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SUR LA PRESENCE DE CREATINE CHEZ LES INVERTEBRES
ET SA SIGNIFICATION BIOLOGIQUE

JEAN ROCHE, NGUYEN-VAN THOAI er YVONNE ROBIN

Laboratoive de Biologie marine, Collége de France, Concarneau, Finistéve (France)

On a longtemps admis qu’a de rares exceptions prés, chez certains Echinodermes et
Protochordés!:?, la créatine et son dérivé phosphorylé, la phosphocréatine, étaient
biochimiquement caractéristiques des Vertébrés, comme l'arginine et la phospho-
arginine Pétaient des Invertébrés. De nombreuses exceptions ne tardérent cependant
pas a se manifester. Dés 1946, de la créatine a été isolée des testicules d’oursin et
d’étoile de mer et caractérisée dans ceux de plusieurs ascidies, de Protochordés et
d’Annélides marins®. Le muscle de certains Annélides s’est par ailleurs montré ren-
fermer un phosphagéne se comportant comme la phosphocréatine lors de son hydrolyse
acide en présence de molybdate? et I'identification de la créatine dans les tissus de
certains Vers marins?, puis celle de la phosphocréatine chez ces mémes animaux$, ont
été réalisées par la suite. Enfin, la créatine a été caractérisée chez un Alcyonnaire?
et chez des Spongiaires®.

Certains auteurs? 19411 ayant interprété la présence de la créatine chez des
Invertébrés comme un indice de leur rattachement a des classes de transition entre
Vertébrés et Invertébrés, il nous a paru intéressant de préciser la répartion de la
créatine et de Darginine chez ces derniers et d’étudier dans quelle mesure cette
répartition pouvait correspondre au degré d’évolution des organismes envisagés. Nous
avons donc entrepris de contrdler au moyen de techniques d’identification rigoureuses
les résultats déja acquis, obtenus pour la plupart dans des conditions n’offrant pas
de garantie de spécificité (réactions a l'a-naphtol-diacétyle ou a l'a-naphtol-hypo-
bromite sur des extraits tissulaires entre autres), et de les étendre, afin de définir
le role biologique de la créatine chez les Invertébrés.
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PARTIE EXPERIMENTALE

L’identification de la créatine et de l'arginine dans divers tissus d'Invertébrés a ¢été réalisée par
chromatographie sur papier, selon la technique suivante:

(1) Préparation des extraits

Les tissus (muscle, tractus digestif ou génital, oeufs, spermatozoides, etc.) ont été broyés au sable
ou au Waring-Blendor en présence de 2 & 3 volumes d’acide acétique & 2 9,. Les homogénats
étaient portés cinq minutes au bain-marie bouillant, puis centrifugés. Les extraits ainsi obtenus
se sont, dans de nombreux cas, prétés directement a la chromatographie sur papier dans divers
solvants. Cependant, il a parfois été nécessaire de procéder a une purification préalable par passage
sur colonne d’échangeur d’ions: les extraits acétiques ont alors été filtrés a travers une petite
colonne de permutite C 50 (forme H); aprés lavage de la colonne a I'eau distillée, 'arginine et
la créatine, fixées sur la résine, ont été éluées par I'ammoniaque 2 N, et I'élnat ammoniacal
concentré sous vide.

(2) Solvants

La chromatographie des extraits a été réalisée sur papier Whatman No. 1 (chromatographie
ascendante avec arginine et créatine témoins), dans les mélanges de solvants suivants: I. u-
butanol-acide acétique—eau (73:10:17); II. pyridine, alcool isoamylique-acide acétique—eau
(80:40:10:40); III. pyridine-alcool isoamylique—eau-{80:40:70); IV. pyridine—alcool isoamylique—
ammoniaque—eau (80:40:10:40); V. n-propanol-acide acétique—eau (73:10:17); VI. n-propanol-
ammoniaque—eau (73:20:7).

(3) Révélation des chromatogrammes

Pour la recherche de I’'arginine, les chromatogrammes étaient révélés par la réaction de Sakaguchi,
spécifique des guanidines monosubstituées: le papier est d’abord pulvérisé avec un mélange
préparé extemporanément de o.2 ml de NaOH 409% + 0.2 ml de solution aqueuse d’urée 3 409,
+ 0.2 ml de solution alcoolique d’a-naphtol & 1% + HyO q.s.p. 10 ml. Aprés séchage & froid,
le papier est pulvérisé avec une solution d’hypobromite de sodium préparée par dilution 1/4 d’une
solution stock récente contenant 0.9 ml de brome dans 100 ml de NaOH 10 %,. Les dérivés guanidi-
ques monosubstitués sont révélés sous forme de taches roses sur fond blanc.

Pour la recherche de la créatine, nous avons utilisé: (a) La réaction au diacétyle-a-naphtol,
appliquée de la maniére suivante: le chromatogramme est pulvérisé avec une solution préparée
extemporanément par mélange de 16 ml H,O 4 2 ml NaOH 409, 4 2 ml solution alcoolique
d’a-naphtol & 1% -+ 1 goutte de diacétyle. La créatine, comme certaines autres guanidines mono-
et disubstituées, apparait aprés 1 & 2 minutes en violet sur fond créme. (b) La réaction de Jaffé
au picrate alcalin, négative avec la créatine, mais positive avec la créatinine qui se forme par
cyclisation de cette derniére lorsque le chromatogramme est chauffé pendant 1 heure & l'étuve
4 110°. Le chromatogramme ainsi chauffé est pulvérisé avec un mélange de 8 ml acide picrique
en solution saturée + 2 ml NaOH 409,. La créatine cyclisée apparait en orange sur fond jaune.

La créatine a pu ainsi étre caractérisée dans les extraits étudiés non seulement par son Rp
dans différents solvants mais aussi par ses critéres d’identité: réaction positive avec le réactif
au diacétyle-a-naphtol, négative avec le réactif au picrate alcalin avant chauffage du chromato-
gramme, positive avec ce méme réactif aprés chauffage du chromatogramme pendant 1 heure
a 110°.

RESULTATS

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le Tableau I. Si larginine est présente
dans tous les tissus d’Invertébrés étudiés, & I'exception du muscle de quelques
Annélides et de certains produits génitaux, la créatine n’en est pas moins assez large-
ment répartie chez ces animaux. On la rencontre en effet en quantités importantes
chez des Echinodermes (ophiures: Amphipholis squamata, Ophiothrix fragilis; tous les
tissus de I'oursin, Sphaerechinus granularis, & I'exception des oeufs; testicules miirs
d’étoile de mer, Martasterias glacialis, et d’holothurie, Leptosynapta inhaerens), chez
des Annélides Polychétes (divers tissus d’Audouinia tentaculata, Dasybranchus caducus,
Glycera convoluta, Lumbriconereis sp., Marphysa sanguinea, Scolophos armiger, i
Pexception des oeufs; spermatozoides d’Aremicola marina), chez des Géphyriens
(produits génitaux de Sipunculus nudus), chez des Coelentérés (spermatozoides
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d’anémone de mer, Calliactis parasitica) et chez des Spongiaires (tissus de diverses
éponges; Halichondria panicea, Hymeniacidon caruncula, Thetia lyncurium).

DISCUSSION DES RESULTATS

La présence de créatine chez les Invertébrés peut étre envisagée schématiquement
sous un double aspect: comme un phénomeéne permanent (créatine du muscle) et
comme un phénoméne temporaire, ne se manifestant qu'en période de maturité
sexuelle (créatine des spermatozoides).

Au premier cas se rattachent les animaux (oursins, ophiures, divers Annélides,
éponges) dont les tissus et principalement le muscle sont riches en créatine, générale-
ment accompagnée de son dérivé phosphorylé 3 liaison phosphorique riche en énergie,
la phosphocréatine. Cette derniére a en effet été identifiée chez des oursins et des
ophiures!:2:4, chez des Annélides marins® et chez une éponge*?2. La signification de
la créatine semble alors liée a la formation d’un phosphagéne musculaire, la phospho-
créatine, jouant chéz ces animaux le role assumé par différentes phosphoguanidines
monosubstituées chez les autres Invertébrés.

Au second cas se retient des Invertébrés ne renfermant souvent pas, a 'état
normal, de créatine dans leurs tissus, mais oli ce dérivé apparait dans les glandes
génitales miles au moment de la maturation sexuelle. La présence de créatine dans
les testicules mitrs d’ascidies (Boltenia et Microcosmus), d’'un oursin (Stromgylo-
centrotus), dune étoile de mer (Asterias forbesit), d'une holothurie (Holoturia tubulosa)
et de plusieurs Annélides marins a été signalée par GREENwWALD®, qui a pu, dans
certains cas, mettre en évidence le dérivé phosphorique labile correspondant. Au cours
de notre travail, nous avons confirmé ces résultats chez un oursin (Sphaerechinus
granularis), une étoile de mer (Martasterias glacialis), une holothurie (Leptosynapta
inhaerens), des Annélides (Arenicola marina, Audowinia tentaculata, Dasybranchus
caducus), un Géphyrien (Sipunculus nudus) et une anémone de mer (Calliactis para-
sitica). L’absence de créatine dans les testicules en involution de I'étoile de mer,
comme son apparition dans les glandes mires (voir Tableau I), montre bien quw’il
s’agit d’'un phénomeéne temporaire, paraissant lié a la production des spermatozoides.
Toutefois, comme l'avait entrevu GREENWALD?, la présence de créatine dans les
produits génitaux méles ne peut étre généralisée a I'ensemble des Invertébrés; nous
n’avons en effet décelé aucune trace de ce corps dans les testicules mtrs d’un Arthro-
pode (Maia squinado) ni dans ceux d’un Nématode (Ascaris lumbricoides).

Si I'on cherche & interpréter le role de la créatine dans les spermatozoides de
certains Invertébrés, il y a lieu de remarquer qu'on la rencontre uniquement dans
des espéces 4 spermatozoides flagellés (oursin, étoile de mer, holothurie, div. Annélides,
anémone de mer), alors que les espéces a spermatozoides amiboides, peu mobiles,
(Maia, Ascaris) en sont dépourvues. On peut ainsi envisager que la créatine contribue
4 la mobilité des spermatozoides par intermédiaire de son dérivé phosphorique plus
labile que ceux des guanidines monosubstituées (phosphoarginine, phosphoglyco-
cyamine, phosphotaurocyamine, phospholombricine). Ainsi s’expliquerait également
I’absence de créatine dans les oeufs, constatée par MENDE ET CHAMBERS!® chez les
oursins et les étoiles de mer, et que nous avons vérifiée chez tous les Invertébrés dont

* Chez une autre éponge, Hymeniacidon caruncula, dont les extraits totaux renferment égale-
ment de la créatine, mais ol nous avons identifié le phosphagéne & l'argininephosphate, la créatine
pourrait provenir des produits génitaux.
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TABLEAU I
REPARTITION DE LA CREATINE ET DE L’ARGININE DANS DIVERS TISSUS D’INVERTEBRES
Espéces animales Tissus Créatine Arginine
ECHINODERMES
Echinides
Sphaevechinus granularis Lmk. Muscles bucaux + +
Tractus intestinal + +
Glandes génitales @ mures traces +
Oeufs o) +
Glandes génitales & mires + +
Liquide spermatique + o
Stellerides
Martastevias glacialis L. Muscles pédieux o +
Tractus intestinal o +
Glandes génitales @ miires o +
Oeufs [ +
Glandes génitales & mires + +
Glandes génitales & en involution o +
Ophiurides
Amphipholis squamata Da Chiaje Animal entier + +
Ophiothrix fragilis L. Animal entier + +
Holothurides
Leptosynapta inhaerens Miiller” Muscle o +
Tractus intestinal o +
Glandes génitales & miires + +
ARTHROPODES
Crustacés
Maia squinado Risso Muscle o +
Hépatopancréas o +
Glandes génitales @ mires o +
Oeufs o +
Glandes génitales & mires o +
Liquide spermatique o +
Insectes
Apis mellifica L. Animal entier o +
Bombyx mori L. Animal entier o +
MOLLUSQUES
Céphalopodes
Sepia officinalis L. Muscle o] +
Hépatopancréas o +
Gastéropodes
Helix pomatia L. Muscle o +
Hépatopancréas o +
Limnaea stagnalis 1. Muscle (o] +
Hépatopancréas o +
Lamellibranches
Mytilus edulis 1. Muscle o +
Hépatopancréas o +
Ostrea edulis L. Muscle o +
Oeufs [ +
ANNELIDES
Polychétes
Avrenicola marina L. Muscle o o
Tractus o +
Oeufs o [
Spermatozoides + o
Audouinia tentaculata Mtg. Muscle + traces
Tractus + +
Oeufs [ traces
Spermatozoides + traces

* Animal hermaphrodite, mais dont les sexes ne sont pas mdrs en méme temps.
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TABLEAU 1 (suite)
REPARTITION DE LA CREATINE ET DE L’ARGININE DANS DIVERS TISSUS D'INVERTEBRES

Espéces animales Tissus Créatine Arginine
Clymene lumbricoides Qfg. Muscle o o
Tractus [ +
Dasybranchus caducus Grube Muscle -+ traces
Tractus + -
Spermatozoides -+ traces
Glyceva convoluta Kist. Muscle -+ traces
Tractus + b
Lineus marinus Mtg. Animal entier o -+
Luwmbriconereis sp. Muscle + traces
Tractus -+ -+
Marphysa sanguinea Mtg. Muscle + o
Tractus + 4
Nephthys hombergii Muscle o o
Tractus o +
Neveis diversicoloy Miller Muscle o o
Tractus o +
Sabella pavonina Sav. Animal entier o +
Scolophos armiger Miiller Animal entier + traces
Oligocheétes
Luwmbricus tervestris sp. Muscle o o
Tractus o +
Hirudinés
Hirudo medicinalis L. Muscle o o
Tractus o +
GEPHYRIENS
Phascolosoma elongatum Kist. Muscle o traces
Tractus o traces
Sipunculus nudus L. Muscle o -+
Produits génitaux
(oeufs + spermatozoides) + +
NEMATODES
Ascaris lumbricoides L. Animal entier o +
Glandes génitales @ mires [ +
Glandes génitales & mires o -+
COELENTERES
Actinia equina 1. Animal entier o -+
Anemonia sulcata Penn. Animal entier traces -+
Calliactis pavasitica Couch. Animal entier traces +
Muscle o 4~
Spermatozoides -+ traces
SPONGIAIRES
Halichondria panicea Johnstone Animal entier + +
Hymeniacidon caruncula Bowerbank Animal entier + -4~
Thetia lyncurium 1. Animal entier + +
PROTOZOAIRES
Tetvahymena geleii Animal entier o +

nous avons pu étudier les oeufs au cours de ce travail (divers Echinodermes, Arthro-
podes, Mollusques et Annélides).

Notons enfin que la créatine est plus répandue chez les Invertébrés qu’on ne
I’a longtemps supposé; on la rencontre en effet chez des Echinodermes, des Annélides,
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des Géphyriens, des Coelentérés et des Spongiaires, ol elle ne saurait cependant
constituer un caractére de classe, puisque certaines espéces en sont dépourvues. Etant
donnée la diversité de cette répartition, la signification biologique de la créatine dans
le degré d’évolution des organismes étudiés n’apparait pas clairement. Toutefois les
anciennes théories, basées sur la présence de créatine chez les Echinodermes et faisant
de ces animaux une classe de transition entre les Vertébrés et les Invertébrés? 10,4,11
ne sauraient désormais étre retenues.

RESUME

1. La répartition comparée de la créatine et de 'arginine a été étudiée, par chromatographie
sur papier, dans divers extraits tissulaires d'Invertébrés.

2. Les résultats obtenus montrent que la créatine, moins universellement répandue chez ces
animaux que l'arginine, y est néanmoins présente en quantités importantes chez des Echinodermes,
des Annélides, des Géphyriens, des Coelentérés et des Spongiaires, ou elle peut étre rencontrée
soit dans le muscle et divers tissus (4 l'exception des oeufs), soit dans les spermatozoides.

3. Selon les modalités de sa répartition, la créatine peut étre, d’une fagon permanente, le
constituant d’un phosphagéne musculaire (divers Echinodermes, Annélides et Spongiaires) ou,
temporairement, celui du phosphagéne des spermatozoides (divers Echinodermes, Annélides,
Géphyriens et Coelentérés).

4. En raison de la répartition de la créatine dans des espéces trés variées, la présence de ce
corps dans certains groupes d’Invertébrés ne saurait étre invoquée comme un argument bio-
chimique en faveur de leur rattachement a des classes de transition entre Vertébrés et Invertébrés.

SUMMARY

1. The relative distribution of creatine and arginine has been studied, by paper chromato-
graphy, in various tissue extracts of invertebrates.

2. The results obtained show that creatine, less universally present in these animals than
arginine, is nevertheless present in significant quantities in echinoderms, annelids, gephyreans,
coelenterates and sponges, in which it can be found either in the muscle and various tissues
(with the exception of the eggs) or in the spermatozoids.

3. According to the circumstances of distribution the creatine may be, permanently, a con-
stituent of muscular phosphagen (various echinoderms, annelids and sponges) or, temporarily,
a constituent of the phosphagen of spermatozoids (various echinoderms, gephyreans and coelente-
rates).

4. Considering the distribution of creatine in widely differing species, the presence of this
substance in certain groups of the invertebrates should not be invoked as a biochemical argument
in favour of their attachment to the transition classes between the vertebrates and the inverte-
brates.
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