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ABSTRACT

F re e  am ino a c id  c o m p o s it io n  o f  a d d u c to r  arid d e p r e s s o r  m u sc le s  

o f  th e  common e u r y h a l in e  b a r n a c l e ,  B a la n u s  im p ro v is u s , was s tu d i e d  

a t  low  (3  t o  4 o /o o )  and  a t  h ig h  (28  t o  30 o /o o )  s a l i n i t i e s  by io n  

ex ch an g e  c h ro m a to g ra p h y . Of th e  16 am ino a c id s  i d e n t i f i e d  t h e  mean 

c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l l  b u t  o n e , t y r o s i n e ,  d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y  a t  

t h e  two s a l i n i t i e s .  T o ta l  f r e e  am ino a c id  c o n c e n t r a t i o n  more th a n  

t r i p l e d  w ith  art i n c r e a s e d  e n v iro n m e n ta l  s a l i n i t y  o f  a p p ro x im a te ly  

25 o /o o .  S a l i n i t y  a f f e c t e d  n o t  o n ly  c o n c e n t r a t i o n  b u t  a l s o  compo­

s i t i o n  o f  th e  i n t r a c e l l u l a r  am ino a c id  p o o l .  C o n c e n tr a t io n s  o f  am ino 

a c i d s  w ere  u n e q u a l a s  e v id e n c e d  by a  c o n t r i b u t i o n  t o  th e  t o t a l  

am ino a c id  p o o l  o f  82 t o  90% by g l y c i n e ,  a l a n i n e ,  p r o l i n e ,  a r g i n ­

i n e ,  t a u r i n e  and g lu ta m ic  a c i d .  R e s u l t s  w ere  com pared  w i th  r e l a t i v e  

c o m p o s it io n  o f  t i s s u e s  o f  o t h e r  c r u s t a c e a n s .  The c o n c lu s io n  was 

made t h a t  i n  b a r n a c l e s ,  a s  i n  t h e  d e c a p o d s , i n t r a c e l l u l a r  am ino 

a c i d s  may f u l f i l l  a n  o s m o re g u la to ry  r o l e .



EFFECT OF ENVIRONMENTAL SALINITY ON THE 

AMINO ACIDS OF BALANUS IMPROVISUS DARWIN



INTRODUCTION

The e u r y h a l in e  b a r n a c le  BaTanus im p ro v is u s  h a s  b een  r e p o r t e d  

n o t  o n ly  from  s e a  w a te r  b u t  a l s o  from  a r e a s  w here w a te r  i s  c o m p le te ­

l y  f r e s h  a t  low t i d e  ( P i l s b r y  1916) o r  f o r  a s  lo n g  a s  t e n  m onths 

o f  th e  y e a r  (Newman 1 9 5 4 ) . More r e c e n t l y ,  h o w ev er, Newman (1 9 6 2 ) 

o b s e rv e d  t h a t  t h i s  s p e c ie s  d o e s  n o t  o c c u r  on th e  o u t e r  c o a s t ,  a t  

l e a s t  in  th e  P a c i f i c .  I t s  d i s t r i b u t i o n  i s  w o rld w id e  i n  te m p e ra te  

and  t r o p i c a l  w a te r s  ( Z u l lo  1 9 6 3 ) . On th e  A t l a n t i c  C o a s t i t  h a s  

b een  r e c o rd e d  from  Canada and  th e  G u lf  o f  M aine ( B o u s f ie ld  1954) 

and  from  th e  C h esap eak e  Bay ( P i l s b r y  1 9 1 6 ) , b o th  i n t e r t i d a l l y  and
o

s u b t i d a l l y  (Newman 1 9 6 2 ) .

I n  a d d i t i o n  t o  i t s  w ide d i s t r i b u t i o n ,  p h y s io l o g i c a l  t e s t s  

p r o v id e  f u r t h e r  e v id e n c e  o f  th e  s t r o n g l y  e u r y h a l in e  c h a r a c t e r  o f  

B . im p r o v is u s . F r e e z in g  p o i n t  d e p r e s s io n  s t u d i e s  o f  b lo o d  i n d i c a t e  

t h a t  t h i s  b a r n a c le  i s  an  o sm o co n fo rm er, th e  b lo o d  b e in g  o n ly  

s l i g h t l y  h y p e r to n ic  t o  s a l i n i t i e s  down t o  1  o /o o  in  w h ich  t h i s  

s p e c ie s  c an  s u rv iv e  i n d e f i n i t e l y  (Newman 1 9 6 2 ) . S u r v iv a l  o f  

B. im p ro v is u s  a t  low  s a l i n i t i e s  w i th o u t  r e t a i n i n g  an  a p p r e c i a b l e  

q u a n t i t y  o f  serum  s a l t s  l e a d s  t o  th e  q u e s t io n s :  (1 )  What h a p p en s

t o  o s m o t ic a l ly  a c t i v e  i n t r a c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s ?  (2 )  Do th e s e  

c o n s t i t u e n t s  f l u c t u a t e  w i th  c h a n g e s  i n  s a l i n i t y ?

L i t e r a t u r e  on th e  p r o b a b le  o s m o re g u la to ry  f u n c t io n  o f  f r e e  am ino 

a c id s  h a s  r e c e n t l y  b een  re v ie w e d  by A w apara (1 9 6 2 ) and  P o t t s  and  P a r ry  

(1 9 6 4 ) . As e a r l y  a s  1 9 0 4 , F r e d e r i c q  p o s t u l a t e d  th e  p r e s e n c e  o f
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s u b s t a n t i a l l y  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  s m a ll  o r g a n ic  m o le c u le s  t o  

c o u n te r b a la n c e  th e  h ig h  in o r g a n ic  io n  c o n c e n t r a t i o n  o f  th e  b lo o d . 

T h is  p o s t u l a t i o n  was b a se d  on h i s  d is c o v e r y  t h a t ,  a l th o u g h  t i s s u e s  

and  b lo o d  a r e  i n  o s m o tic  e q u i l ib r iu m ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  in o r g a n ic  

io n s  i s  low i n  t h e  fo rm e r .  I n  th e  l a t e  n in e t e e n th  and tw e n t i e t h  

c e n t u r i e s ,  r e l a t i v e l y  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  f r e e  am ino a c i d s ,  

p a r t i c u l a r l y  t a u r i n e ,  g ly c in e  and  a r g i n i n e ,  w ere  i s o l a t e d  from  

i n v e r t e b r a t e  t i s s u e s  and  w ere i d e n t i f i e d  p r im a r i l y  by German 

i n v e s t i g a t o r s  (C h i t te n d e n  1875 ; K e l ly  19 0 4 ; K u ts c h e r  and Ackerm an 

1926 ; and  o t h e r s ) .  I n d e e d ,  t a u r i n e  was i s o l a t e d  i n  1845 by K a r s te n  

b u t  was n o t  r e p o r t e d  u n t i l  1906 (M endel and  B r a d le y ) .  L i t t l e  

c o n s id e r a t i o n  was g iv e n  t o  F r e d e r i c q 1s p o s t u l a t i o n ,  h o w ev er, u n t i l  

th e  a d v e n t  o f  m ic r o b io lo g ic a l  a s s a y  p r o c e d u r e s .  M ic r o b io lo g ic a l  

a s s a y  in v o lv e s  th e  u s e  o f  m ic ro o rg a n ism s  i n  th e  q u a l i t a t i v e  and 

q u a n t i t a t i v e  e s t im a t io n  o f  am ino a c i d s . M ic ro o rg an ism s  r e q u i r e  

c e r t a i n  am ino a c i d s .  I f  f e d  a  s y n t h e t i c  medium la c k in g  an  am ino 

a c id  b u t  su p p lem e n ted  by an unknown s o l u t i o n ,  t h e  q u a n t i t y  o f  th e  

m is s in g  am ino a c id  c an  be d e te rm in e d  by co m p arin g  g ro w th  i n  th e  

p r e s e n c e  o f  t h e  s o lu t i o n  t o  be a n a ly z e d  t o  g ro w th  in  t h e  p r e s e n c e  

o f  known am ounts o f  th e  am ino a c id  i n  q u e s t io n .  N oland (1 9 4 9 ) 

u se d  t h i s  te c h n iq u e  t o  q u a n t i t a t i v e l y  e s t im a te  18 am ino a c id s  i n  

b lo o d  and  m u sc le s  o f  a n im a ls  from  5 i n v e r t e b r a t e  p h y la .  Camien 

e t  a l .  (1 9 5 1 ) ,  u s in g  th e  same a n a l y t i c a l  p r o c e d u r e ,  d e te rm in e d  th e  

C o n c e n tr a t io n  o f  f r e e  am ino a c id s  i n  m a rin e  and f r e s h  w a te r  

c r u s t a c e a n s .  T h is  co m p reh e n s iv e  w ork s t im u la te d  i n t e r e s t  i n  th e  

r e l a t i o n s h i p  be tw een  f r e e  am ino a c i d s  and  s a l i n i t y .



I n  1955 K erm ack, L ees and Wood, e s t im a t in g  t o t a l  «<-amino 

n i t r o g e n  ( e x c lu d in g  t a u r i n e )  and  n o t  c o n s id e r in g  s a l i n i t y ,  a c c o u n te d  

f o r  84% o f  n o n - p r o te in  n i t r o g e n  (NPN) i n  l o b s t e r  (Homarus v u l g a r i s ) 

m u sc le . T h e ir  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  a p p ro x im a te ly  42% o f  NPN was 

th e  -am ino  ty p e .  The im p o rta n c e  o f  o£-am ino n i t r o g e n  i n  

o s m o re g u la t io n  i s  e v id e n t  s in c e  i t  a c c o u n te d  f o r  a l a r g e  p e r c e n ta g e  

o f  NPN and  e x h i b i t e d  th e  g r e a t e s t  v a r i a t i o n .  W ith o u t s a l i n i t y  d a t a ,  

h o w ev er, no c o r r e l a t i o n  w ith  s a l i n i t y  c o u ld  be made a s  a  f e a s i b l e  

e x p la n a t io n  f g r  v a r i a t i o n  i n  f r e e  am ino a c i d s .

Shaw (1 9 5 8 ) c o n d u c te d  a  s tu d y  o f  t o t a l  n i t r o g e n ,  p a r t i c u l a r l y  

© 4-am ino  n i t r o g e n  and t a u r i n e ,  o f  C a rc in u s  m aenas m u sc le . He 

s u b je c te d  c r a b s  t o  n o rm a l and  40% s e a  w a te r  and  fo u n d  t h a t  th e  

ch an g e  i n  c o n c e n t r a t i o n  was to o  g r e a t  t o  be e x p la in e d  by h y d r a t io n .  

I n o r g a n ic  s a l t s ,  on th e  o t h e r  h a n d , w ere s im p ly  d i l u t e d  and  t i s s u e s  

and  b lo o d  w ere  i s o s m o t ic .

I n d i v i d u a l  am ino a c id s  w ere a l s o  e s t im a te d  by c h ro m a to g ra p h y . 

B e lg ia n  b i o l o g i s t s  a t te m p te d  t o  a s c e r t a i n  t h e  o s m o re g u la to ry  r o l e  

o f  am ino a c id s  i n  t i s s u e s  o f  e u r y h a l in e  d e ca p o d s  by a l t e r i n g  

e n v iro n m e n ta l  s a l i n i t y .  Some d e c a p o d s  s tu d ie d  w ere E r i o c h e i r  

s i n e n s i s  (D u ch a teau  and  F l o r k i n ,  1955 and  1956 ; B r ic te u x - G r e g o i r e  

e t  a l . 1962 ; D u c h a te a u -B o sso n  and F lo r k in  1 9 6 2 ) , C a rc in u s  m aenas
A A

(D u ch a teau  and  F lo r k in  1956; D u c h a te a u , F lo r k in  and J e u n ia u x  1 9 5 9 ) ,
/

L ean d er s e r r a t u s  and L e an d e r s q u i l l a  ( J e u n ia u x ,  B r ic te u x - G r e g o i r e  

and  F lo r k in  1961) and  A s ta c u s  a s t a c u s  (D u c h a te au -B o sso n  and  F lo r k in  

1 9 6 1 ) . F lo r k in  (1 9 6 2 ) s t a t e d  t h a t  a l l  e u r y h a l in e  i n v e r t e b r a t e s  

so  f a r  s tu d i e d  e x h i b i t e d  i n t r a c e l l u l a r  is o s m o r .e g u la t io n  w h e th e r  

body f l u i d s  r e g u l a t e d  o r  co n fo rm ed  t o  t h e  e x t e r n a l  medium.



T h is  i n v e s t i g a t i o n  i s  c o n c e rn e d  w ith  th e  d i f f e r e n c e s  i n  f r e e  . 

am ino a c id  c o n c e n t r a t i o n  i n  m u sc le  o f  b a r n a c le s  ta k e n  from  

l o c a l i t i e s  in  w h ich  th e  s a l i n i t y  was known t o  be h ig h  o r  low . 

B a rn a c le  m u sc le  was c h o se n  b o th  f o r  c o m p a ra tiv e  p u r p o s e s ,  s in c e  

much Of t h e  p r e v io u s  w ork was done on d ecap o d  m u s c le s ,  and  b e c a u se  

l i t t l e  o r  n o th in g  h ad  b een  p u b l i s h e d  on th e  am ino a c id  c o m p o s it io n  

o f  m u sc le s  o f  c r u s ta c e a n s  o t h e r  th a n  d e c a p o d s . A  e u r y h a l in e  s p e c ie s  

was r e q u i r e d  and  B. im p ro v is u s  was s e l e c t e d  r a t h e r  th a n  th e  l a r g e r  

B. e b u rn e u s  b e c a u se  p r e v i o u s l y  m en tio n ed  w ork o f  Newman (1 9 6 2 ) 

i n d i c a t e d  t h a t . t h e  fo rm e r  can  s u r v iv e  i n d e f i n i t e l y  in ' 1  o /o o  

s a l i n i t y  w ith o u t  r e t a i n i n g  an  a p p r e c i a b l e  q u a n t i t y  o f  serum  s a l t s .



MATERIALS AND METHODS

C o l l e c t i o n  and M a in ten a n c e  

B a rn a c le s  o f  low  and  m e d iu m -s a l in i ty  w a te r s  w ere  c o l l e c t e d  

from  o y s t e r s  d re d g e d  i n  th e  Jam es R iv e r .  H igh s a l i n i t y  sp ec im e n s  

w ere g a th e r e d  d u r in g  low t i d e  a t  V i r g in i a  B each % V i r g i n i a , fro m
i .

m u sse ls  a t t a c h e d  t o  p i e r  p i l i n g s .  A l l  c o l l e c t i o n s  w ere made in  

w in t e r .  W ater sam p les  w ere  ta k e n  a t  t h e  s i t e  o f  c o l l e c t i o n  f o r  

th e  p u rp o se  o f  m a in ta in in g  a n im a ls  and  f o r  d e te r m in in g  s a l i n i t y  

w ith  an  RS-7A s a l in o m e te r  ( I n d u s t r i a l  I n s t r u m e n ts  I n c . ) .  W ith  

th e  e x c e p t io n  o f  t h r e e  V i r g in ia  Beach s a m p le s , a n im a ls  w ere k e p t  

m o is t  and  t r a n s p o r t e d  t o  th e  l a b o r a t o r y  a t  above f r e e z i n g  te m p e r ­

a t u r e s .  B oth  w a te r  and  a n im a ls  w ere  p la c e d  i n  th e  c o ld  room 

o v e r n ig h t  a t  5 t o  7°C. V i r g in i a  B each b a r n a c le s  n o t  t r a n s p o r t e d  

i n  th e  above  m anner w ere c o v e re d  w ith  s e a  w a te r  t o  p r e v e n t  o v e r ­

h e a t in g  on t h a t  p a r t i c u l a r l y  warm d a y . The f o l lo w in g  m orn ing  t h e . 

o y s t e r s  o r  m u ss e ls  w ere  s o r t e d  and  th o s e  w ith  th e  l a r g e s t  b a r n a c le s  

o f  th e  d e s i r e d  s p e c ie s  w ere c le a n e d  w ith  a  to o th b r u s h  and  p la c e d  

in  s m a ll  b u c k e ts  c o n ta in in g  w a te r  from  th e  c o l l e c t i o n  s i t e .  I n  

m ost c a s e s ,  s o f t  t i s s u e s  o f  th e  o y s t e r s  o r  m u ss e ls  w ere rem oved 

p r i o r  t o  p la c e m e n t o f  th e  s h e l l s  i n  w a te r*  B a rn a c le s  w ere  m a in ­

t a i n e d  a t  w in te r  w a te r  te m p e r a tu r e s  ( 6  t o  1 0 °C) f o r  2 t o  7 d a y s  

p r i o r  t o  d i s s e c t i o n  by s u r ro u n d in g  th e  b u c k e ts  w ith  ru n n in g  r i v e r  

w a te r*  The w a te r  was g e n e r a l l y  ch an g ed  one o r  m ore t im e s  d a i l y .

6



Keys o f  Z u llo  (1 9 6 3 ) and  P i l s b r y  (1 9 1 6 ) w ere  em ployed i n  

i d e n t i f i c a t i o n .

D is s e c t io n

B a rn a c le s  d i s p l a y i n g  c i r r a l  m o tio n  w ere m arked w ith  a  r e d  

p e n c i l  t o  d e s ig n a te  s u i t a b i l i t y  f o r  d i s s e c t i o n .  T hose m e a su rin g  

8  t o  16 mm i n  b a s a l  d ia m e te r  w ere  s e l e c t e d  fro m  m arked i n d i v i d u a l s  

and  th e  a d d u c to r  and d e p r e s s o r  m u sc le s  o f  t h e  o p e r c u la r  v a lv e s  

w ere  c a r e f u l l y  rem oved . C o n ta m in a tio n  w ith  m aritle  and  o v ig e ro u s  

t i s s u e s  was h e ld  t o  a  minimum by e x e r c i s i n g  e x trem e  c a u t io n  in  

d i s s e c t i o n .  M u sc les  w ere  t r a n s f e r r e d  im m e d ia te ly  t o  a  c e n t r i f u g e  

tu b e  c o n ta in in g  1 .5  t o  2 ml o f  g l a s s - d i s t i l l e d  w a te r  p r e c o o le d  i n  

an  i c e  b a th .  Each b a r n a c le  r e q u i r e d  a p p ro x im a te ly  10 t o  15 m in u te s  

d i s s e c t i n g  t i m e .

When th e  q u a n t i t y  o f  t i s s u e  was s u f f i c i e n t  f o r  a  s in g l e  

a n a l y s i s  ( 1 1  t o  17 b a r n a c l e s ) ,  t h e  sam ple  was t r a n s f e r r e d  from  i c e  

b a th  o r  f r e e 'z e r  t o  b o i l i n g  w a te r  b a th  f o r  5 m in u te s  t o  d e n a tu r e  

t h e  enzym es. Sam ples t h a t  w ere  t o  be f r o z e n  o v e r n ig h t  b e f o r e  

c o m p le tio n  o f  d i s s e c t i o n  w ere  s i m i l a r l y  b o i l e d .  A l l  sam p les  w ere 

f r o z e n  a t  - 1 6 °C p r i o r  t o  p r o c e s s in g  f o r  a n a l y s i s  o f  t h e  f r e e  am ino 

a c id  f r a c t i o n .  I f  th e y  w ere t o  be s to r e d  lo n g ,  th e y  w ere  s to r e d  

u n d e r  to lu e n e  t o  p r e v e n t  b a c t e r i a l  g ro w th .

P r o c e s s in g  Sam ples

S am ples w ere  hom ogen ized  w ith  a  M odel LS 75 S o n i f i e r  (B ran so n  

I n s t r u m e n ts  I n c . )  em p lo y in g  a  m ic r o t ip .  The in s t r u m e n t  was tu n e d ,  

w ith  c a u t i o n ,  t o  p e a k  pow er t o  a c h ie v e  maximum d i s i n t e g r a t i o n  y e t  

t o  a v o id  f r o t h i n g .  An a l i q u o t  o f  t h e  r e s u l t i n g  hom ogenate
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( a p p ro x im a te ly  0 .5  m l) was rem oved f o r  d e te r m in a t io n  o f  t o t a l  

K je ld a h l  n i t r o g e n  (TKN). The re m a in d e r  o f  th e  sam ple was d e -  

p r o t e i n i z e d  f o r  f r e e  am ino a c id  a n a l y s i s  by d i l u t i n g  1 : 1  w i th  

10% s u l f o s a l i c y l i c  a c id  ( m o d i f i c a t io n  o f  th e  p ro c e d u re  o f  S c h a r f f  

and  Wool 1 9 6 4 ) . The sam ple was sh ak en  and  c e n t r i f u g e d  a t  1 ,0 0 0  

x  G f o r  15 m in u te s  a t  0°C . The f r e e  am ino a c id  f r a c t i o n  ( s u p e r ­

n a t a n t )  was ■removed by d i s p o s a b le  b u lb  p i p e t t e  and s to r e d  i n  t h e  

f r e e z e r  u n t i l  a n a l y s i s .

T o ta l  K je ld a h l  N itro g e n  

The n a tu r e  o f  d i s s e c t i o n  was such  t h a t  t h e  m in u te  q u a n t i t i e s

o f  t i s s u e  p ro c u re d  w ere  s u b je c t  t o  v a r y in g  d e g r e e s  o f  d e s i c c a t i o n
I

e l i m i n a t i n g  th e  p o s s i b i l i t y  o f  e x p r e s s in g  th e  q u a n t i t y  o f  t i s s u e  

by d i r e c t  m easu rem en t o f  w et w e ig h t .  F o r th e  p u rp o s e  o f  e s t i m a t i n g  

t i s s u e  q u a n t i t y ,  a  m o d i f i c a t io n  o f  th e  m ic r o - K je ld a h l  te c h n iq u e  o f  

Hawk, O ser and  Summerson (1 9 5 4 ) was u se d  t o  d e te rm in e  TKN.

P ro c e d u re :  The hom ogenate  o r  th e  s ta n d a rd  g ly c in e  s o l u t i o n

was p i p e t t e d  i n t o  a  s m a l l  K je ld a h l  tu b e  c o n ta in in g  tw o g l a s s  b e a d s .  

F o llo w in g  th e  a d d i t i o n  o f  1 ml o f  c o n c e n t r a te d  H2 SO4  t o  e a c h  tu b e ,  

i n c lu d in g  a  r e a g e n t  b la n k ,  th e  sam p les  w ere  d i g e s t e d  f o r  one h o u r  

on K je ld a h l  b u r n e r s .  One t o  t h r e e  d ro p s  o f  30% H2 O2  w ere  ad d ed  

t o  e a c h  tu b e  one d ro p  a t  a  tim e  u n t i l  th e  c o n te n t s  becam e c o l o r l e s s .  

H e a tin g  was c o n t in u e d  f o r  a  few  m in u te s  t o  h a s te n  o x id a t io n  o f  

c o lo r  p r o d u c t s .

D ig e s te d  sam p les  w ere c o o le d ,  d i l u t e d  t o  th e  c a l i b r a t e d  20 ml 

m ark w i th  g l a s s - d i s t i l l e d  w a te r ,  and  sh a k e n . One m i l l i l i t e r  o f  

d i l u t e d  sam ple  p l u s  4 ml o f  g l a s s - d i s t i l l e d  w a te r  w ere  p i p e t t e d  

i n t o  a s m a l l  t e s t  t u b e .  Two m i l l i l i t e r s  o f  Koch and  McMeekin



N e s s le r  r e a g e n t  (Hawk, O ser and  Summerson 1 954 , p ., 1329) w ere 

added  and th e  t e s t  tu b e  was sh ak en  b r i e f l y .  Sam ples w ere  r e a d  

im m e d ia te ly  a t  a  w a v e le n g th  o f  425 mp u s in g  a  t w o - c e l l  c o lo r im e te r  

( F i s h e r  S c i e n t i f i c  Co. ) *  Im m ed ia te  r e a d in g s  a r e  r e q u i r e d  s in c e  

N e s s le r  c o lo r  r e a c t i o n  i s  a f f e c t e d  by tim e*

A n a ly s is  o f  F re e  Amino A c id s  

A n a ly s is  o f  t h e  am ino a c id  f r a c t i o n  was a c h ie v e d  by means o f  

s e m ia u to m a tic  io n  ex ch an g e  ch ro m a to g ra p h y  em p lo y in g  th e  Amino A cid  

A u to A n a ly z e r^  a v a i l a b l e  O c to b e r  1964 (T e c h n ic o h  I n s t r u m e n ts  C o r p . ) .  

The m odules anc| t e c h n iq u e  h av e  b een  d e s c r ib e d  e ls e w h e re  ( T e c h n ic a l  

m an u a l, Amino A c id  A u to A n a ly z e r , T e ch n ico n  I n s t r u m e n ts  C o rp .)  

h e n c e  o n ly  p e r t i n e n t  s p e c i f i c a t i o n s  w i l l  be m e n tio n e d  h e r e .  The 

A u toA nalyzer^ -, o r i g i n a l l y  b a se d  on th e  sy s te m  d e v e lo p e d  by Spackm an, 

S t e in  and Moore (1 9 5 8 ) ,  h ad  by t h i s  t im e  e v o lv e d  i n t o  a  d e v ic e  

a p p ly in g  th e  g r a d i e n t  e l u t i o n  th e o r y  o f  P e te r s o n  and  S o b er (1959) 

t o  a  s i n g l e  colum n ( P le z  and  M o rr is  1 9 6 0 ) . The 0 .6  x 125 cm 

colum n was p ac k e d  w ith  s p h e r i c a l  Type B Chrom obeadR r e s i n  and  was 

o p e r a te d  a t  6 0 °C and  150 t o  250 p s i  p r e s s u r e .  The sam ple  and 

n o r le u c in e  i n t e r n a l  s ta n d a r d ,  i n  12.5%  s u c r o s e ,  w ere  a p p l i e d  t o  

th e  colum n by a  1 o r  2 ml s y r in g e  th ro u g h  a  Sam ple I n j e c t i o n ;  

D evice-^. Sodium  c i t r a t e  b u f f e r s  w ere in t r o d u c e d  t o  th e  colum n a t  

t h e  r a t e  o f  0 .5 0  m l/m in  from  a n in e -c h a m b e r  A u to g ra d ^  p ro d u c in g  a  

c o n t in u o u s  pH g r a d i e n t  o f  2 .8 7 5  t o  5 .0 0  and  a sodium  io n  c o n c e n t r a ­

t i o n  o f  0 .2  t o  0 .8  M. The sam ple com ing o f f  th e  colum n was 

r e a c t e d  w i th  n in h y d r in  and r e a d  a t  440 and  570 mp th ro u g h  15 cm 

c o n t in u o u s  f lo w  c u v e t t e s .  The e n t i r e  a n a ly s is ,  r e q u i r e d  22 h o u r s . .
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Amino a c id s  w ere  i d e n t i f i e d  s o l e l y  on th e  b a s i s  o f  s ta n d a r d  

c h ro m a to g ra m s . The s ta n d a r d  s o lu t i o n  c o n ta in e d  17 am ino a c id s  

p lu s  NH3  (T e c h n ic o n  C hem ical C o rp .)  and  5 o th e r  am ino a c i d s  w ere 

a d d ed . C o n c e n tr a t io n s  o f  am ino a c i d s  w ere d e te rm in e d  by co m p arin g  

th e  a r e a  u n d e r  th e  p e a k  o f  a  c e r t a i n  am ino a c id  i n  th e  b a r n a c le  

e x t r a c t  t o  th e  a r e a  u n d e r  th e  p e a k  o f  th e  same am ino a c id  on th e  

s ta n d a r d  c h ro m a to g ram . The H x W m ethod o f  Spaclgnan, S t e in  and  

Moore (1 9 5 8 ) was u se d  t o  i n t e g r a t e  th e  p e a k s .



RESULTS

C hrom atogram s w ere  made o f  e x t r a c t s  fro m  b a r n a c le s  m a in ta in e d  

f o r  two t o  sev en  d a y s  in  low (3 t o  4 o / o o ) , i n t e r m e d ia t e  (16  t o  

18 o /o o )  and  h ig h  s a l i n i t y  w a te r  (28 t o  30 o /o o )  J- T e c h n ic a l  

d i f f i c u l t i e s  i n  e a r l y  e x p e r im e n ts  p r e v e n te d  th e  a c q u i s i t i o n  o f  

a c c u r a t e  d a t a  and  n e c e s s i t a t e d  th e  e l im in a t io n  o f  a l l  d a t a  on 

i n t r a c e l l u l a r  am ino a c id s  o f  b a r n a c le s  k e p t  a t  i n t e r m e d ia te  

s a l i n i t i e s  a s  w e l l  a s  a  p o r t i o n  o f  s i m i l a r  d a t a  on b a r n a c le s  

m a in ta in e d  a t  o t h e r  s a l i n i t i e s .  Mean v a lu e s  f o r  eac h  am ino a c id  

i n  pM/mg TKN w ere  c a l c u l a t e d  from  t h r e e  ch rom atog ram s a t  h ig h  

and  t h r e e  a t  low  s a l i n i t i e s  ( F ig .  1 , T a b le s  I  and  I I ) .  The " t "  

t e s t  was em ployed t o  d e te rm in e  i f  means f o r  a  p a r t i c u l a r  am ino 

a c id  d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y  a t  t h e  two s a l i n i t i e s  (T a b le  I I ) .  

S i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  a t  P < 0 . 0 5  w ere  fo u n d  f o r  a l l  am ino a c id s  

e x c e p t  t y r o s i n e .  A t t h e  above s a l i n i t i e s  th e  m ost h ig h ly  s i g n i f i c a n t  

mean c o n c e n t r a t i o n  d i f f e r e n c e s  ( P < 0 .0 0 1 )  w ere th o s e  o f  t h r e o n in e ,  

i s o l e u c i n e ,  g l y c i n e ,  l e u c i n e ,  a l a n in e  and  g lu ta m ic  a c id  i n  t h a t  

h i e r a r c h y .  W ith  t h e  e x c e p t io n  o f  t y r o s i n e ,  l y s i n e  and  a r g i n i n e ,  

th e  means i n c r e a s e d ,  o f te n  c o n s id e r a b ly ,  a t . t h e  h ig h  s a l i n i t y .  As 

a  r e s u l t ,  t o t a l  mean am ino a c id  c o n c e n t r a t i o n  more th a n  t r i p l e d  

(2 .1 2 6  pM/mg TKN a t  3 t o  4 o /o o  t o  7 .5 0 1  pM/mg TKN a t  28 t o  30 

o /o o )  w ith  a  s a l i n i t y  in c re m e n t o f  a p p ro x im a te ly  25 o /o o .  E x p re s se d  

a s  p e r c e n ta g e  TKN ( in c lu d in g  p r o t e i n  n i t r o g e n ) ,  th e ,  am ino a c id  

n i t r o g e n  a c c o u n te d  f o r  6 . 02  and  12.63%  a t  t h e  low and h ig h  

s a l i n i t i e s ,  r e s p e c t i v e l y .
11
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■ TABLE I I

MEAN F R E E  A M I N O  A C I D  C O N C E N T R A T I O N  I N  p M / m g  T K N  A T  TWO

S A L I N I T I E S

A m i n o  A c i d 3 - 4  o / o o P  < 2 8 - 3 0  o / o o

T a u r i n e 0 . 2 7 9 0 . 0 5 0 1 . 2 8 5

A s p a r t i c  a c i d 0 . 0 3 8 0 . 0 2 5 0 . 0 7 4

T h r e o n i n e 0 . 0 2 4 0 . 0 0 1 0 . 1 1 3

S e r i n e ' 0 . 0 6 5 0 . 0 2 5 0 . 1 5 3

G l u t a m i c  a c i d 0 . 1 6 8 0 . 0 0 1 0 . 3 4 2

P r o l i n e 0 . 0 2 9 0 . 0 0 5 1 . 6 7 2

G l y c i n e 0 . 1 2 7 0 . 0 0 1 1 . 3 7 5

A l a n i n e 0 . 4 6 7 0 . 0 0 1 1 . 6 1 7

V a l i n e 0 . 0 2 3 0 . 0 0 5 0 . 0 9 9

I s o l e u c i n e 0 . 0 1 2 0 . 0 0 1 0 . 0 4 6  .

L e u c i n e 0 . 0 1 6 0 . 0 0 1 0 . 0  . 6 1

T y r o s i n e 0 . 0 7 2 N . S . 0 . 0 6 7

P h e n y l a l a n i n e 0 . 0 1 4 0 . 0 1 0 0 . 0 2 7 '

L y s i n e 0 . 0 8 7 0 . 0 5 0 0 . 0 7 2

H i s t i d i n e 0 . 0 2 5 0 . 0 1 0 0 . 0 4 7

A r g i n i n e 0 . 6 8 0 0 . 0 0 5 0 . 4 5 1

T o t a l 2 . 1 2 6 7 . 5 0 1

15
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TABLE I I I

MEAN P E R C E N T A G E  T O T A L  F R E E  A M I N O  A C I D  

C O N C E N T R A T I O N  A T  TWO S A L I N I T I E S

A m i n o  A c i d 3 - 4  o / o o 2 8 - 3 0  o / o o

G l y c i n e 5 . 9 7 1 8 ; .  3 3

A l a n i n e 2 1 . 9 7 2 1 . 5 5

P r o l i n e 1 . 3 6 2 2 . 2 9

A r g i n i n e 3 1 . 9 9 6 . 0 1

T a u r i n e 1 3 . 1 2 1 7 . 1 3

G l u t a m i c  a c i d 7 . 9 0 4 . 5 6

T o t a l 8 2 . 3 1 8 9 . 8 7

17
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C e r t a i n  a m i n o  a c i d s  d o m i n a t e d  t h e  a m i n o  a c i d  p o o l  ( F i g .  1 ) .

T h e  f i v e : m o s t  a b u n d a n t  o n e s  a t  t h e  l o w  s a l i n i t y  w e r e  a r g i n i n e ,  

a l a n i n e ,  t a u r i n e ,  g l u t a m i c  a c i d  a n d  g l y c i n e ,  i n  t h a t  o r d e r .  

E s s e n t i a l l y  t h e  s a m e  f i v e  d o m i n a t e d  a t  t h e  h i g h  s a l i n i t y .  P r o l i n e ,  

h o w e v e r ,  w h i c h  w a s  t e n t h  a t  t h e  l o w  s a l i n i t y ,  b e c a m e  f i r s t  a t  t h e  

h i g h  s a l i n i t y  f o l l o w e d  b y  a l a n i n e ,  g l y c i n e ,  t a u r i n e  a n d  a r g i n i n e .  

G l u t a m i c  a c i d  d r o p p e d  t o  s i x t h  p l a c e  a t  t h i s  s a l i n i t y .  P e r c e n t a g e  

c o n t r i b u t i o n  m a d e  b y  t h e  s i x  m o s t  a b u n d a n t  a m i n o  a c i d s  a t  t h e  

h i g h  s a l i n i t y  a n d  t h e  s a m e  a m i n o  a c i d s  a t  t h e  l o w  s a l i n i t y  i s  

s u m m a r i z e d  i n  p i g .  2  a n d  T a b l e  I I I .  T h e s e  s i x  a m i n o  a c i d s  a c c o u n t  

f o r  8 2 . 3 1  a n d  8 9 . 8 7 %  o f  t o t a l  f r e e  a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  a t  

l o w  a n d  h i g h  s a l i n i t i e s  r e s p e c t i v e l y .  F r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  i s  

e v i d e n t  t h a t  s a l i n i t y  m a r k e d l y  i n f l u e n c e s  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t o  a  

l e s s e r  d e g r e e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  a c i d  p o o l  o f  

B .  i m p r o v i s u s  m u s c l e  t i s s u e .

O t h e r  n i n h y d r i n - p o s i t i v e  s u b s t a n c e s  t h a t  w e r e  d e t e c t e d  i n  

s m a l l  q u a n t i t i e s  o r  u n m e a s u r a b l e  a m o u n t s  i n c l u d e  t h e  a m i n o  a c i d s  

m e t h i o n i n e ,  c y s t i n e  a n d  t r y p t o p h a n  a s  w e l l  a s  # - a m i n o i s o b u t y r i c  

a c i d ,  a m m o n i a  a n d  o c c a s i o n a l l y  c y s t e i c  a c i d .



DISCUSSION

I n v e r t e b r a t e  t i s s u e ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h a t  o f  m ost v e r t e b r a t e s , '  

h a s  a  h ig h  i n t r a c e l l u l a r  f r e e  am ino a c id  c o n te n t  (A w apara 1 9 6 2 ) .

I n  a  c o m p a ra tiv e  s tu d y  o f  f i s h  and  i n v e r t e b r a t e s  th e  ©<-amino 

n i t r o g e n  c o n c e n t r a t i o n  p e r  100 g o f  f r e s h  t i s s u e  i s  9 t o  72 mg f o r  

f i s h  and 210 t o  370 mg f o r  f o u r  s p e c ie s  o f  m a rin e  i n v e r t e b r a t e s  

(V e la n k a r  and  G o v in d an , 1957 and  1 9 5 8 ) . Mammalian o rg a n s  c o n ta in  

10 t o  50 mg f r e e  am ino a c id  n i t r o g e n  p e r  100 g w et w e ig h t ( F r ie d b e r g  

and  G ree n b e rg  1 9 4 7 ) , w h e re a s  m u sc le s  o f  tw o s p e c ie s  o f  t o a d s ,  

a c c l im a te d  t o  f r e s h  w a te r  and  2 0 , 4 0 , and 50% s e a  w a te r ,  c o n ta in  

70 t o  148 mg -am ino  n i t r o g e n  f o r  an  e q u iv a l e n t  w e ig h t (G ordon 

1 9 6 5 ) . V a lu es  f o r  mammals and  f i s h  a r e  co m p a ra b le  and th o s e  f o r  

e u r y h a l in e  to a d s  l i e  b e tw een  th e  f o r e g o in g  and  th e  c o n c e n t r a t i o n s  

r e p o r t e d  f o r  i n v e r t e b r a t e s .  Ranke (1 9 5 7 ) c o n d u c te d  a  s i m i l a r  

c o m p a ra tiv e  s tu d y  on f i s h ,  m o llu s c s  and  i n v e r t e b r a t e s  and fo u n d  

s i m i l a r  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s .  P r i o r  t o  r e c e n t l y  d is c o v e r e d  

in t e r m e d ia t e  v a lu e s  f o r  t o a d s ,  i t  a p p e a re d  t h a t  t h e  l a r g e  f r e e  

am ino a c id  p o o l  c o u ld  n o t  be  w h o lly  a t t r i b u t e d  t o  a  m a rin e  

e n v iro n m e n t s in c e  t h e 'p o o l  i n  f i s h e s ,  a s  i n  o t h e r  v e r t e b r a t e s ,  

was s m a ll  r e l a t i v e  t o  t h a t  o f  i n v e r t e b r a t e s . I n d e e d  th e  h ig h  

n o n - p r o te in  am ino a c id  c o n te n t  o f  t i s s u e s  was th o u g h t  t o  be 

c h a r a c t e r i s t i c  o f  i n v e r t e b r a t e s  (A w apara 1 9 6 2 ) . E v id e n c e  fro m  

to a d s  s u p p o r ts  t h e  c o n c e p t  o f  i n t r a c e l l u l a r  o s m o re g u la to ry  

f u n c t io n  o f  am ino a c i d s  i n  e u r y h a l in e  a n im a ls  w h e th e r  th e y  a r e

19
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v e r t e b r a t e s  o r  i n v e r t e b r a t e s .  P e r h a p s  f r e e  a m i n o  a c i d s  s i m p l y

h a v e  a  d i f f e r e n t  f u n c t i o n  i n  f i s h e s .

T h e  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  a c i d  p o o l  i s  s m a l l e r  i n  f r e s h  w a t e r

s p e c i e s  t h a n  i n  m a r i n e  s p e c i e s  o f  d e c a p o d  c r u s t a c e a n s  ( C a m i e n

e t  a l .  1 9 5 1 ) ,  p e l e c y p o d  m o l l u s c s  a n d  w o r m s  ( D u c h a t e a u  e t  a l .

1 9 5 2 ) .  I n  e u r y h a l i n e  c r u s t a c e a n s  s u c h  a s  E r i o c h e i r  s i n e n s i s

( D u c h a t e a u  a n d  F l o r k i n  1 9 5 5 ) ,  C a r c i n u s  m a e n a s  ( S h a w  1 9 5 8 )  a n d

A
A s t a c u s  a s t a c u s  ( D u c h d t e a u - B o s s o n  a n d  F l o r k i n  1 9 6 1 ) ,  a n d  i n

/
v a r i o u s  m o l l u s c s  ( A l l e n  1 9 6 1 ;  L a n g e  1 9 6 3 ;  B r i c t e u x - G r e g o i r e  e t

4
a l . ,  1 9 6 4 a  a n d ; 1 9 6 4 b ) ,  a  w o r m  ( D u c h a t e a u - B o s s o n ,  J e u n i a u x  a n d

F l o r k i n  1 9 6 1 )  a n d  t o a d s  ( G o r d o n  1 9 6 5 ) ,  t h e  a m i n o  a c i d  c o n t e n t  i s

l o w e r  a t  l o w  t h a n  a t  h i g h  s a l i n i t i e s .  F o r  e x a m p l e ,  C a r c i n u s

m a e n a s  t r a n s f e r r e d  f r o m  f r e s h  w a t e r  t o  5 0 %  s e a  w a t e r  e x h i b i t e d  a

m e a n  f r e e  a m i n o  a c i d  e l e v a t i o n  o f  8 2 . 9  ^ u M / k g  w a t e r ,  o n l y  4 . 2  p K

o f  w h i c h  c o u l d  b e  a t t r i b u t e d  t o  d e h y d r a t i o n  ( S h a w  1 9 5 8 ) .  S p e c u l a -

4
t i o n s  h a v e  b e e n  m a d e  o n  t h e  r a i s o n  d  Te t r e  f o r  t h e  l a r g e  i n t r a c e l l u l a r  

a m i n o  a c i d  p o o l  o f  b r a c k i s h  w a t e r  a n d  m a r i n e  i n v e r t e b r a t e s .  T h e  

m o s t  w i d e l y  a c c e p t e d  f u n c t i o n  o f  t h i s  p o o l  a n d  t h e  o n e  s u p p o r t e d  

b y  t h e  l a r g e s t  b o d y  o f  c i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  i s  t h a t  o f  

o s m o r e g u l a t i o n .

E u r y h a l i n e  i n v e r t e b r a t e s  g e n e r a l l y  r e g u l a t e  a n i s o s m o t i c a l l y  

b u t  a r e  s o m e t i m e s  p a s s i v e l y  i s o s m o t i c  t o  t h e  e x t e r n a l  m e d i u m ,  

w h e r e a s  b l o o d  a n d  t i s s u e s  a r e ,  i n  a l l  k n o w n  c a s e s ,  i s o s m o t i c  

( F l o r k i n  1 9 6 2 ) .  I s o s m o r e g u l a t i o n  b e t w e e n  e x t r a c e l l u l a r  a n d  i n t r a ­

c e l l u l a r  f l u i d s  p r e v e n t s  e x c e s s i v e  h y d r a t i o n  a n d  a m i n o  a c i d s  

c o n t r i b u t e  i m p o r t a n t l y  t o  t h i s  r e g u l a t i o n  ( F l o r k i n  1 9 6 2 ) .  T h e  

s i g n i f i c a n c e  o f  a m i n o  a c i d s  i n  i n t r a c e l l u l a r  i s o s m o r e g u l a t i o n  i s  

d e m o n s t r a t e d  b y  t h e i r  a c c o u n t i n g  f o r  a p p r o x i m a t e l y  o n e - t h i r d  o f
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t h e  ch an g e  i n  f r e e z i n g  p o i n t  d e p r e s s io n  o f  m u sc le s  o f  E r i o c h e i r  

s i n e n s i s  t r a n s f e r r e d  from  33% s e a  w a te r  t o  100% s e a  w a te r  

( B r ic te u x - G r e g o i r e  e t  a l .  1962) and  o f  L e an d e r s e r r a t u s  and 

L ean d e r s q u i l l a  t r a n s f e r r e d  from  s e a  w a te r  t o  30% s e a  w a te r  

(J e u n ia u x  e t  a l .  1 9 6 1 ) .

I n  c o n t r a s t  t o  m u s c le s ,  o s m o tic  p r e s s u r e  o f  i n v e r t e b r a t e  

b lo o d  i s  a t t r i b u t e d  m a in ly  t o  in o r g a n ic  io n s  and  n o t  t o  o r g a n ic  

m o le c u le s .  M yers (1 9 2 0 ) r e p o r t e d  t h i s  phenom enon i n  a r th r o p o d s .  

S tu d ie s  o f  f r e e  am ino a c id  c o m p o s it io n  o f  m a rin e  c r u s ta c e a n  b lo o d  

and  b lo o d  s e r a  h av e  b een  p e rfo rm e d  ( S te v e n s ,  Howard and  S c h le s in g e r  

1961) on th e  h o r s e s h o e  c r a b ,  L im u lu s  p o ly p h e m u s ; ro c k  c r a b ,  C an ce r 

i r r o r a t u s ; A m erican  l o b s t e r ,  Homarus a m e r ic a n u s  a s  w e l l  a s  on 

Homarus v u l g a r i s , t h e ' E u ro p ean  l o b s t e r  (Cam ien e t  a l .  1 9 5 1 ) . I n  

t h e  fo rm e r  p a p e r  th e  ra n g e  was 4 .7  t o  2 6 .1  m g/100 ml o f  b lo o d .

To my know ledge no r e s e a r c h  h a s  b een  c o n d u c te d  on o rg a n ic  

c o n s t i t u e n t s  o f  b a r n a c le  b lo o d  o r  m a n tle  f l u i d .  F r e e z in g  p o i n t  

d e p r e s s io n  s t u d i e s  o f  t h e s e  e x t r a c e l l u l a r  f l u i d s  h a v e ,  h o w ev er, 

b e e n  c a r r i e d  o u t  on s e v e r a l  s p e c ie s  o f  b a r n a c l e s  (Newman 1 9 6 2 ) .

M ost c r u s t a c e a n s  co n fo rm  a t  h ig h  s a l i n i t i e s  and  r e g u l a t e  

h y p e r o s m o t ic a l ly  a t  low  s a l i n i t i e s  o r  th e y  re m a in  i s o s m o t ic  a t  a l l  

s a l i n i t i e s  w i th in  t h e  t o l e r a n c e  ra n g e  (Lockwood 1 9 6 2 ) . I n  c o n t r a s t  

t o  h ig h e r  c r u s t a c e a n s  and  t o  o th e r  c i r r i p e d s ,  B. im p ro v is u s  i s  

e s s e n t i a l l y  a  c o n fo rm e r  ev en  a t  1 o /o o  s a l i n i t y  (Newman 1 9 6 2 ) . 

S u r v iv a l  by n e a r  c o n fo rm ity  a t  su ch  d i l u t i o n s  i s  unknown i n  o t h e r  

c r u s t a c e a n s ,  y e t  i t  i s  q u i t e  e f f e c t i v e  s in c e  t h i s  s p e c ie s  i s  

c o n s id e r e d  t o  be  one o f  t h e  m ost e u r y h a l in e  o f  a l l  b a r n a c le s  

(Newman 1 9 6 2 ) . How c a n  t h i s  b a r n a c le  t o l e r a t e  su ch  b lo o d
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d i l u t i o n s ?  I n  a d d i t i o n  t o  d i s c a r d i n g  i n o r g a n i c  i o n s  d o e s  i t  

a l s o  d i s p o s e  o f  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  a c i d s  i n  o r d e r  t o  m a i n t a i n  

a n  i s o s m o t i c  s t a t e  b e t w e e n  b l o o d  a n d  t i s s u e s ?

A l t h o u g h  t h e  f o r e g o i n g  q u e s t i o n s  c a n n o t  b e  a n s w e r e d  c o m p l e t e l y ,  

s o m e  i n f o r m a t i o n  c a n  b e  o f f e r e d  o n  t h e  l a t t e r .  Q u a l i t a t i v e  a n d  

q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  i n t r a c e l l u l a r  f r e e  a m i n o  a c i d s  o f  B .  

i m p r o v i s u s  m u s c l e  t i s s u e  ( T a b l e s  I  a n d  I I )  d e m o n s t r a t e s  t h a t  

t h e r e  i s  a  v q r y  d e f i n i t e  a n d  m a r k e d  d e c r e a s e  i n  ' t o t a l  a n d  

i n d i v i d u a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  a m i n o  a c i d s  ( e x c e p t . '  t y r o s i n e )  w i t h  a  

d e p r e s s i o n  o f  2 5  o / o o  e x t e r n a l  s a l i n i t y .  T h e  m a g n i t u d e  o f  c h a n g e  

( m o r e  t h a n  t h r e e f o l d )  w a s  u n d o u b t e d l y  t o o  g r e a t  t o  b e  a s c r i b e d  t o  

d i l u t i o n  a l o n e  b e c a u s e  t h e  r e l a t i v e l y  i m p e r m e a b l e  e x o s k e l e t o n  

w o u l d  p r e v e n t  m o s t  w a t e r  m o v e m e n t .  O b v i o u s l y ,  t h e n ,  t h i s  s p e c i e s  . 

c a n  d i s p o s e  o f  i t s  f r e e  a m i n o  a c i d s  i n  s o m e  m a n n e r .  T h e s e  d a t a , ,  

a l o n g  w i t h  f r e e z i n g  p o i n t  d e p r e s s i o n  d a t a  o f  m a n t l e  f l u i d  f r o m  

t h e  s a m e  s p e c i e s  ( N e w m a n  1 9 6 2 ) ,  s u p p o r t  t h e  g e n e r a l  c o n c l u s i o n  

t h a t  w h e n e v e r  t h e r e  i s  a n  a l t e r a t i o n  i n  b l o o d  o s m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  

t h e r e  i s  a  c o r r e s p o n d i n g  i n c r e a s e  o r  d e c r e a s e  i n  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  

a c i d s ,  p r e s u m a b l y  t o  p r e v e n t  h y d r a t i o n  o r  d e h y d r a t i o n .  T h i s  c i r c u m ­

s t a n t i a l  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  t h e  f r e e  a m i n o  a c i d  p o o l  p l a y s  a n  

i m p o r t a n t  r o l e  i n  o s m o r e g u l a t i o n .  W h e t h e r  o r  n o t  t h e  r e p o r t e d  

c h a n g e  i s  a  d i r e c t  r e s u l t  o f  a n  o s m o t i c  f u n c t i o n  o r  i s  s i m p l y  

p r o d u c e d  b y  s o m e  o t h e r  c e l l u l a r  p h e n o m e n o n  h a s  n o t  y e t  b e e n  

e l u c i d a t e d .

U n f o r t u n a t e l y  t h e  f o r e g o i n g  d a t a  c a n n o t  b e  c o m p a r e d  d i r e c t l y  

w i t h  t h a t  o f  m u s c l e  t i s s u e  o f  o t h e r  c r u s t a c e a n s  b e c a u s e  m o s t  o t h e r  

w o r k  i s  b a s e d  . o n  w e t  w e i g h t ,  d r y  w e i g h t ,  i n t r a c e l l u l a r  f l u i d



23
v o l u m e  o r  n i t r o g e n  c o n t e n t  o f  t h e  n o n - p r o t e i n  f r a c t i o n ,  w h e r e a s  

t h e s e  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  b a s e d  o n  T K N  o f  b a r n a c l e  m u s c l e  

. h o m o g e n a t e .  A m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  b a s e d  o n  T K N  i s  p r e f e r a b l e  

t o  t h a t  b a s e d  o n  w e t  w e i g h t  b e c a u s e  t h e  l a t t e r  w o u l d  i n c l u d e  , t h e  

u p t a k e  o r  l o s s  o f  w a t e r  a n d  d i l u t i o n  o r ,  d e h y d r a t i o n  o f  t h e  a m i n o  

a c i d  p o o l  w o u l d  h a v e  t o  b e  c o n s i d e r e d  i n  c o m p a r i n g  c o n c e n t r a t i o n s  

a t  d i f f e r e n t  s a l i n i t i e s .  I f  i t  w e r e  p o s s i b l e  t o  b a s e  t h e  c o n c e n ­

t r a t i o n  o n  w e t  w e i g h t ,  a n d  i f  p e r c e n t a g e  m u s c l e  y a t e r  w e r e  

d e t e r m i n e d ,  t l i e  ' r e l a t i v e  i m p o r t a n c e  o f  ~ f r e e  a m i n o  a c i d s  t o  t o t a l  

i n t r a c e l l u l a r  q s m o t i c  c o n c e n t r a t i o n  c o u l d  b e  e s t i m a t e d  i n  t h e  

■ f o l l o w i n g  m a n n e r :  < 1 )  e s t a b l i s h  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  e x t r a ­

c e l l u l a r  f l u i d  f r o m  f r e e z i n g  p o i n t  d e p r e s s i o n  o f  m a n t l e  f l u i d  o f  

i r a p p o v i s u s  m a i n t a i n e d  a t  t h e  a p p r o p r i a t e  s a l i n i t y  ( N e w m a n  1 9 6 2 ) ;  

( 2 )  a s s u m i n g  m a n t l e  f l u i d  a n d  t i s s u e s  a r e  i s o s m o t i c ,  c a l c u l a t e  

p e r c e n t a g e  c o n t r i b u t i o n  o f  f r e e  a m i n o  a c i d s  t o  t i s s u e  o s m o t i c  

c o n c e n t r a t i o n  o n  t h e  b a s i s  o f  t i s s u e  w a t e r  c o n t e n t .

E a r l y  w o r k ,  o n  t h e  f r e e  a m i n o  a c i d s  o f  m a r i n e  a n d  f r e s h  w a t e r  

d e c a p o d  c r u s t a c e a n s  i n d i c a t e d  t h a t  g l y c i n e ,  p r o l i n e ,  a r g i n i n e ,  

g l u t a m i c  a c i d  a n d  a l a n i n e  w e r e  t h e  m o s t  a b u n d a n t  i n  m u s c l e s  o f  

H o m a r u s  v u l g a r i s ,  E r i o c h e i r  s i n e n s i s ,  A s t a c u s  f l u v i a t i l i s  a n d  

M a i a  s q u i n a d o ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  b e i n g  h i g h e r  i n  m a r i n e  t h a n  i n  

f r e s h  w a t e r  s p e c i e s  ( C a m i e n  e t :  a l .  1 9 5 1 ) .  T h e  s a m e  a m i n o  a c i d s  

p l u s  t a u r i n e  w e r e  m o s t  p r o m i n e n t  i n  t h e  l o b s t e r ,  N e p h r o p s  

n o r v e g i c u s  ( R o b e r t s o n  1 9 6 1 ) .  I n  t h e  f o r m e r  i n v e s t i g a t i o n ,  t a u r i n e  

c o n t e n t  w a s  n o t  s t u d i e d ,  y e t  w h e n e v e r  t h i s  a m i n o  a c i d  i s  c o n s i d e r e d  

i n  m a r i n e  o r  b r a c k i s h  w a t e r  f o r m s  i t  i s  g e n e r a l l y  o n e  o f  t h e  m o s t  

a b u n d a n t .
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D a t a  r e p o r t e d  h e r e i n  f o r  B .  i m p r o v i s u s  m u s c l e  a r e  i n  

a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f o r e g o i n g  i n v e s t i g a t i o n s  w i t h  r e s p e c t  t o  a m i n o  

a c i d s  d o m i n a t i n g  t h e  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  a c i d  p o o l .  A l t h o u g h  i t  

i s  i m p o s s i b l e  t o  c o m p a r e  a c t u a l  i n d i v i d u a l  a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  b a r n a c l e  m u s c l e  w i t h  t h o s e  o f  o t h e r  c r u s t a c e a n s ,  c o n c e n t r a t i o n s  

c a n  b e  c o m p a r e d  o n  t h e  b a s i s  o f  r e l a t i v e  c o n t r i b u t i o n  o f  i n d i v i d u a l  

a m i n o  a c i d s  t o  t o t a l  a m i n o  a c i d  c o n t e n t .  A c o m p i l a t i o n  o f  d a t a  

o b t a i n e d  b y  v a r i o u s  i n v e s t i g a t o r s  a n d  r e c a l c u l a t e d  f o r  c o m p a r i s o n  

i s  m a d e  i n  T a b l e  I V .  A  s i m i l a r  c o m p i l a t i o n  f o r  B .  i m p r o v i s u s  

w a s  m a d e  i n  T a b l e  I I I  ( R e s u l t s ) . I n  c o m p a r i n g  t h e s e  d a t a  s o m e  

r e s e r v a t i o n s  m u s t  b e  m a d e  ( r e f e r  t o  n o t e s ,  T a b l e  I V ) .

T h e s e  d a t a  d o  n o t  s u p p o r t  a n y  g e n e r a l i z a t i o n s  o n  t h e  c o n c e n t r a ­

t i o n  h i e r a r c h y  o f  a m i n o  a c i d s  i n  c r u s t a c e a n s .  I t  w i l l  b e  n o t e d ,  

h o w e v e r ,  t h a t  i n  a l l  s p e c i e s  e x c e p t  B .  i m p r o v i s u s ,  g l y c i n e  w a s  t h e  

m o s t  a b u n d a n t  a m i n o  a c i d  a n d  a c c o u n t e d  f o r  o n e - f o u r t h  t o  o n e - h a l f  

o f  t h e  t o t a l  a m i n o  a c i d  p o o l .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  t h e  r e l a t i v e  

q u a n t i t y  o f  a l a n i n e  i n  b a r n a c l e  m u s c l e  r e m a i n e d  c o n s t a n t  a t  t h e  t w o  

s a l i n i t y  e x t r e m e s  a n d  t h i s  a m i n o  a c i d  w a s  m o r e  a b u n d a n t  t h a n  

g l y c i n e ,  e s p e c i a l l y  a t  t h e  l o w e r  s a l i n i t y .  A l l  o t h e r  c r u s t a c e a n s ,  

w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  L .  s q u i l l a  ( i n  w h i c h  t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  a l l  a m i n o  a c i d s  c h a n g e d  l i t t l e ) ,  e x h i b i t e d  a  l o w e r  r e l a t i v e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  a l a n i n e  t h a n  o f  g l y c i n e  a n d  c o n s i d e r a b l e  v a r i a t i o n  

o f  t h e  f o r m e r  w a s  g e n e r a l l y  n o t e d  w i t h  s a l i n i t y  c h a n g e s .  T h e  

r e l a t i v e  q u a n t i t y  o f  p r o l i n e  i n  m o s t  c r u s t a c e a n  t i s s u e  w a s  l e s s  

t h a n  1 0 %  e x c e p t  i n  L .  s q u i l l a  w h e r e  i t  w a s  1 6  t o  1 7 %  a t  b o t h  

s a l i n i t i e s  a n d  i n  B .  i m p r o v i s u s  a t  h i g h  s a l i n i t y  i n  w h i c h  i t  w a s  

t h e  m o s t  p r o m i n e n t  a m i n o  a c i d ,  a c c o u n t i n g  f o r  2 2 . 2 9 %  o f  t h e  t o t a l  

a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n .



TABLE IV

P E R C E N T A G E  T O T A L  F R E E  A M I N O  A C I D  C O N C E N T R A T I O N

A s t a c u s
p a l l i p e s a

L e a n d e r
s e r r a t u s

L e a n d e r
s q u i l l a

E r i o c h e i r
s i n e n s i s ^

C a l a n u s  
f i n m a r c h i c u  s ^

A p p r o x i m a t e  s a l i n i t y ,  o / o o

CN 1 0 . 5 3 5 1 0 . 5  3 5 12 3 5 m a r i n e

G l y c i n e 3 0 . 4 9 , 6 2 . 8 0 4 9 . 4 7 4 1 . 5 5  4 6 . 0 0 3 1 . 1 1 2 6 . 4 7 2 4 . 5 8

A l a n i n e 7 . 7 6 1 . 7 2 7 . 5 0 4 . 5 9  4 . 5 4 1 0 . 6 3 1 7 . 2 0 8 . 5 2

P r o l i n e 9 . 9 8 4 . 2 3 9 . 6 3 1 6 . 4 8  1 6 . 9 6 6 . 9 1 8 . 9 7 8 . 5 2  -

A r g i n i n e 2 6 . 4 3 1 3 . 6 8 1 1 . 4 6 1 8 . 0 1  1 4 . 8 4 2 2 . 1 2 1 6 . 3 0 1 4 . 1 2

T a u r i n e 6 . 1 0 1 5 . 3 4 1 1 . 3 7 1 6 . 3 3  1 3 . 8 0 1 0 . 4 8 6 . 0 8 1 7 . 6 1

G l u t a m i c
a c i d

1 . 4 8 0 . 7 3 1 . 4 2 0 0 2 . 2 2 4 . 1 0 2 . 9 3

T o t a l 8 2 . 2 4 9 8 . 5 0 9 1 . 1 1 9 6 . 9 6  9 6 . 1 4 8 3 . 4 7 7 9 . 1 2 7 6 . 2 8

a  C o w e y  1 9 6 1 .  C o m p o s i t i o n  o f  u n h y d r o l y z e d  l o b s t e r  a b d o m i n a l  m u s c l e  
o f  a n i m a l s  m a i n t a i n e d  i n  r u n n i n g  t a p  w a t e r .

b  J e u n i a u x  e t  a l .  1 9 6 1 .  C o m p o s i t i o n  o f  h y d r o l y z e d  d i a l y s a t e  o f  
p r a w n  a b d o m i n a l  m u s c l e .  M a n y  a m i n o  a c i d s  w e r e  r e c o r d e d  a s  TTt r a c e TT 
o r  u 0 n a c c o u n t i n g  f o r  h i g h  p e r c e n t a g e s  o f  r e m a i n i n g  a m i n o  a c i d s .

c  B r i c t e u x - G r e g o i r e  e t  a l .  1 9 6 2 .  C o m p o s i t i o n  o f  h y d r o l y z e d  d i a l y ­
s a t e  o f  c r a b  l e g  m u s c l e .

d  C o w e y  a n d  C o r n e r  1 9 6 3 .  A m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  u n h y d r o l y z e d  
w h o l e  m a r i n e  c o p e p o d ,  i n c l u d i n g  t h e  e x o s k e l e t o n .  S a l i n i t y  w a s  n o t  
r e c o r d e d .
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I n  c o n t r a s t  t o  o t h e r  a m i n o  a c i d s ,  p e r c e n t a g e  a r g i n i n e  w a s  

d e p r e s s e d  a t  h i g h e r  s a l i n i t i e s  a l t h o u g h  t h e  a c t u a l  c o n c e n t r a t i o n  

o f t e n  i n c r e a s e d .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  p h e n o m e n o n  i s  u n c e r t a i n  

a l t h o u g h  t h e  f o l l o w i n g  i s  a  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n .  L a r g e  q u a n t i t i e s  

o f  a r g i n i n e  a r e  p r e s e n t  i n  i n v e r t e b r a t e  m u s c l e  p r i m a r i l y  a s  

a r g i n i n e  p h o s p h a t e ,  a  h i g h  e n e r g y  c o m p o u n d  c o m p a r a b l e  t o  c r e a t i n e  

p h o s p h a t e  o f  v e r t e b r a t e  m u s c l e  ( G i e s e  1 9 6 2 ) .  B o t h  p h o s p h a g e n s  a r e  

v e r y  l a b i l e  a n d  p e r h a p s  t h e  e l e v a t e d  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e s  

t h e  s t a b i l i t y  o f  a r g i n i n e  p h o s p h a t e .  I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d ,  

f o r  i n s t a n c e ,  t h a t  p r o t e o l y s i s  i s  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  b y  

m o n o v a l e n t  c a t i o n s  ( N a ,  K  a n d  NH4 )  a t  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n

0 . 2  M a n d  t o  a  l e s s e r  d e g r e e  a t  l e s s e r  c o n c e n t r a t i o n s  ( K e i l  1 9 6 2 ) .  

P o s s i b l y  t h e s e  i n o r g a n i c  i o n s  a c t  s i m i l a r l y  o n  p h o s p h a g e n s .

T h e  s u l f o n i c  a m i n o  a c i d ,  t a u r i n e ,  i s  i n t e r e s t i n g  i n  t h a t  i t  

i s  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  t o  b e  m o r e  a b u n d a n t  i n  m o l l u s c a n  t i s s u e  

t h a n  i n  c r u s t a c e a n  t i s s u e ,  a n d  i n  m a r i n e  o r  b r a c k i s h  w a t e r  f o r m s  

t h a n  i n  t e r r e s t r i a l  o r  f r e s h  w a t e r  i n v e r t e b r a t e s .  I n  a , s t u d y  o f  

2 9  s p e c i e s  o f '  m o l l u s c s ,  1 1  o f  w h i c h  w e r e  f r e s h  w a t e r  o r  t e r r e s t r i a l ,  

a n d  1 8  o f  w h i c h  w e r e  m a r i n e  o r  b r a c k i s h  w a t e r  s p e c i e s ,  t a u r i n e  w a s  

n o t  d e t e c t e d  i n  a n y  o f  t h e  f o r m e r  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  

w a s  f o u n d  i n  d e t e c t a b l e ' a m o u n t s  ( g r e a t e r  t h a n  0 . 1 ^ i M / g )  i n  a l l  

o f  t h e  l a t t e r  ( S i m p s o n ,  A l l e n  a n d  A w a p a r a  1 9 5 9 ) .  B y  c o n t r a s t ,  

t a u r i n e  o c c u r r e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  6 . 6  j u M / g  ( 6 . 1% o f  t o t a l  

a m i n o  a c i d  c o n t e n t )  i n  a b d o m i n a l  m u s c l e s  o f  t h e  f r e s h  w a t e r  

c r a y f i s h ,  A s t a c u s  p a l l i p e s , m a i n t a i n e d  i n  t a p  w a t e r  ( C o w e y  1 9 6 1 ) .

I n  B .  i m p r o v i s u s  a t  3  t o  4  0 / 0 0  s a l i n i t y  i t  a c c o u n t e d  f o r  1 3 . 1 4 %  

o f  t h e  t o t a l  a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n .
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T h e  o r i g i n  o f  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  a c i d s  i n  i n v e r t e b r a t e s  i s  

u n k n o w n .  N u m e r o u s  s y m p o s i a  a n d  r e v i e w s  h a v e  d e a l t  w i t h  t r a n s p o r t  

o f  a m i n o  a c i d s  a n d  i t  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  t h e y  a r e  t r a n s p o r t e d  

t h r o u g h  t h e  c e l l  m e m b r a n e  a g a i n s t  a  c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t  ( u p h i l l  

t r a n s p o r t ,  W i l b r a n d t  1 9 6 1 ) .  T h e r e  a r e  m a n y  t h e o r i e s  o n  t h e  t r a n s p o r t  

m e c h a n i s m  b u t  m o s t  e v i d e n c e  s u p p o r t s  t h e  c a r r i e r  t r a n s p o r t  t h e o r y .  

A c c o r d i n g  t o  t h i s  t h e o r y  t h e  a m i n o  a c i d  c o m b i n e s  w i t h  a  c a r r i e r  

l o c a t e d  i n  t h e  c e l l  m e m b r a n e  a n d  i s  t r a n s p o r t e d  " u p h i l l ”  a c r o s s  

t h e  m e m b r a n e  w h e r e  i t  i s  r e l e a s e d ,  l e a v i n g  t h e  c a r r i e r  f r e e  a g a i n  

f o r  t r a n s p o r t .  " U p h i l l "  i n f l u x  i s  a f f e c t e d  b y  ( 1 )  c o m p e t i t i o n  w i t h  

o t h e r  a m i n o  a c i d s  f o r  t h e  s a m e  t r a n s p o r t  s y s t e m  ( A h m e d  a n d  

S c h o l e f i e l d  1 9 6 2 ) ,  a  p h e n o m e n o n  g e n e r a l l y  o c c u r r i n g  b e t w e e n  

s t r u c t u r a l l y  s i m i l a r  a m i n o  a c i d s  ( J o h n s t o n e  1 9 6 4 ) ,  a n d  ( 2 )  t h e  

h o r m o n e s ,  i n s u l i n ,  e s t r o g e n ,  a n d  g r o w t h  h o r m o n e ,  a l l  o f  w h i c h  

i n c r e a s e  i n t r a c e l l u l a r . a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  a n d  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  i n  s o m e  t i s s u e s  ( S e g a l  1 9 6 4 ) .  A m i n o  a c i d  t r a n s p o r t  i s  

i n d i r e c t l y  d e p e n d e n t  o n  c a t i o n  c o n c e n t r a t i o n s ,  p a r t i c u l a r l y  s o d i u m ,  

p o t a s s i u m ,  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m ,  s i n c e  t h e y  a f f e c t  A T P  c o n t e n t ,  

t h e  l a t t e r  b e i n g  r e q u i r e d  a s  a n  e n e r g y  s o u r c e  ( Q u a s t e l  1 9 6 4 ) .  

T r a n s p o r t  r e a c h e s  a  s t e a d y  s t a t e  a t  w h i c h  p o i n t  i n t r a c e l l u l a r  

c o n c e n t r a t i o n  r e m a i n s  c o n s t a n t  a n d  e x c e e d s  t h a t  o f  t h e  m e d i u m .

W h e t h e r  i n f l u x  i s  a c t u a l l y  i n c r e a s e d ,  e f f l u x  d e p r e s s e d ,  o r  b o t h ,  

h a s  e v a d e d  d i s c o v e r y .  E x c h a n g e  d i f f u s i o n  r e q u i r e s  n o  e n e r g y  a n d  

m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  s e l e c t i v e  a c c u m u l a t i o n  o f  c e r t a i n  a m i n o  

a c i d s  w i t h i n  t h e  c e l l s  s i n c e  i t  i n v o l v e s  e x c h a n g e  o f  e x t r a c e l l u l a r  

a n d  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  a c i d s .
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T r a n s p o r t  r e a c t i o n  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  

p r i m a r i l y  o n - m a m m a l i a n  c e l l s  o r  t i s s u e s ,  i n  v i v o  o r  i n  v i t r o  o r  

o n  b a c t e r i a ,  a l t h o u g h  a  f e w  s t u d i e s  o f  t h i s  t y p e  h a v e  e m p l o y e d  

i n v e r t e b r a t e s .  S t e p h e n s  a n d  S c h i n s k e  ( 1 9 6 1 ) ,  o n  t h e  b a s i s  o f  

d i s a p p e a r a n c e  o f  a m i n o  a c i d s  f r o m  s o l u t i o n  c o n c l u d e d  t h a t  a r t h r o p o d s ,  

i n  c o n t r a s t  t o  o t h e r  i n v e r t e b r a t e s ,  f a i l  t o  r e m o v e  g l y c i n e  f r o m  

s e a  w a t e r  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 5 0  m g / 1 .  T h e y  a t t r i b u t e d  t h e  

f a i l u r e  t o  i m p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  e x o s k e l e t o n  a n d  n o t e d  t h a t

i n v e r t e b r a t e s ^  c a p a b l e  o f  r e m o v i n g  a m i n o  a c i d s  f r o m  s o l u t i o n  a r e

“'A
m u c o u s - f e e d e r s • T h e  f o l l o w i n g  y e a r  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  l a b e l l e d  

a m i n o  a c i d s ,  i t  w a s  a s c e r t a i n e d  t h a t  F u n g i a  s c u t a r i a , a  s o l i t a r y  

c o r a l ,  i s  c a p a b l e  o f  e x t r a c t i n g  s e v e r a l  a m i n o  a c i d s  f r o m  v e r y  

d i l u t e  s o l u t i o n s .  D e m o n s t r a t i o n  o f  t h i s  c a p a b i l i t y  w i t h  n o  d e c r e a s e  

i n  r a t e  o f  u p t a k e  u p o n  p l u g g i n g  t h e  m o u t h  s u g g e s t e d  t h a t  a d s o r p t i o n  

o f  a m i n o  a c i d s  o n  m u c o u s  i s  n o t  a n  e f f e c t i v e  m e a n s  o f  c o l l e c t i o n  

( S t e p h e n s  1 9 6 2 ) .

S c h o f f e n i e l s  ( 1 9 6 0 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  o r i g i n  o f  i n t r a c e l l u l a r  

f r e e  a m i n o  a c i d s  o f  n e r v e s  i s o l a t e d  f r o m  E r i o c h e i r  s i n e n s i s . T h e  

c r a b s  w e r e  a d a p t e d  t o  s e a  w a t e r ' a n d  t o  3 3 %  s e a  w a t e r  a f t e r  w h i c h  

t h e  n e r v e s  w e r e  b a t h e d  f o r  2 4  h o u r s  i n  s a l i n e  s o l u t i o n s  i s o s m o t i c  

w i t h  t h e  e x t r a c e l l u l a r  f l u i d .  F r e e  a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  

d e c r e a s e d  w i t h  s a l i n i t y  a n d  S c h o f f e n i e l s . c o n c l u d e d  t h a t  r e g u l a t i o n  

i n  i s o l a t e d  n e r v e s  c o u l d  n o t  b e  h o r m o n a l l y  c o n t r o l l e d  a n d  t h e  a m i n o  

a c i d s  m u s t  h a v e  o r i g i n a t e d  w i t h i n  t h e  c e l l .  H e  f u r t h e r  p o s t u l a t e d  

i n t r a c e l l u l a r  o r i g i n  b y  p r o t e i n  h y d r o l y s i s  a n d  t h e  r e v e r s i b i l i t y  

o f  t h e  p r o c e s s  b y  r e s y n t h e s i s .  T h e s e  c o n c l u s i o n s  s e e m  u n w a r r a n t e d  

b e c a u s e  t h e  d i f f e r e n c e  i n  a m i n o  a c i d  c o n t e n t  w a s  p r o b a b l y
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e s t a b l i s h e d  u p o n  a d a p t i n g  c r a b s  t o  t h e  r e s p e c t i v e  s a l i n i t i e s  

p r i o r  t o  i s o l a t i n g  t h e  n e r v e s .  T h e  n e w  c o n c e n t r a t i o n . c o u l d  

c o n c e i v a b l y  b e  m a i n t a i n e d  i n  t h e  e l e c t r i c a l l y  i s o l a t e d  n e r v e .

E v e n  w i t h  a n  a m i n o  a c i d  l e a k a g e ,  t h e  r a t e  o f  l e a k a g e  m i g h t  h a v e  

b e e n  e q u a l  a t  b o t h  s a l i n i t i e s  s u s t a i n i n g  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e s .

I f  a m i n o  a c i d s  a r e  n o t  t r a n s p o r t e d  i n t o  t h e  c e l l ,  t h e y  m u s t  

o r i g i n a t e  i n t r a c e l l u l a r l y  b y  s y n t h e s i s  o r  p r o t e o l y s i s . .  C e l l u l a r  

m e t a b o l i s m  w i l l  n o t ,  h o w e v e r ,  b e  d i s c u s s e d  e x c e p t  a s  i t  a f f e c t s  

a m i n o  a c i d  r e g u l a t i o n .  I n t r a c e l l u l a r  a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  

a t  t h e  s t e a d y  s t a t e  d e p e n d s  u p o n  b a l a n c e  b e t w e e n  i n f l u x ,  s y n t h e s i s  

a n d  t h e  c o m b i n e d  f a t e s  o f  t h e s e  m o l e c u l e s .  S y n t h e s i s  a n d  

d e g r a d a t i o n  o f -  a m i n o  a c i d s  a r e  p r o b a b l y  a f f e c t e d  b y  i n t r a c e l l u l a r  

c a t i o n  c o m p o s i t i o n  ( G i l l e s  a n d  S c h o f f e n i e l s  1 9 6 4 ) .

H a v i n g  d e a l t  w i t h  p o s s i b l e  s o u r c e s  o f  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  

a c i d s ,  w e  m a y  n o w  d i s c u s s  t h e i r  f a t e .  S h a w  ( 1 9 5 8 )  s u g g e s t e d  t h a t  

t h e y  m a y  c o m b i n e  w i t h  o t h e r  m u s c l e  c o n s t i t u e n t s  a l t h o u g h ,  i n  

C a r c i n u s  m u s c l e ,  t h e y  d i d  n o t  y i e l d  p e p t i d e s  s i n c e  t h e  a m i n o  a c i d  

c o n c e n t r a t i o n  w a s  n o t  i n c r e a s e d  b y  h y d r o l y s i s  o f  t h e  t r i c h l o r o a c e t i c  

a c i d  e x t r a c t .  P o t t s  ( 1 9 5 8 )  s p e c u l a t e d  t h a t  t h e  f r e e  a m i n o  a c i d  

c o n t e n t  i s  d e p r e s s e d  b y  e x c r e t i o n ,  p o l y m e r i z a t i o n  o r  m e t a b o l i s m .

T h e  f o r e g o i n g  s t r o n g l y  s u g g e s t s  t h a t  f r e e  a m i n o  a c i d s  o f  

£ •  3-mP r o v ^-s u s  m u s c l e  a n d  o f  t i s s u e s  o f  o t h e r  e u r y h a l i n e  i n v e r t e b r a t e s  

a r e  e x c e e d i n g l y  i m p o r t a n t  i n  i n t r a c e l l u l a r  i s o s m o r e g u l a t i o n .  W h e t h e r  

t h e  s p e c i e s  c o n f o r m s  l i k e  B .  i m p r o v i s u s  o r  r e g u l a t e s  a s  d o  m o s t  

e u r y h a l i n e  c r u s t a c e a n s  t o  t h e  e n v i r o n m e n t a l  s a l i n i t y ,  i n t r a c e l l u l a r  

i s o s m o r e g u l a t i o n ,  p r i m a r i l y  b y  f r e e  a m i n o  a c i d s ,  p r e v e n t s  h y d r a t i o n  

o r  d e h y d r a t i o n  o f  t h e  t i s s u e s .
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I n  r e v i e w i n g  t h e s e  d a t a  i t  m u s t  b e  n o t e d  t h a t  s a l i n i t y  w a s  

t h e  o n l y  f a c t o r  c o n s i d e r e d  i n  c o m p a r i n g  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  a c i d  

c o n c e n t r a t i o n s . ' O t h e r  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  a f f e c t i n g  a m i n o  a c i d  

c o m p o s i t i o n  a r e  t e m p e r a t u r e ,  p o l l u t i o n ,  d i e t  ( o r g a n i c  c o n t e n t  o f  

t h e  w a t e r ) . ,  a n d  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e .  A n  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  

m i n i m i z e  v a r i a t i o n  i n  t h e s e  f a c t o r s  b y  c o l l e c t i n g  a n d  t r e a t i n g  

s p e c i m e n s  a s  n e a r l y  i d e n t i c a l  a s  p o s s i b l e .



SUMMARY

1 .  A s t u d y  o f  f r e e  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  o f  B a l a n u s  i m p r o v i s u s  

a d d u c t o r  a n d  d e p r e s s o r  m u s c l e s  w a s  c o n d u c t e d  b y  s e m i a u t o m a t i c  

i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y .

2 .  M o r e  t h a n  2 0  n i n h y d r i n - p o s i t i v e  s u b s t a n c e s  w e r e  d e t e c t e d  i n  

t h e  m u s c l e  e x t r a c t .  S i x t e e n  o f  t h e s e  w e r e  q u a n t i t a t i v e l y  

d e t e r m i n e d ; .

3 .  A t  l o w  ( 3  t o  4  o / o o )  a n d  h i g h  ( 2 8  t o  3 0  o / o o )  s a l i n i t i e s  t h e  

m e a n  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  d i f f e r e d  

s i g n i f i c a n t l y  f o r  a l l  a m i n o  a c i d s  e x c e p t  t y r o s i n e .

4 .  T o t a l  f r e e  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  m o r e  t h a n  t r i p l e d  w i t h  a n  

i n c r e a s e  i n  s a l i n i t y  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 5  o / o o .

5 .  R e l a t i v e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  a m i n o  a c i d  p o o l  a s  w e l l  a s  

i n d i v i d u a l  a n d  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  

a c i d s  w a s  a f f e c t e d  b y  s a l i n i t y .

6 . V a r i o u s  p u b l i c a t i o n s  o n  f r e e  a m i n o  a c i d  c o n t e n t . o f  a n i m a l s  

r e p r e s e n t i n g  d i f f e r e n t  p h y l a  a n d  o f  e u r y h a l i n e  a n d  s t e n o h a l i n e  

s p e c i e s  a t  d i f f e r e n t  s a l i n i t i e s  w e r e  d i s c u s s e d .

7 .  O s m o r e g u l a t o r y  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  e u r y h a l i n e  i n v e r t e b r a t e s  i n  

g e n e r a l  a n d  c r u s t a c e a n s  i n  p a r t i c u l a r  w e r e  s e t  f o r t h .

8 . B e c a u s e  o f  t h e  i m p o s s i b i l i t y  o f  b a s i n g  i n t r a c e l l u l a r  a m i n o  

a c i d  c o n t e n t  o n  w e t  w e i g h t  o r  i n t r a c e l l u l a r  f l u i d  v o l u m e ,  t h e  

r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e i n  c o u l d  n o t  b e  c o m p a r e d  d i r e c t l y  t o  

t h o s e  o b t a i n e d  b y  o t h e r  w o r k e r s  o n  o t h e r  c r u s t a c e a n s . R e s u l t s
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w e r e ,  h o w e v e r ,  c o m p a r e d  i n d i r e c t l y  ( p e r c e n t a g e  c o n t r i b u t i o n  

o f  i n d i v i d u a l  a m i n o  a c i d s  t o  t o t a l  a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n )  

a n d  i t  w a s  f o u n d  t h a t  i n  B .  i m p r o v i s u s ,  a s  i n  m o s t  o t h e r  

c r u s t a c e a n s ,  s i x  a m i n o  a c i d s  ( g l y c i n e ,  a l a n i n e ,  p r o l i n e ,  

a r g i n i n e ,  t a u r i n e  a n d  g l u t a m i c  a c i d )  a c c o u n t e d  f o r  

a p p r o x i m a t e l y  8 0  t o  9 0 %  o f  t h e  t o t a l  a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n .  

W i t h  a n  a l t e r a t i o n  o f  s a l i n i t y ,  t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

p r o l i n e  . i n  B .  i m p r o v i s u s  m u s c l e  e x h i b i t e d  t h e  g r e a t e s t  c h a n g e  

( 1 . 3 6  t o ! 2 2 . 2 9 % )  b u t  g e n e r a l l y  c h a n g e d  v e r y  l i t t l e  i n  t i s s u e s  

o f  o t h e r  c r u s t a c e a n s .  G l y c i n e  a c c o u n t e d  f o r  o n e - f o u r t h  t o  

o n e - h a l f  o f  t h e  t o t a l  a m i n o  a c i d  p o o l • i n  m o s t  c r u s t a c e a n s  

b u t  w a s  m u c h  l e s s  p r o m i n e n t  i n  B .  i m p r o v i s u s  m u s c l e  (6  t o  

1 8 % ) .  U n l i k e  t h e  m a j o r i t y  o f  a m i n o  a c i d s ,  p e r c e n t a g e  a r g i n i n e  

i n  m o s t  c r u s t a c e a n s  i n c l u d i n g  t h e  b a r n a c l e ,  d e c r e a s e d  s l i g h t l y  

w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s a l i n i t y .  A n  e x p l a n a t i o n  w a s  o f f e r e d  f o r  

t h i s  u n u s u a l  p h e n o m e n o n .  R e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a l a n i n e  

w a s  m u c h  h i g h e r  i n  B .  i m p r o v i s u s  t h a n  i n  o t h e r '  c r u s t a c e a n s  

a n d  r e m a i n e d  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  a t  b o t h  s a l i n i t i e s .  R e l a t i v e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t a u r i n e  c h a n g e d  v e r y  l i t t l e  i n  b a r n a c l e  m u s c l e  

o r  t i s s u e s  o f  a n y  o f  t h e  c r u s t a c e a n s  m e n t i o n e d .

9 .  T h e  p o s s i b l e  i n t r a c e l l u l a r  a n d / o r  e x t r a c e l l u l a r  o r i g i n  o f  

f r e e  a m i n o  a c i d s  w a s  d i s c u s s e d  a s  w a s  t h e  f a t e  o f  t h e s e  

m o l e c u l e s .

1 0 .  I t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  f r e e  a m i n o  a c i d s  o f  B .  i m p r o v i s u s  

m u s c l e  a n d  o f  t i s s u e s  o f  o t h e r  e u r y h a l i n e  s p e c i e s  a r e  

i m p o r t a n t  i n  i n t r a c e l l u l a r  i s o s m o r e g u l a t i o n  a n d  p r e v e n t  

t i s s u e  h y d r a t i o n  o r  d e h y d r a t i o n .
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a d d u c t e u r s  d e s  M y t i l u s  e d u l i s  a d a p t e e  a  l f e a u  d e  m e r
o u  a  l ? e a u  s a u m d t r e . A r c h .  I n t .  P h y s i o l .  B i o c h i m .  7 2 :  
1 1 6 - 1 2 , 3 .

___________ . 1 9 6 4 b .  C o n s t i t u e n t s  o s m o t i q u e m e n t  a c t i f s  d e s  m u s c l e s
a d d u c t e u r s  d  T0 s t r e a  e d u l i s  a d a p t e e  a  i Te a u  d e  m e r  o u  a
l Te a u  s a u m ^ t r e . A r c h .  I n t .  P h y s i o l .  B i o c h i m .  7 2 : '
2 6 7 - 2 7 5 .

C a m i e n ,  M.  N . ,  H .  S a r l e t ,  G h .  D u c h a t e a u ,  a n d  M.  F l o r k i n .  1 9 5 1 .
N o n - p r o t e i n  a m i n o  a c i d s  i n  m u s c l e  a n d  b l o o d  o f  m a r i n e  
a n d  f r e s h  w a t e r  C r u s t a c e a .  J .  B i o l .  C h e m .  1 9 3 :  8 8 1 -
8 8 5 .

C h i t t e n d e n ,  N .  H .  1 8 7 5 .  U e b e r  G l y c o g e n  a n d  G l y c o c o l l  i n  d e m  
M u s k e l g e w e b e  d e s  P e c t e n  i r r a d i e n s .  A n n .  D e r .  C h e m .
1 7 8 :  2 6 6 - 2 7 4 .

C o w e y ,  C . . B .  1 9 6 1 .  T h e  n o n - p r o t e i n  n i t r o g e n o u s  c o n s t i t u e n t s ’ o f
t h e  t i s s u e s  o f  t h e  f r e s h w a t e r  c r a y f i s h  A s t a c u s  p a l l i p e s  
L e r e b o u l l e t .  C o m p .  B i o c h e m .  P h y s i o l .  2 :  1 7 3 - 1 8 0 .
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C o w e y ,  C .  B . ,  a n d  E .  D .  S .  C o r n e r .  1 9 6 3 .  A m i n o  a c i d s  a n d  s o m e  

o t h e r  n i t r o g e n o u s  c o m p o u n d s  i n  C a l a n u s  f i n m a r c h i c u s .
J .  M a r .  B i o l .  A s s .  U .  K .  4 3 :  4 8 5 - 4 9 3 .

D u c h a t e a u ,  G h . ,  H .  S a r l e t ,  M.  N .  C a m i e n ,  a n d  M.  F l o r k i n .  1 9 5 2 .
A c i d e s  a m i n e s  n o n  p r o t e i q u e s  d e s  t i s s u s  c h e z  l e s  
M o l l u s q u e s  L a m e l l i b r a n c h e s  e t  c h e z  l e s  V e r s .  C o m p a r i s o n  
d e s  f o r m e s  m a r i n e s  e t  d e s  f o r m e s  d u l c i c o l e s .  A r c h .  I n t .  
P h y s i o l .  B i o c h i m .  6 0 :  1 2 4 - 1 2 5 .

A

D u c h a t e a u ,  G h . ,  a n d  M.  F l o r k i n .  1 9 5 5 .  C o n c e n t r a t i o n  d u  m i l i e u
e x t e r i e u r  e t  e t a t  s t a t i o n n a i r e  d u  p o o l  d e s  a c i d e s  a m i n e s  
n o n - p r o t e i q u e s  d e s  m u s c l e s  d TE r i o c h e i r  s i n e n s i s , M i l n e  
E d w a r d s .  A r c h .  I n t .  P h y s i o l .  B i o c h i m .  6 3 :  2 4 9 - 2 5 1 .

____________. 1 9 5 6 .  S y s t e m e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  d ’ a c i d e s  a m i n e s  l i t r e s
e t  o s m o r e g u l a t i o n  d e s  C r u s t a c e s .  J .  P h y s i o l .  ( P a r i s ) .
4 8 :  5 2 0 .

D u c h a t e a u ,  G h . ,  M.  F l o r k i n ,  a n d  C h .  J e u n i a u x .  1 9 5 9 .  I .  C o m p o s a n t e
a m i n o a c i d e  d e s  t i s s u s ,  c h e z  l e s  C r u s t a c e s .  C o m p o s a n t e
a m i n o - a c i d e  d e s  m u s c l e s  d e  C a r c i n u s  m a e n a s  L .  l o r s  d u  
p a s s a g e  d e  l ’ e a u  d e  m e r  a  l ’ e a u  s a u m a t r e  e t  a u  c o u r s  d e
l a  m u e . A r c h .  I n t .  P h y s i o l .  B i o c h i m .  6 7 :  4 8 9 - 5 0 0 .

A A
D u c h a t e a u - B o s s o n ,  G h . ,  C h .  J e u n i a u x ,  a n d  M.  F l o r k i n .  1 9 6 1 .  R o l e

d e  l a  v a r i a t i o n  d e  l a  c o m p o s a n t e  a m i n o - a c i d e  i n t r a c e l l u l a i r e  
d a n s  l ’ e u r y h a l i n i t e  d ’ A r e n i c o l a  m a r i n a  L .  A r c h .  I n t .  
P h y s i o l .  B i o c h i m .  6 9 :  3 0 - 3 5 .

A
D u c h a t e a u - B o s s o n ,  G h . ,  a n d  M.  F l o r k i n .  1 9 6 1 .  C h a n g e  i n  i n t r a c e l l u l a r  

c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  a m i n o  a c i d s  a s  a  f a c t o r  o f  e u r y h a l -  
i n i t y  i n  t h e  c r a y f i s h  A s t a c u s  a s t a c u s .  C o m p .  B i o c h e m .  
P h y s i o l .  3 :  2 4 5 - 2 4 9 .

____________. 1 9 6 2 .  A d a p t a t i o n  a  l ’ e a u  d e  m e r  d e  c r a b e s  c h i n o i s
( E r i o c h e i r  s i n e n s i s )  p r e s e n t a n t ,  d a n s  l ’ e a u  d o u c e ,  u n e  
v a l e u r  d l e v d e  d e  l a  c o m p o s a n t e  a m i n o a c i d e  d e s  m u s c l e s .
A r c h .  I n t .  P h y s i o l .  B i o c h i m .  7 0 :  3 4 5 - 3 5 5 .

F l o r k i n ,  M.  1 9 6 2 .  L a  r e g u l a t i o n  i s o s m o t i q u e  i n t r a c e l l u l a i r e  c h e z  
l e s  i n v e r t e b r e s  m a r i n s  e u r y h a l i n s .  B u l l .  A c a d .  R o y .
B e l g i q u e  4 8 :  6 8 7 - 6 9 4 .

F r e d e r i c q ,  L .  1 9 0 4 .  S u r  l a  c o n c e n t r a t i o n  m o l e c u l a i r e  d u  s a n g  e t  
d e s  t i s s u s  c h e z  l e s  a n i m a u x  a q u a t i q u e s .  A r c h .  B i o l .
2 0 :  7 0 1 - 7 3 9 .

F r i e d b e r g ,  F . ,  a n d  D .  M.  G r e e n b e r g .  1 9 4 7 .  E n d o c r i n e  r e g u l a t i o n  o f  
a m i n o  a c i d  l e v e l s  i n  b l o o d  a n d  t i s s u e s .  J .  B i o l .  C h e m .
1 6 8 :  4 0 5 - 4 0 9 .
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G i e s e ,  A .  C .  1 9 6 2 .  C e l l  p h y s i o l o g y .  2 n d  E d .  S a u n d e r s ,  

P h i l a d e l p h i a .  5 9 2  p .

G i l l e s ,  R .  a n d  E .  S c h o f f e n i e l s .  1 9 6 4 .  A c t i o n  d e  l a  v ^ r a t r i n e ,  
d e  l a  c o c a i n e  e t  d e  l a  s t i m u l a t i o n  e l e c t r i q u e  s u r  l j j .  
s y n t h a s e  e t  s u r  l e  p o o l  d e s  a c i d e s  a m i n e s  d e  l a  c h a i n e  
n e r v e u s e  v e n t r a l e  d u  H o m a r d ,  B i o c h i m .  B i o p h y s . A c t a  
8 2 :  5 2 5 - 5 3 7 .

G o r d o n ,  M.  S .  1 9 6 5 .  I n t r a c e l l u l a r  o s m o r e g u l a t i o n  i n  s k e l e t a l
m u s c l e  d u r i n g  s a l i n i t y  a d a p t a t i o n  i n  t w o  s p e c i e s  o f  t o a d s .  
B i o l .  B u l l .  1 2 8 :  2 1 8 - 2 2 9 .

H a w k ,  P .  B . ,  B .  L .  O s e r ,  a n d  W.  H .  S u m m e r s o n .  1 9 5 4 .  P r a c t i c a l  
p h y s i o l o g i c a l  c h e m i s t r y ,  1 3 t h  E d .  M c G r a w - H i l l ,  H e w  
Y o r k . .  1 4 3 9  p .

J e u n i a u x ,  C h . ,  S .  B r i c t e u x - G r e g o i r e ,  a n d  M.  F l o r k i n .  1 9 6 1 .  C o n ­
t r i b u t i o n  d e s  a c i d e s  a m i n e s  l i t r e s  a  l a  r e g u l a t i o n  
o s m o t i q u e  i n t r a c e l l u l a i r e  c h e z  d e u x  c r u s t a c e s  e u r y h a l i n s ,  
L e a n d d r  s e r r a t u s  F .  e t  L e a n d e r  s q u i l l a  L .  C a h .  B i o l .
M a r .  Z :  3 7 3 - 3 8 0 .

i
J o h n s t o n e ,  R .  M.  1 9 6 4 .  E v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  t r a n s p o r t

c a r r i e r s  b a s e d  o n  i n h i b i t i o n  s t u d i e s .  C a n .  J .  B i o c h e m .
4 2 :  9 2 5 - 9 3 1 .  ( I n  S y m p o s i u m  o n  t r a n s p o r t  r e a c t i o n s  a t
t h e  c e l l  m e m b r a n e . )

K e i l ,  B .  1 9 6 2 .  T h e  c h e m i s t r y  o f  p e p t i d e s  a n d  p r o t e i n s .  A n n .  R e v .  
B i o c h e m .  3 1 :  1 3 9 - 1 7 2 .

K e l l e y ,  A .  1 9 0 4 .  B e o b a c h t u n g e n  u b e r  d a s  V o r k o m m e n  v o n
A t h e r s c h w e f e l s a u r e n ,  v o n  T a u r i n  u n d  G l y c i n  b e i  n e i d e r e h  
T i e r e n .  B e i t .  C h e m .  P h y s i o l .  P a t h o l .  5 :  3 7 7 - 3 8 3 .

K e r m a c k ,  W.  0 . ,  H .  L e e s ,  a n d  J .  D .  W o o d .  1 9 5 5 .  S o m e  n o n - p r o t e i n  
c o n s t i t u e n t s  o f  t h e  t i s s u e s  o f  t h e - l o b s t e r .  B i o c h e m .  J .  
6 0 :  4 2 4 - 4 2 8 .

K u t s c h e r ,  F .  a n d  D .  A c k e r m a n .  1 9 2 6 .  V e r g l e i c h e n d - p h y s i o l o g i s c h e  
U n t e r s u c h u n g e n  v o n  E x t r a k t e n  v e r s c h i e d e n e r  T i e r k l a s s e n  
a u f  t i e r i s c h  A l k a l o i d e  e i n e  Z u s a m m e n f a s s u n g .  Z .  B i o l .  
8 4 :  1 8 1 - 1 9 2 .

L a n g e ,  R .  1 9 6 3 .  T h e  o s m o t i c  f u n c t i o n  o f  a m i n o  a c i d s  a n d  t a u r i n e  
i n  t h e  m u s s e l ,  M y t i l u s  e d u l i s .  C o m p .  B i o c h e m .  P h y s i o l .  
1 0 :  1 7 3 - 1 7 9 .

L o c k w o o d ,  A .  P .  M.  1 9 6 2 .  T h e  o s m o r e g u l a t i o n  o f  C r u s t a c e a .  B i o l .  
R e v .  3 7 :  2 5 7 - 3 0 5 .
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. M e n d e l ,  L

M y e r s ,  R .  

N e w m a n ,  W

N o l a n d ,  J  

P e t e r s o n ,  

P i e z ,  X .  j

P i l s b r y ,  j

P o t t s ,  W.

P o t t s ,  W.  

Q u a s t e l ,  \

R a n k e ,  B .

R o b e r t s o n

. B .  a n d  H .  C .  B r a d l e y .  1 9 0 6 .  E x p e r i m e n t a l  s t u d i e s  o n  
t h e  p h y s i o l o g y  o f  m o l l u s c s .  A m e r . J .  P h y s i o l .  1 7 :
1 6 7 - 1 7 6 .

G .  1 9 2 0 .  A  c h e m i c a l  s t u d y  o f  t h e  b l o o d  o f  s e v e r a l  
i n v e r t e b r a t e  a n i m a l s .  J .  B i o l .  C h e m .  4 1 :  1 1 9 - 1 3 5 .

. A .  1 9 5 4 .  S o m e  e c o l o g i c a l  c o n s i d e r a t i o n s  o f  b a r n a c l e s  
o f  t h e  S a n  F r a n c i s c o  B a y  e s t u a r i n e  s y s t e m .  ( U n p u b l .
M.  A .  t h e s i s ,  U .  C a l i f .  L i b r a r y ,  B e r k e l e y )  1 1 7  p .

1 9 6 2 .  A d a p t i v e  b e h a v i o r  a n d  p h y s i o l o g y  o f  e s t u a r i n e  
b a r n a c l e s .  ( U n p u b l .  P h . D .  t h e s i s ,  U .  C a l i f .  L i b r a r y ,  
B e r k e l e y )  8 0  p .

. L .  1 9 4 9 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  a m i n o  a c i d s  i n  i n v e r t e b r a t e s .  
( A b s t . )  B i o l .  B u l l .  9 7 :  2 6 3 - 2 6 4 .

E .  A .  a n d  H .  A .  S o b e r .  1 9 5 9 .  V a r i a b l e  g r a d i e n t  d e v i c e  
f o r  c h r o m a t o g r a p h y .  A n a l .  C h e m .  3 1 :  8 5 7 - 8 6 2 .

\ .  a n d  L .  M o r r i s .  1 9 6 0 .  A m o d i f i e d  p r o c e d u r e  f o r  t h e  
a u t o m a t i c  a n a l y s i s  o f  a m i n o  a c i d s .  A n a l .  B i o c h e m .
1 :  1 8 7 - 2 0 1 .

3 .  A .  1 9 1 6 .  T h e  s e s s i l e  b a r n a c l e s  ( C i r r i p e d i a )  c o n t a i n e d  
i n  t h e  c o l l e c t i o n s  o f  t h e  U .  S .  N a t i o n a l  M u s e u m ;  
i n c l u d i n g  a  m o n o g r a p h  o f  t h e  A m e r i c a n  s p e c i e s .  B u l l . '
U .  S .  N a t .  M u s .  9 3 :  1 - 3 6 6 .

T .  W.  1 9 5 8 .  T h e  i n o r g a n i c  a n d  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  
o f  s o m e  l a m e l l i b r a n c h  m u s c l e s .  J .  E x p .  B i o l .  3 5 :
7 4 9 - 7 6 4 .

T .  W.  a n d  G .  P a r r y .  1 9 6 4 .  O s m o t i c  a r i d  i o n i c  r e g u l a t i o n  
i n  a n i m a l s .  M a c m i l l a n  C o . ,  N e w  Y o r k .  4 2 3  p .

J .  H .  1 9 6 4 .  S y m p o s i u m  o n  t r a n s p o r t  r e a c t i o n s  a t  t h e  c e l l  
m e m b r a n e ,  i n t r o d u c t o r y  s u r v e y .  C a n .  J .  B i o c h e m .  4 2 :  
9 0 7 - 9 1 6 .

1 9 5 7 .  l i b e r  d i e  n i c h t - e i w e i j B g e b u n d e n e n  u n d  e i w e i p g e b u n d e n e n  
A m i n o s a u r e n b e s t a n d e  v o n  F i s c h e n ,  M o l l u s k e n  u n d  K r e b s e n .
A r c h .  F i s h .  8 : 1 1 7 - 1 5 9 .

>, J .  D .  1 9 6 1 .  S t u d i e s  o n  t h e  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  
m u s c l e  t i s s u e .  I I .  T h e  a b d o m i n a l  f l e x o r . m u s c l e s  o f  
t h e  l o b s t e r  N e p h r o p s  n o r v e g i c u s  ( L ) .  J .  E x p .  B i o l .
3 8 :  7 0 7 - 7 2 8 .

S c h a r f f ,  R .  a n d  I .  G .  W o o l .  1 9 6 4 .  C o n c e n t r a t i o n  o f  a m i n o - a c i d s  i n  
r a t  m u s c l e  a n d  p l a s m a .  N a t u r e  2 0 2 :  6 0 3 - 6 0 4 .
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S c h o f f e n i e l s ,  E .  1 9 6 0 .  O r i g i n e  d e s  a c i d e s  a m i n e s  i n t e r v e n a n t  d a n s  

l a  r e g u l a t i o n  d e  l a  p r e s s i o n  o s m o t i q u e  i n t r a c e l l u l a i r e  d e  
E r i o c h e i r  s i n e n s i s  M i l n e  E d w a r d s .  A r c h .  I n t .  P h y s i o l .  
B i o c h i m .  6 8 :  6 9 6 - 6 9 8 .

S e g a l ,  S .  1 9 6 4 .  H o r m o n e s ,  a m i n o - a c i d  t r a n s p o r t  a n d  p r o t e i n  
s y n t h e s i s .  ‘N a t u r e  2 0 3 :  1 7 - 1 9 .

S h a w ,  J .  1 9 5 8 .  O s m o r e g u l a t i o n  i n  t h e  m u s c l e  f i b e r s  o f  C a r c i n u s  
m a e n a s . J .  E x p .  B i o l .  3 5 :  9 2 0 - 9 2 9 , ,

S i m p s o n ,  J .  W K .  A l l e n ,  a n d  J .  A w a p a r a .  1 9 5 9 .  F r e e ' a m i n o  a c i d s  
i n  s o m e  a q u a t i c  i n v e r t e b r a t e s .  B i o l .  B u l l .  1 1 7 :
3 7 1 - 3 8 1 .

S p a c k m a n ,  D .  H . ,  W.  H .  S t e i n ,  a n d  S .  M o o r e .  1 9 5 8 .  A u t o m a t i c
r e c o r d i n g  a p p a r a t u s  f o r  u s e  i n  c h r o m a t o g r a p h y  o f  a m i n o
a c i d s .  A n a l .  C h e m .  3 0 :  1 1 9 0 - 1 2 0 6 .

S t e p h e n s ,  G .  C .  a n d  R .  A .  S c h i n s k e .  1 9 6 1 .  U p t a k e  o f  a m i n o  a c i d s
b y  m a r i n e  i n v e r t e b r a t e s .  L i m n o l .  O c e a n o g r .  6 :  1 7 5 -
1 8 1 .

S t e p h e n s ,  G .  C .  1 9 6 2 .  U p t a k e  o f  o r g a n i c  m a t e r i a l  b y  a q u a t i c
i n v e r t e b r a t e s .  I .  U p t a k e  o f  g l u c o s e  b y  t h e  s o l i t a r y  
c o r a l ,  F u n g i a  s c u t a r i a . B i o l .  B u l l .  1 2 3 :  6 4 8 - 6 5 9 .  •

S t e v e n s ,  T .  M . ,  C .  E .  H o w a r d ,  a n d  R .  W.  S c h l e s i n g e r .  1 9 6 1 .  F r e e
a m i n o  a c i d s  i n  s e r a  o f  t h e  m a r i n e  i n v e r t e b r a t e s .  C a n c e r
i r r o r a t u s ,  L i m u l u s  p o l y p h e m u s  a n d  H o m a r u s  a m e r i c a n u s . 
C o m p .  B i o c h e m .  P h y s i o l .  3 :  3 1 0 - 3 1 4 .

V e l a n k a r ,  N .  X .  a n d  T .  X .  G o v i n d a n .  1 9 5 7 .  T h e  f r e e  o C  - a m i n o  a c i d
n i t r o g e n  c o n t e n t  o f  t h e  s k e l e t a l  m u s c l e  o f  s o m e  m a r i n e .  _ 
f i s h e s  a n d  i n v e r t e b r a t e s .  C u r r .  S c i .  ( I n d i a ) .  2 6 :  
2 8 5 - 2 8 6 .

____________. 1 9 5 8 .  A p r e l i m i n a r y  s t u d y  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f
n o n - p r o t e i n  n i t r o g e n  i n  s o m e  m a r i n e  f i s h e s  a n d  i n v e r t e ­
b r a t e s .  P r o c . I n d i a n  A c a d .  S c i . ,  S e c t .  B ,  4 7 :  2 0 2 - '
2 0 9 .

W i l b r a n d t ,  W.  1 9 6 1 .  I n  M e m b r a n e  t r a n s p o r t  a n d  m e t a b o l i s m .
A s y m p o s i u m ,  p .  3 4 1 .  P u b l i s h i n g  H o u s e ,  C z e c h o s l o v a k  
A c a d e m y  S c i e n c e s ,  P r a g u e .

Z u l l o ,  V .  A .  1 9 6 3 .  A  p r e l i m i n a r y  r e p o r t  o n  s y s t e m a t i c s  a n d
d i s t r i b u t i o n ,  o f  b a r n a c l e s  ( C i r r i p e d i a )  o f  t h e  C a p e  C o d  
r e g i o n .  M a r i n e  B i o l o g i c a l  L a b o r a t o r y ,  W o o d s  H o l e ,
M a s s .  3 3  p .



V I T A  

J o a n  L e e  F a u n c e

B o r n  i n  B o s t o n ,  M a s s a c h u s e t t s ,  D e c e m b e r  2 0 ,  1 9 3 9 .  G r a d u a t e d  

f r o m  M a n c h e s t e r  H i g h  S c h o o l ,  C h e s t e r f i e l d  C o u n t y ,  V i r g i n i a ,  J u n e .  

1 9 5 7 ;  B .  S . ,  M a r y  W a s h i n g t o n  C o l l e g e ,  F r e d e r i c k s b u r g ,  V i r g i n i a ,  

J u n e  1 9 6 2 .  E n t e r e d  t h e  V i r g i n i a  I n s t i t u t e  o f  M a r i n e  S c i e n c e  o f  

t h e  C o l l e g e  o f  W i l l i a m  a n d  M a r y ,  S e p t e m b e r .  1 9 6 2  a s  a  g r a d u a t e  

a s s i s t a n t .
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