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Résumsé

Nous avons défini les conditions requises pour que les caractéres de la compo-
sition chimique puissent &tre utilisés comme caractéres systématigues & implication
phylogénétigue.

En ce qui concerne les animaux de la méiofaune, la biochimie peut contribuer
4 résoudre les problémes posés par la systématique des groupes auxqguels ils
appartiennent, souveni{ encore considérés comme des «incertae sediss. Mais la
taille rédunite de ces organismes et leur récolte difficile en grande quantité proscrit
Yapplication de la plupart des méthodes classiques d’analyse chimique. La mission
des biochimistes intéressés par la systématigue est donc de rechercher des micro-
méthodes hautement spécifiques, susceptibles d’étre appliquées 4 des quantités
minimes de matériel et capables de révéler Pexistence de composés chimigues
hiosynthétisés par des sémantides suffisamment bien définies pour permettre la
discussion de leurs propriétés d’homologie. Un exemple est donné dans le cas de la
chitine et des transférases qui en contrélent la synthése.

En derniére analyse, c’est cependant au nivean des protéines gue Pon peut
espérer trouver les meilleurs critéres d’homologie et les meilleurs indices de
parenté phylétique. Faute de pouvoir isoler et purifier les protéines des animaux
de 1la méiofaune et d’en établir la séquence aminoacide, pour les raisons techniques
évoquées plus haut, le systématicien hiochimiste peut tirer des informsations
précieuses des patrons de composition globale en acides aminés de la fraction
protéique de certaines structures bien individualisées ou de 1’étude immunoélectro-
phorétigque des protéines solubles.

En tout état de cause, cependant, il faut se garder de substituer une chimio-
taxonomie exclusive A4 la systématique classique. Les arguments nouveaux tirés
de D’analyse chimique doivent étre considérés en méme temps et au méme titre
gue-les autres caractéres tirés de la morphologie ou de Vembryologie.

Introduction

Les progrés de la Biochimie comparée ef de la Biologie moléculaire
ouvrent des perspectives nouvelles en Zoologie systématique et phylo-
génétique, en mettant & notre digposition un nombre considérahle de carac-
téres taxonomigues nouveaux,

L’intérét de ces caractéres biochimiques en systématique varie consi-
dérablement d’un groupe zoologique a 'autre, Dans le cas des Vertébrés
supérieurs ou des Insectes, par exemple, ces caractéres permettent le plus
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gouvent de confirmer les coupes taxonomigues et les relations phylétiques
proposées par les morphologistes. Mais, lorsqu’il s'agit de groupes moins
bien counnus, d’approche difficile en raison de leur petite taille, dont l'em-
bryologie est imparfaitement comprise ou dont les structures morpholo-
giques  sont d’interprétation  difficile, la Biochimic systématigque peut
contribuer A résoudre des problémes jusqu'ici insolubles. C’est le cas de la
pilupart des groupes zoologiques auxquels appartiennent les animaux de la
méiofaune.

L'usage des caractéres de la composition chimigue en systématique
négessite toutefois une prudence et une circonspection particuliéres, Comme
I's souligné Throckmorton (1868), il faut bien faire la différence entre la
Biochimie comparée d'une part, y compris ses implications physiclogiques
et écophysiologiqgues ef, d’autre part, la Biochimie taxonomique qui ne peut
étre établie que sur la base d’entités moléculaires réellement comparables,
o’est-A-dire homologues. Au stade actuel, on peut déja définir un certain

nombre de critéres permettant de choisir, parmi ['éventail des données

que fournit Panalyse chimique des organismes, celles gui peuvent se préter

A la discussion de parentés phylétiques. Nous nous proposons, aprés avoir
déflni ces principaux critéres, de donner quelgues exemples de Pappli-

cation de certains caractéres biochimigues 4 la discussion de la position
systématique de qguelques groupes de la méiofaune.

Propriétés et choix des caractéres biochimiques systématiques

Les caractéres taxonomiques, quelle que soit leur nature, sont,
du point de vue biologigue, le résuliat de Paction d’un ou plusieurs
génes, c'esi-a-dire d'acides désoxyribonucléiques. Ceux-ci exercent
leur action par lintermédiaire d’acides ribonucléiques spécifiques,
lesquels président a I'édification de protéines spécifligues, notamment
des enzymes. Un caraciére biochimique peut étre une molécule orga-
nique résultant de Iactivité d’un seul géne ou une molécule organique
résuttant de Pactivité d'une séquence d’enzymes distinets, done de
I’activité de plusieurs génes.

L'inventaire et I’analyse des caractéres taxonomiques, aussi bien
de nature biochimigue gue morphologique ou éthologique, pourraient
donc idéalement porter directement au niveau des génes, c'est-a-dire
au niveau des séquences de bases au sein de chaque DNA responsable
d’un caractére, Toutefois, nous verrons plus loin que cette approche,
sans &tre utopique, est actuellement peu réalisable. L’analyse des
caractéres biochimiques porte done essentiellement, jusqu’iei, sur les
résultats de Pactivité des génes.

Parmi ces substances, nous pouvons distinguer, avec Zuckerkandl
el Pauling (1962), les molécules sémantiques (ou sémantides}, qui
soni des proléines ou des peptides directement contrdlées par un DNA
spécifique, el les molécules épisémantiques {ou épisémantides), syn-
thétisées par un ou plusieurs enzymes, c’est-d-dire par une ou plu-
siears molécules sémantiques.

Afin d’éviter d’accorder une valeur taxonomique & des caractéres
convergents, il imporie de ne comparer (que des objets homologues,
Comme en morphologie comparée, le concepl d’homologie est pure-
ment génétique. Deux molécules sont donc homologues lorsque leur
synthése est contrdlée par des génes homologues. Le critére de ’homo-
logie en Biochimie comparée est le degré d'isologie, c’est-a-dire le
degré d’identité de composition chimique (Florkin, 1962, 1966) mais
ce crilére ne peut étre appliqué gu’aux molécules sémantiques dont
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la séquence des acides aminés correspond fidélement 4 celle des bases
au sein du DNA spécifique correspgpdant.

On écartera done, en tant gque caractéres biochimigues & impli-
cation taxonomique ou phylogénétique, les petites molécules orga-
niques dont Ia synlthése peut résulter de la mise en jeu de systémes
enzymatiques anaboligques ou ecataboliques fondamentalement diffé-
rents. C’est le cas, par exemple, de 'urée dont la présence chez un
organisme peut provenir du cycle de Pornithine ou, au contraire, de
la purinolyse.

Il convient également d’écarter touie considéralion basée sur
I'observation de fenctions similaires ear on sait que deux molécules
non isologues, done non homologues, peuvent présenter le méme Lype
d’activité enzymatique. Ces molécules seront considérées comme ana-
logues.

En ce qui concerne les molécules sémantiques, 'homologie repose
done sur l'isologie, ce qui suppose la détermination de la séquence
des acides aminés au sein de la molécule protéique. Par extfension,
on admet que des épisémantides son! homologues lorsqu’etles sont
isologues et qu’elles sont hiosynthétisées par des enzymes homologues.

Envisageons & présent les possibilités d’application pratique de
ces considérations théoriques 4 des problémes de systématique phylo-
génétique concernant des organismes dont la petite taille et la rareté
relative sont des handicaps sérieux a4 l’analyse chimigue par les
méthodes elassiques.

Analyse directe du génome

Il n’est pas possible d’isoler les génes de méme nature de deux
espéces différentes et d’en comparer la séquence des bases. Mais on
dispose depuis peu d’une méthode permettant de déterminer la pro-
portion de génes similaires entre deux espéces (Mc Carthy et Bol-
ton, 1963).

Le DNA, support biochimique de Phérédité, est une double chaine
hélicoidale, capable de se décomposer en deux demi-chaines, chacune
pouvant reconstituer une chaine entiére. Ces deux demi-chaines peu-
vent également se rapprocher pour reformer la chaine initiale. Une
seule demi-chaine peut également reformer la chaine initiale a4 partir
de fragments de Pautre demi-chaine ou de fragmenis d’une demi-
chaine différente, 4 condition que celle-ci soit complémentaire de la
premigre, Dans ce dernier cas, les DNA dent proviennent ces deux
demi-chaines sont évidemment homologues.

On peut donc, théoriquement, accoupler des demi-chaines de
DNA provenant d’espéces différentes, dans la mesure oit ces espéces
possédent des génes homologues, On dispose donc d'un moyen permet-
tant de déterminer expérimentalement la proportion de génes homo-
logues entre deux espéces. En pratique, on incube des [ragments de
DNA total radioactif d’une espéce avec des demi-chaines de DNA non
radioactif d’'une auire espéce, Aprés élution, on mesure la radioacti-
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vité fixée au DNA « froid » et la radioactivité non fixée ce qui, moyen-
nant un étalonnage préalable, donne une estimalion de la proportion
de fragments de DNA homologaes.

Malheureusement, cetle méthode ne permetl pas de comparer des
génes mais des fragmenls de DNA qui peuvent correspondre a des
génes el, plus souvent, a des fragments de génes. Elle permet donc,
au mieux, d’estimer le pourcentage de séquences polynucléotidiques
isologues dans les génomes de deux espéces différentes. L’application
de cette méthode 2 des problémes pratiques de taxinomie zoologique
n’a, jusqu’ici, donné de résultats qu'avec des espéces tres voisines
(exemple : détermination des relations phylétiques par hybridation des
DNA de trois espéces du genre Simulium Teshima, 1972). Elle est,
de plus, impossible a appliquer 4 des espéces de petite taille et d’éle-
vage difficile.

Les protéines comme caractéres biochimiques systématiques

En tant que sémantides, les protéines et les peplides constituent
les meilleurs earactéres biochimiques susceptibles d’étre utilisés en
systématique synthétique et en phylogénie. Depuis quelques années, on
dispose de méthodes rigoureuses pour I'isolement, & 1’état pur, des
peptides et des protéines et pour la détermination des séquences
d’acides aminés, a condition de disposer de quantités suffisamment
élevées de matériel biologique et a condition que les substances étu-
diées puissent étre mises en solution.

La littérature scientifique récente est de plus en plus riche en
données précises sur les séquences comparées de protides ou de pro-
téines appartenant a diverses espéces animales d’une méme classe ou
d’un méme phylum. On peut ainsi reconnaitre que certaines portions
de la chaine d’acides aminés sont permanentes A travers la série
zoologique étudiée tandis que d’autres portions sont 'objet de modifi-
cations plus ou moins importantes (remplacement d’un acide aminé
par un aulre, par exemple). L’importance relative de ces modilications
est un bon indice de la parenté relative des espéces étudiées, ce qui
permet d’établir des classifications phylogéniques souvenl en tres bon
accord avec celles établies par les systémaliciens classiques. Parmi
les exemples dont on dispose, citons les caractéres biochimiques sui-
vants : la structure des hormones neurohypophysaires (ocytocine,
vasopressine, vasotocine) chez les Vertébrés (Acher, 1971) ; la struc-
ture des fibrinopeptides des Mammiféres (Blombéick, 1971) et celle
des peptides inhibiteurs de la trypsine au niveau du lrypsinogéne,
chez les Mammiféres artiodaclyles (Bricteux-Grégoire, Schyns et
Florkin, 1971).

Lorsqu'il s’agit de protéines insolubles ou lorsque le matériel bio-
logique disponible n’est pas suffisamment abondant, ce qui risque
d’étre longtemps le cas pour les animaux de 1a méiofaune, des infor-
mations intéressantes peuvent étre tirées de la composition globale
en acides aminés, 4 condition de s’adresser a des structures morpho-
logiques bien définies et susceplibles d’étre parfaitement isolées.

I’analyse globale des acides aminés d'un hydrolysat par chromatogra-
4
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phie sur colonne échangeuse (’ions nécessite relativemnent peu de
matériel,

A
Pour comparer des structures morphologiques homologues, la
composition globale en acides aminés protéiques de ces structures
constitlue un élément guantitalii qui permet de mieux mesurer
ampleur des différences relatives entre les groupes concernés. Nous
donnons un exemple de Uapplication de celte méthode & propos des
méichoires des Annélides Polychétes.

Les protéines des liquides internes (sang, hémolymphe, liquide
ceelomique) offrent évidemment le méme intérét. L'usage de méthodes
sérologiques permet d’oblenir des résullats quantitatifs bien plus
rapides que les méhodes précitées. En effel, 1a réaction antigéne-anti-
corps dépend de la structure tertiaire des protéines qui est elle-méme
directement tributaire de la structure primaire et est hautement spé-
cifique. Boyden (1943) a été un des premiers a utiliser cette méthode
a des fins taxonomiques. Cependant, 'immunochimie a montré que
le nombre de protéines différentes d'un sérum est souvent élevé,
qu’un antigéne donné peut conduire  la production d’anticorps variés,
que chaque protéine antigénique peut présenter des variations impor-
tantes de concentration entre espéces proches et au sein d’une méme
espéce {(Boyden, 1966). L’aspecl gquantitatif de la sérologie comparée,
appliquée 4 des mélanges de protéines (sérum complet), risque donc
d’étre fallacieux.

Une méthode récente combine les avantages de la méthode de
séparation et d'isolement des « espéces protéiques » par électropho-
rése et ceux de la sérologie : c’est la méthode immuno-électropho-
rétique. Cette méthode est d’un usage de plus en plus fréquent.
Remarquons toutefois que ce type de caractére biochimique doit &tre
manipulé, comme les caractéres morphologiques, en tenant compte des
possibilités de variations intraspécifiques. Citons par exemple les par-
ticularités du sang des Insectes et des Cruslacés adultes qui peut
contenir, 4 'époque de la reproduction, des quantités considérables
d’une protéine spécifique au sexe femelle, impliquée dans la vitello-
genése (pour revue, voir Jeuniaux, 1971).

Les molécules pisémantiques en tant que caractdres biochimiques
systématiques

Les molécules organiques dont la synthése est assurée par des
enzymes homologues ou par une méme séquence d’enzymes homolo-
gues, peuvent également étre utilisées comme caractéres biochimiques
taxonomiques.

C’est le cas des acides biliaires, tous dérivés du noyau stérane
el synthétisés par une méme séquence d'enzymes (apparemment
homologues) qui conduit de ’acétate 2 I’acéto-acétale, puis & un
composé en C;, polymérisé ensuite en squaléne. Ce dernier enzyme,
qui transforme le squaléne en acide biliaire, est plus spécifique et
catalyse la formation d’acides biliaires de types particuliers suivant
les groupes zoologiques considérés. Grace aux travaux ¢’Haslewood
(1971), on peut presque caractériser chaque classe de Verlébrés par
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un type de composition de la pile en acides biliaires et certaines
familles, par une variéte particuliére d’acide biliaire.

(lest le cas également des macromolécules polysaccharidiques
dont la synthése dépend d'une seule sémanlide, une transférase (ou
synthétase) spécifique. Considérons plus particulierement le cas de la
chitine dont nous ferons un large usage ci-dessous pour discuter la
position phylétique de quelques classes d’Aschelminthes et des Tar-
digrades.

La chitine esl un polysaccharide (ou, plus exactement, une homo-
glycane) dont la composition semble A peu prés conslante, tant dans
le régne animal que chez les Champignons. En dépit des varianties
cristallographiques a, f ou v, découverles et brillamment interprétées
par Rudall (1963), différentes chitines étudiées jusqu’ici sont de
longues chaines linéaires d’unités de N-acélyl-D-glucosamine liées par
des ponts p-(1-4) glycosidiques, un résidu sur 6 ou 7 pouvant étre
remplacé par un résidu de glucosamine (Giles et al., 1958 ; Rudall,
1963). Les chitines de différentes sources sont hydrolysées en chito-
biose et en chitotriose par les mémes préparalions de chitinases puri-
fises. On voit donc qu’il s’agil bien de substances isologues. Il a été
clairement démoniré, par ailleurs, que le mécanisme de 1a biosynthese
de la chitine est identique dans lous les cas étudiés jusqu’ici (Cham-
pignons, Insectes, Crustacés). Ce mécanisme implique le translert
d'unités de N-acétyl-D-glucosamine a parlir de Puridine-diphosphate-
N-acélylglucosamine (UDPAG) sur Pexlrémilé dune chaine de chito-
dextrine. Celle réaction est catalysée par un enzyme, la chitine - UDP
acétylglucosaminyl-trans[érase (Glaser et Brown, 1957; Jaworski el al.,
1963 ; Carey, 1965). Bien que cel enzyme n’ail pas ¢té purifie et que
sa séquence amino-acide n’ait pas &té établie, les propriétés, la spéci-
ficité et la cinétique des chitine-UDP acétylglucosaminyliransférases
studiées jusqu’ici sont tres yoisines, ce qui permet de considérer, a titre
d’hypotheése de travail la plus plausible, que ces transférases spéci-
fiques de la synthése de la chitine sont des sémantides homologues.
Dans ce cas, la présence d'une structure de nature authentiquement
chitineuse chez une espéce donnée prend la significalion d’un carac-
tere biochimique systématique, dans la mesure ou la démonstralion
non équivoque de la présence de ce polysaccharide révele l'existence
du géne de la chitine-N-acétylglucosaminyltransférase.

Du point de vue technique, les méthodes histologiques pour la
mise en évidence non équivoque de la chitine sont trop peu spéci-
fiques ou trop peu sensibles pour élre appliquées avec sécurité a des
organismes de petite taille. Une méthode enzymatigue adéquate a été
mise au point (Jeuniaux, 1963, 1965), qui utilise les propriétés haute-
ment spécifiques de préparations de chitinases purifiées d’origine
microbienne (Jeuniaux, 1958, 1959). Apreés décalcification éventuelle
el « démasquage » de la chitine des complexes chitino-protéiques par
la soude 0.5 N a chaud, la chitine de la structure éludiée est hydro-
lysée par une solution de chitinases concentrées et purifiées ; sa mise
en évidence repose sur I’observation de la lyse de la structure et sur le
dosage des produits d’hydrolyse libérés. Cetie méthode a permis de
découvrir la nature chitineuse de structures anhistes appartenant a
des organismes de trés petite taille, notamment les kystes de plusieurs
especes de Protozoaires Ciliés (Bussers et Jeuniaux, 1970, 1974).
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Les composants inorganiques en tant que caractéres systématiques

Considérons enfin I'intérél relatif de la composition inorganique
de certaines structures ou de certaing liquides internes. Il s’agit, dans
ce cas, d'ions inorganiques absorbés a partir du milien extérieur
{(milien ambiant ou nourriture), notamment grace 4 des mécanismes
enzymatiques de transport spécifiques qui sont mis en place au niveau
de certaines structures squelettiques ou dont la concentration au
niveau du milieu intérieur est régularisée par des processus d’homéo-
stasie, impliquant a la fois le contrdle de leur absorption et celui
de leur excrétion.

Bien que les mécanismes enzymaliques assurant ces régulations
soient souvent encore mal élucidés, la comparaison des compositions
inorganiques au niveau de courts rameaux de 'arbre phylétique peut
fournir de hons caractéres chimiques taxonomiques.

On connait la détermination des grandes classes de Spongiaires
sur la base de la nature siliceuse ou calcaire des spicules et Voppo-
sition entre Chilopodes et Diplopodes au peint de vue de la présence
ou de I'absence de sels caleaires dans la cuticule. On verra, ci-dessous,
I'usage de ce caractére pour confirmer le fossé séparant deux groupes
de families de Polychétes,

La composition cationique de ’hémolymphe des Insectes a permis
de metire en évidence de nouveaux caractéres taxonomiques, valables
au moins au niveau de courls rameaux de la phylogénie (Jeuniaux,
1971). Mais la composition irés uniforme des liquides internes des
invertéhrés aqualiques, autres que les Insectes, ne se préte pas a la
mise en évidence de caractéres taxonomiques.

Usage des caractéres biochimigues
dans la discussion de parentés phylétiques

C'est a Florkin (1966) que revient le mérite d’avoir insisté pour
que la Biochimie comparée tente de reconstifuer 'évolution des
molécules et des systdémes biosynthétiques sur la base des données
de la phylogénie animale, plutét que le contraire, faisant ainsi le
procés d’'une chimiotaxonomie abusive.

On admettra cependant volontiers que, si la morphologie des
espéces est, comme leur composition chimique, le résultat de 'activilé
de leurs génes, deux structures morphologiques homologues doivent
posséder, en principe, des compositions chimiques voisines, au moins
dans un court segment de l'arbre phylétique. Les exemples sont
légion, notamment en ce qui concerne la trame organique des struc-
tures squelettiques et cuticulaires.

Mais on remarquera gue l'inverse de cette proposition n’est pas
correct : deux structures ayanft la méme composition chimique ne
sont pas forcément homologues et les espéces qui Ies possédent ne
sont pas forcément voisines. On connait, en effet, de nombreux cas
de radiation morphologique d’'un méme systémec biochimique a travers
la série animale.
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T'usage le moins contestable des caructéres piochimigques en sys-
tématique me parait donc pouveir. étre défini de la maniére suivante :
la non-identité de composition chimique de deux structures morphe-
logiques appartenant 4 deux especes différentes indique 'absence
d’homologie entre ces structures ou I’absence de parenté phylétique
entre ces espéces.

Le cas du phylum des Aschelminthes va nous permetire de
donner un exemple de l'usage de certains caractéres de la compo-
sition chimique des cuticules pour confirmer ou infirmer certains
rapprochements phylétiques au sein de ce phylum,

Composition chimique des cuticules
et des enveloppes embryonnaires des Rotiféres, Gastrotriches,
Nématodes et Echinodéres

On sait que ces quatre classes ont été réunies, nolamment par
Hyman (1951} dans le phylum des Aschelminthes, notamment sur Ia
base de la nature pseudoceelomique de la cavité générale du corps,
la tendance a la constance cellylaire et la présence fréquente de
tubes adhésifs. Par contre, de profondes différences d’organisation,
au niveau des néphridies et du systéme nerveux en particulier,
laissent planer de sérieux doutes sur ’homogénéité d’un tel phylam.

Les données d’ordre biochimigue sont peu nombreuses pour ces
organismes, sauf en ce qui concerne les Nématodes. On posséde,
depuis peu, des informations précises sur la distribution de la chitine
au niveau des formations cuticulaires de ces animaux.

a} Enveloppes embryonnaires

Chez les Rotiféres Monogononies (Brachionus leydigii Cohn,
B. calyciflorus Pallas, Eunchlanis dilatata Ehrenberg, Lepadella emar-
ginata Ehrenberg, Keratella cochlearis Gosse, K. quadrata Miiller,
Mytilina brevispina Ehrenberg) comme chez les Digonontes (Philodind
rosecla Ehrenberg et Macrotrachela sp.), la cogue unique entourant
les ceufs immeédiats (parthénogénétiques) est de nature chitineuse
(Depoortere et Magis, 1967 ; Piavaux et Magis, 1970). Chez Brachionus
leydigii, la chitine constitue 14,6 p. 100 du poids sec de Peeuf
embryonné entier. Celle enveloppe chilineuse est séerétée par Pem-
bryon, juste au moment de la ponte.

Dans le cas des ceufs durables qui possédent deux et parfois
trois enveloppes (1), la plus interne est toujours formée de chifine,
tandis que la ou les plus externes en sont totalement dépourvues
et sont formées principalement de protéines tannées (Depoortere et
Magis, 1967 ; Piavaux et Magis, 1970}, La mise en place de l'enve-
loppe chitineuse inierne est réalisée par l'embryon, au moment de
la ponte.

Il semble donc gque lon doit homologuer lenveloppe embryon-

I — ]

(1) Chez Nelommata copeus Ehrenherg, chez Brachionus plicatilis Miiller et
chez certains Epiphanes.
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naire unique des ceufs immédials A D'enveloppe la plus interne des
ceufs durables. Il semble également que l'on doit homologuer ces
enveloppes embryonnaires chitineuses -des Rotiféres 4 Penveloppe
moyenne des ccufs de Nématodes qui est aussi de nature chitineuse
et est entourée d’'une enveloppe externe de nature protéique (Monne,
1956, 1963). Ces enveloppes externes proléiques sont séeréiées par la
paroi utérine maternelle landis gue les enveloppes inlernes chiti-
neuses sont élaborées par embryon, chez les Nématodes (Monne
et Honig, 1954) comine chez les Rotiféres (Piavaux, 1970).

TaaLeav 1

Synthése des données actuelles sur 1a nature chitinense ou protéique de la matrice
organigque des siruclures anhistes chez les Aschelminthes,

Nature de la matrice
Classes Struciures organigue
Chitine Protéines
4] (2}
A. ENVELOPPES
EMBRYONNAIRES
— Rotiféres — cogue unique de Poeufl immé-
diat 4 —
—— eoque interne de Veeuni du-
rable -+ —
— ecoqueds) externe(s) de 'aeuf
durable — 4
— Nématodes — c¢ogue inlerne ou moyenne -+ —
— c¢oque externe i +
B. FORMATIONS
CUTICULAIRES QU
SQUELETTIQUES
— Rotiféres — lorica — +
-~ maskax — +
— Gastrotriches — cuticules, écailles, plaques,
épines — +
- tubes adhésifs — +
— Nématodes — cukicule — —+
—- arganes copulateurs — +
— Kinorhynques — cuticule -+ —
{Echinodéres) — sealides et épines + —
- tubes adhésifs + —
(1) Mise en évidence par la résistance de la structure dans la soude 0,5 N a
100 °C_ 9t son hydrolyse par les chitipases purifides.
(2) Solubilité de la structure dans la soude 0,6 N 4 froid ou 4 100 °C.

Ces similitudes de composition chimique offerles par les enve-
loppes embryonnaires viennent 4 Pappui de ’hypothése d'une parenté
phylétigque entre Roliféres el Nématodes (Tableau 1).

b) Formations cuticulaires et squelettiques

L’application de la méthode enzymatigque pour la recherche de ia
chitine a permis de résoudre également le probléme de la localisation
de ce polysaccharide au niveau des formations cuticulaires et squelet-
tiques des adultes de plusieurs classes d’Aschelminthes.

Chez tous les Rotiféres étudiés, la lorica et le mastax sont dépour-
4]
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vus de chitine et constitués de protéines tannées (Depoortere et Magis,
1967). Chez les Gastrotriches (1) Thaumastoderma sp., Tetranchyro-
derma, Cirrhophora Lévi, Acunthodasys aculeatus Remane et Diplo-
dasys ankeli Wilke, la cuticule et les écailles, plaques, épines et tubes
adhésifs ne contiennent pas de chitine et sont constitués également
de proléines lannées {(Depoortere, 1967 et observations inédites).
L’absence totale de chitine au niveau des formations cuticulaires ecto-
dermiques, chez les Roliféres et les Gasirotriches, concorde avec la
situation que l'on connait chez les Nématodes ot toutes les strates
et différenciations cuticulaires sont de nature protéique (< matricine »,
collageéne, glycoprotéines) et lipidique, et sont dépourvues de chitine
- (Monne, 1955 ; Bird, 1957 ; Fairbairn, 1957 ; Watson, 1965), de méme,
d’ailleurs, que les spicules de Pappareil copulateur (Depoortére, 1967).

Les Echinodéres (ou Kinorhynques} possédent une constitution
chimique totalement différenle. La cuticule d’Echinoderes sp. résiste
4 un traitement prolongé (3 heures) par la soude 0,5 N 4 100 *C, de
méme que les scalides de la téte, les épines culiculaires segmentaires
ot les tubes adhésifs (Planche 1). Aprés coloration au Rouge Congo,
on peut constater que la cuticule chitinense est d’une seule venue et
constitue aussi bien les membranes articulaires que les épaississe-
ments annulaires. De plus, on peut observer la persistance d’'un man-
chon cuticulaire correspondant & un stomodéum. En présence de
chitinases purifiées, la cuticule se [ragmente d’abord au niveau des
membres interannulaires. Les épines se dissolvenl ensuite ei, aprés
6 heures d’incubation & 37 °C et & pH 5,2 dans la solution enzymatique,
I’hydrolyse de la cuticule est complélemenl achevée {(Depoortere, 1967 ;
Jeuniaux et Bussers, inédit).

La nature incontestablement chitineuse de la cuticule el des
autres formations cuticulaires épidermiques des Echinodéres {Tableau
1) conlraste avec 'absence compléie de ce polysaccharide au niveau
des cuticules des Rotiféres, des Gastrotriches et des Nématodes ; il
constitue un argument sérieux & Pencontre d'une parenié phylétique
entre les Echinodéres et ces trois derniéres classes,

Composition chimique de la cuticule et position phylétique des Tardigrades

Alors que beaucoup d’auteurs pensent que les Tardigrades sont,
comme les Onychophores, des Pararihropodes issus de la base de la
lignée arthropodienne, d’autres, au contraire, contestent ce rappro-
chement et envisagent une parenté avec les Aschelminthes (Crowe
et al., 1970), Un des arguments avancés dans ce dernier cas est la
nature non chitineuse de la cuticule des Tardigrades. Marcus (1927,
1928) et Cuénot (1949) considérent, en effet, que cette cuticule est
formée de protéines ou d’une « substance chitinoide » différente de la
chiline proprement dite. Plus récemment, Crowe et al. (1971} obser-
vent, chez Macrobiotus areolatus, la présence de mucopolysaccharides
acides, de protéines et de polysaccharides indéterminés, mais pas de
chitine.

(1) Le matériel a été aimablement fourni et identifié par Mme J. Renaud-
Mornant.
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PLANCH& 1
Echinoderes sp. (Kinorhynques)

a) Individus frais ; b) aprés traitement pendant 2 h & 100 °C par la soude
normale {NaOH 1 N) : toutes leg structures cuticulaires sont intactes (coloration
de la chitine par le rouge Congo); ¢) (aprés le méme traitement et coloration par
le rouge Conge} : Vintrovert rétracté se prolonge en un sfomodéum chitineux ;
d‘} le méme individu aa cours de Phydrolyse de 1a chitine par Ta chitinase purifide
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PLANCHE 2

Tardigrades : les microphotos montrent les animaux apras traitement pendant
2 h par la soude normale (NaOH 1 N) & 100 °C ; toutes les structures conservées,
de nature chitineuse, sont colorées au rouge Congo.

a, b) Milnesium tardigradum : la cuticule est double, les griffes et ie stomo-
déum sont intacts ; ¢) Macrobiotus sp.: la cuticule simple s¢ prolonge dans le
stomodéum ; d‘) Echiniscus merokensis : la cuticule ct les griffes sont bien visibles
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La méthode enzymalique pour la mise en évidence de la chitine
a été appliquée par Bacetti et Rosati (1971) & I'étude de Macrobiotus
hufelandi et par Bussers et Jeuniaux €1973, a et b) a celle de deux
espéces appartenant & Pordre des Heterotardigrada (Milnesium tardi-
gradum Doyere et Macrobiotus sp.) et d’une espéce appartenant &
l'ordre des Eulardigrada (Echiniscus merokensis Richters}), ce qui
constitue un hon échantilionnage,

Chez ces différentes espéces, la cuticule et les griffes résistent
parfaitement a Paction de la soude (0,5 N a 104 °C (Planche 2), mais
sont rapidement hydrolysées par tes solutions de chitinases purifiées.
On observe également Pexistence d’un manchon citiculaire chitineux
au niveau de I'eesophage et du pharynx, ce qui révéle la présence
d’une profonde invagination stomodéale (Planche 2). Divers tesls
histochimiques montrent (Bussers et Jeuniaux, 1973 b) que la culicule
et les griffes contiennent également des protéines parliellement liées,
probablement, & la chitine ; la présence de proléines tannées esl
observée au niveau des griffes. Toutefois, comme chez les Arthropodes,
c’est 1a matrice chitineuse qui confére a la culicule sa forme et ses
délails de structure qui demeurent inchangés aprés la destruction
des protéines culiculaires.

L'argument de la nature chimigue de la cuticule ne peut donc
plus étre utilisé & 'enconire de Uhypothése d'un rapprochement phy-
lélique des Tardigrades et des Arthropodes ou des Pararthropodes

Caractéres systématiques
au niveau de la composition chimique des machoires
de quelques Polychétes

Les méachoires qui arment la trompe dévaginable de nombreuses
espéces d’Annélides Polychéles sont dépourvues de chitine (Jeuniaux,
1963 ; Hyman, 1966) et sont principalement composées de protéines
gqui peuvent étre tannées par des ponts quinoniques, notamment chez
Nephthys (Michel, 1971},

On sait que Porganisation anatomique de la trompe et la dispo-
sition des machoires chez les Eunicidae différent considérablement
de ce qu’on observe chez la plupart des autres familles de Polycheétes
dites errantes. Les Funicidae (et les Amphinomidae) se distinguent
par la présence d’un organe buccal venlral et de deux séries distinctes
de piéces broyeuses, appelées maxilles (en position dorsale) ou mandi-
bules (en position venlrale) (Dales, 1962 ; Desiére, 1967). Sur la base
de ces différences anatomiques, les Eunicidae sont considérées comme
trés éloignées phyléliquement des autres familles de Polychétes
errantes, telles que les Phyllodocidae, Glyceridae, Nephthyidae, Aphro-
ditidae et Nereidae (Dales, 1962},

Les caractéres de la composition chimique des crochets mandi-
bulaires confirment cette hypothése (Voss-Foucart ef al,, 1973},

La composition minérale des maxilles et des mandibules d’Eunice
torquata et de Marphysa sanguinea (Eunicidae) est profondément
différente de celle de Perinereis cultrifera (Nereidae) et de Sthenelais
boa (Aphroditidae). Chez les deux espéces d’Eunicidae étudiées, en
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effet, les carbonates de calecium et de magnésium représentent de 80 a
88,5 p. 100 du poids sec des maxilles et des mandibules, alors que
ces constituants minéraux nesconstituent que 0,5 4 0,7 p. 100 du poids
sec des méachoires des aulres Polychétes étudiées. II s’agit 14 d’une
différence aussi profonde que celle qui oppose la composition chi-
mique de la cuticule des Insectes 4 celle de la plupart des Crustacés.

La composition en acides aminés des protéines composant ia
matrice organique des crochels mandibulaires a été analysée par chro-

TaBLEAU 2
Composition en acides aminés des protéines constitutives des piéces mandibulaires
de cing espéces de Polychétes.
{P'aprés Voss-Foucart ef ol., 1973)

{Les résultats sont exprimés en fraction molaire, c’esi-a-dire en nombre de résidus
de chaque acide aminé pour 100 résidus).

Crochets mandibulaires Mandibules | Maxiites
Acides aminés . .

comatora | tonars | M on™ | Cotritere | Eomice torquats

(Glyceridae)| (Nephihyidoe} | {Aphrodilidde) | (Nergidas)} (Eunicidae}
Ac. aspartique ... 1,93 4,90 6,26 12,90 9,20 4,74
Thréonine ...... 1,13 1,04 2,66 1,24 4,11 4,32
Sérine .......... 1,98 7,84 6,43 2,22 9,63 9,23
Ac. glutamique .. 2,32 5,90 5,24 4,90 11,62 13,38
Proline ........, -+ 1,19 -+ 2,89 3,32 4,96
Glyeine .........| 62,07 56,18 50,10 43,26 40,92 39,16
Alanine ......... 3,28 4.95 9,91 9,10 7,94 9,20
Cystéine ........ — — —_ — TR +
Valine ...,....... 0,56 1,04 0,86 0,98 1,06 1,27
Méthionine ...... — 0,73 — — 4+ 0,28
Isoleucine ...... , 0,41 0,67 0,38 0,43 0,70 0,89
Leucine ......... 0,64 0,43 2,66 1,24 1,15 1,71
Tyvosine ........ 0,17 3,27 1,33 7,79 0,46 0,44
Phénylalanine ... 0,21 3,00 1,66 1,90 0,58 0,72
Lysine ........ . 0,61 1,60 + 0,42 0,71 0,89
Histidine ........ 23,59 2,95 8,16 7,719 1,19 0,65
Arginine ........ 1,03 3,77 2,00 2,87 7,34 8,11

matographie sur colonne échangeuse d’ions, chez cing espéces de
Polychétes, dont une appartenant a la famille des Eunicidae (Eunice
torquata). Les résultats sont préseniés dans le tableau 2. Les patrons
de composition en acides aminés de la fraction protéique des maxilles
et des mandibules d’Eunice forquata sont pratiquement identiques
mais différent sensiblement de ceux des mdichoires des autres Poly-
chétes, notamment par les proportions plus élevées de la thréonine,
de I'acide glutamique (ou glutamine) et de ’arginine, et par la pro-
portion d’histidine beaucoup plus faible.

Parmi les autres familles de Polychétes considérées, on constate
que les compositions globales en acides aminés des mandibules de
Nephthys hombergii {Nephthyidae), de Sthenelais boa (Aphroditidae)
et de Perinereis cultrifera (Nereidae) sont assez voisines, ce qui
suggére, pour autant que la fraction protéique soit homogéne, un
degré d’isologie relativement élevé, entre les protéines constifutives
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de ces structures. Par contre, la composition des protéines des mandi-
bules de Glycera convoluta (Glyceridae) est trés particuliére, puis-
gu’elle est constituée, 4 concurrence dé'88 p. 100 de la somme des
acides aminés, de glycine et d’histidine (Tableau 2).

En conclusion, les caractéres fournis par Pétude de leur compo-
sition chimique confirment que les piéces maxiliaires et mandibulaires
des Eunicidae ne sont pas homologues des crochets des autres familles
de Polychétes errantes, ce qui est en bon accord avec 'opinion de
Dales (1962), notamment en ce qui concerne la position isolée des
Eunieidae au sein des Polychétes.

Conclusion

Nous avons défini les conditions requises pour que les caractéres
de la composition chimique puissent &tre utilisés comme caractéres
systématiques a4 implication phylogénétique.

En ce qui concerne les animaux de la méiofaune, la biochimie
peut contribuer i résoudre les problémes posés par la systématique
des groupes auxquels ils appartiennent, souvent encore considérés
comme des « incertae sedis ». Mais la taille réduite de ces organismes
et leur récolte difficile en grande quantité proscrit Papplication de ia
plupart des méthodes classiques d’analyse chimique. La mission des
biochimistes intéressés par la systématique est done de rechercher des
microméthodes hautement spécifiques, susceptibles d’étre appliquées
i des quantités minimes de matériel et capables de révéler Pexistence
de composés chimiques biosynthétisés par des sémantides suffisam-
ment bien définies pour permetire la discussion de leurs propriéiés
d’homologie. Nous en avons donné un exemple dans le cas de la
chitine et des fransférases qui en contrdlent la synthése,

En derniére analyse, c¢’esi cependant au niveau des protéines
que 'on peut espérer trouver les meilleurs critéres d’homologie et les
meilleurs indices de parenté phylélique. Faute de pouvoir isoler et
purifier les protéines des animaux de la méiofaune et d’en établir la
séquence aminoacide, pour les raisons fechniques évoguées plus haut,
le systématicien biochimiste peut tirer des informations précieuses
des patrons de composition globale en acides aminés de la fraction
protéique de certaines structures bien individualisées ou de [étude
immuneélectrophorétique des protéines sclubles.

En tout état de cause, cependant, il faut se garder de substituer
une chimiotaxonomie exclusive 4 la systématique classique. Les argu-
ments nouveaux tirés de Panalyse chimique doivent étre considérés en
méme temps et au méme tilre que les autres caractéres tirés de la
morphologie ou de 'embryologie.

Summary

The use of biochemieal characters in taxonomy and phylogeny is at first
discussed from a general point of view., The presence of a given kind of chemieal
material in some given species must not be considered as a taxonomic character
without criticism. Some criteria are pointed ont., The principal condition is the
property of homology between the biomolecules which are to be compared in
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different taxa. As is the case in comparative morphology, homology is a purely
genetic’ concept. Its demonstiration lies on isology, lLe. similarity of chemical
composition, but only as far as semantic molecules (in the meaning of Zuckerkandl
and Pauling) are considered, i.e, froteins and peptides (« direct morphology »).

In the case of episemantic moleenles, i.e. non-proteic biomolecules, the syn-
thetis of which is controlled by one or more semantic molecules (enzymes),
these molecules would not be considered as having the value of taxonemic
characters unless the demonstration of their production by homologous enzymes
or homologous biosynthetic pathways is obtained (« indirect homology »), In any
case, analogous molecules without reference to homology must be avoided in
taxonomic or phylogenetic speculations.

Among the methods of bicchemieal analysis, few of them are suitabhle to
organisms belonging - to the meiofauna. The need for highly specific micro-
methods is thus pointed out, The most available methods, so far applied to
meiobenthic animal taxa, are the enzymatic micromethods for the detection of
polysaccharids such as c¢hitin, column chromatography of amino-acid composition
of proteins in the case of well-defined and well-isolated morphological structures,
fmd immunoelectrophoresis. The following examples are chosen in the present
ecture:

a) close phylogenetic relationships between some classes’ of the phylum
Aschelminthes are confirmed by the chitinous nature of the internal embryonic
envelops of the eggs in Rotifers and Nematodes and by the lack of chitin in the
cnticular formations of the adults of Rotifers, Gastrotrichs and Nematodes;

b) Kinorhyngues, on the conirary, do possess a typical chitinous cuticle,
with chitinous stomodaeal invagination, which questions their phyletic pesition
near the three former classes;

¢) the chitinous nature of cuticle, jaws and stomodaeum of Tardigrades are
not in contradiction with the hypothesis of a phylogenetic closeness between this
class and Arthropoda (or Pararthropoda);

d) among Polychaetes, the isolated position of Eunicidae proposed by Dales
is confirmed by their highly ealeified jaws and by the aminoc-acid pattern of the
structural proteins of their buccal pieces, when compared to those of Nereidae,
Aphroditidae, Nephthyidae and Glyceridae.
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