang A'Euphausia superba  six fractions 
protéin iques, que nous avons num érotées de 1 à  6 comme ind iqué dans 
la figure ci-dessous.
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1 2 3 4  5  6

Fig. 5.

Le sang norm al incolore contient tou jours les fractions 2, 3 et 4 et 
chez 20 % des anim aux que nous avons analysés il con tien t égalem ent la 
fraction  1. N ou s avons trouvé dans le cas du crabe C ancer pagurus  
( D e c l e ir  1 9 6 6 ) ,  à  l’approche de la mue, une  fraction  protéin ique 
ap p ara issan t dans le sang, qui m igre m oins v ite  que les au tres  fractions 
dan s le cham p électrique et qui trouve son orig ine dan s la  décom position 
de l’ancienne cuticule. P eu t-ê tre  la  fraction  1 du sang  d ’E uphausia  est-elle 
analogue à  la  fraction  décrite  chez Cancer pagurus.

N ous avons pu dém ontrer q u ’un  liquide clair, co n ten an t un  pigm ent 
v ert e t les fractions protéin iques 5 et 6, p rovenan t de  l’hépatopancréas, 
se  m êle à  l ’hém olym phe quand  on essaie de récupérer l’hém olym phe 
p a r  légère pression des doigts. N ous ne  savons pas si le p igm ent est 
associé avec l’une des deux protéines. Il es t im possible, en effet, de 
re trouver la couleur v erte  dans le gel d ’ag a r ap rès  l’électrophorèse. 
N éanm oins les p igm ents de l’hém olym phe des invertébrés sont souvent 
liés à des protéines. Le fa it q u ’une légère pression fasse ap p ara ître  dans 
le sang un  liquide clair con tenan t u n  pigm ent v e rt et des pro téines est bien 
rem arquable. C e liquide provien t de l ’hépatopancréas. C elui-ci est un  
o rg an e  peu frag ile  q u ’il est facile de prélever en entier. N ous savons que 
l’h épatopancréas chez les crustacés décapodes est com posé d 'u n  g ran d  
nom bre de  petits tubes digestifs qui s ’ouvren t dans des canaux  secréteurs; 
ceux-ci se réun issen t dans un  canal collecteur qui abou tit dans l’in testin  
ju ste  ap rès l’estom ac. T o u s  ces canalicules m énagent en tre  eux un espace 
ex tracellu laire  dans lequel une g rande quan tité  d ’hém olym phe peu t 
ê tre  re tenue p a r des forces capillaires. A insi une  quan tité  im portan te  
d ’hém olym phe retenue dans les espaces pericapillaires d e  l’hépatopancréas 
ex iste  et peu t ê tre  m obilisée en cas de  nécessité  ( Z u c k e r k a n d l  1 9 6 0 ) .  
N o u s ne  savons pas s ’il existe une  d ifférence de  la com position entre 
l’hém olym phe re tenue dans les capillaires e t l ’hém olym phe en circu
lation. N ous pensons que les ré su lta ts  é lectrophorétiques d o n t nous 
avons parlé  plus hau t m ontren t q u ’il existe aussi chez E uphausia  superba  
une  quan tité  im portan te  d ’hém olym phe immobile d ans l’hépatopancréas.



Si ce tte  hypo thèse  est correcte, la  g ran d e  d ifférence de com position 
m on trera it que la quan tité  d ’hém olym phe immobile n ’est certa inem ent pas 
une  sim ple réserve. P eu t-ê tre  ce liquide, en contact intim e avec l’hépato - 
p ancréas, a -t-il u n  rôle spécial e t perm et la survie de  l’anim al dan s des 
conditions moins favorables.

L ’hém olym phe norm ale sans pigm ent vert, contien t norm alem ent les 
trois fractions indiquées d ans la figure 1 (fractions 2, 3 et 4 de la figure  5 ) .
Il est rem arquab le  que le liquide p rovenan t de l’hépatopancréas contient 
aussi les fractions 3 et 4 mais non la fraction  2. Ceci ind iquera it que les 
fractions 3 et 4 n ’o n t pas la  même origine que la  fraction  2. P lusieurs 
o rganes po u rra ien t donc élaborer les protéines sanguines. A  ce sujet, il 
fau t rem arquer que l'orig ine des protéines sanguines des crustacés supé
rieu rs est encore to ta lem ent inconnue.

L a b o r a t o i r e  d e  c h im ie  p h y s io lo g i q u e  
C a s in o p le in  21 — G e n t .
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