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La chitinase exuviale des Insectes
par Charles JEUNTAUX (1)

On sait que le phénomeéne de la mue, chez les Arthropodes, est
précédé d’une série de modifications histologiques, intéressant spé-
cialement 1'exosquelette chitineux et ’hypoderme qui le secréte.
On obgerve successivement une décollemeni de ’hypoderme, une
multiplication des cellules qui le constituent, parfois suivie de
chromatolvse, un développement des cenocytes et une séerétion
de substances lipoprotéiques, constituant un film d la surface
externe de I’hypoderme (WIGGLESWORTH, 1954}, On observe simul-
tanément 1'apparition d’un liquide, cu d'un gel se liquéfiant peu
aprés, dans ’espace laissé libre entre I'hypoderme détaché (déja
recouvert des premiéres couches de chitine) et la vieille cuticule.
C’est le « liquide exuvial » (mouliing fluid), vraisemblablement
séerété par les cellules de 1’hypoderme et non par les glandes
extiviales, d’origine dermique (WIGGLEWORTH, Ig48; PASSONEAD
et WILLIAMS, 1953),

Depuis que V'existence de ce liguide exuvial a été mise en évi-
dence, on 'a rendu responsable du ramollissement et de la disso-
lution des strates internes de la vieille cuticule. On a admis, en
toute logique, que ce liquide exuvial devait contenir des enzymes
capables de solubiliser la chitine et les protéines (TOWER, 1906 ;
WIGGLESWORTH, 1933, 1948, CHAUVIY, 1949). Mais ce n’est qu’en
1940 que HAMAMURA et ses collaborateurs démontrérent expérimen-
talement la présence de ces enzymes, bien que n’ayant pas étudié
le liquide exuvial lui-méme, mais un extrait aqueux d’exuvies lar-
vaires de Bombyx mori L. Cest & RENAUD (1949) pour le Crustacé
Maie squinado, et 3 Passovwpatu et WILLIAMS (1953) pour Platy-
samia cecrofia L. que revient le mérite d’avoir mis en évidence
la présence de chitinase dans le liquide exuvial lui-mé&me, prélevé
in sttu. En collaboration avee AMANIEU {1955, a et b}, nous avons
- confirmé lexistence de chitinase dans le liquide exuvial de Bom-

(1) Aspirant dn Fonds National de la Recherche Scientifigue.
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bvx mori 1., et montré que la chitinase exuviale du Ver & soie et
du Ver de farine ont des propriétés cinétiques analogues a celles
des autres chitinases connues. ' _

Dans les lignes qui vont suivre, nous nous proposons de résumer
I’ensemble des connaissances actuelles sur-la chitinase exuviale
des Tnsectes, complétées par les résultats de quelques observations
personnelles inédites.

1. Moyens d’étude,

On ‘dose les chitinases par différentes méthodes, comsistant &
faire agir la solution é&tudiée sur de la chitine purifée, et 3 mesu-
rer soit la quantité de produits d’hydrolyse formés au cours de
la réaction (dosage de 1’acétylglucosamine, ou de la glucosamie
aprés hydrolyse par HCl: PassoNNEAU et WILLIAMS, 1953), soit
la quantité de chitine restant aprés la réaction (méthode néphélo-

métrique, ou dosage de ’azote-chitine: JEUNIAUX, 195T, JEUNIAUX

et AMANIETI, 1955).

2. Localisation de la chitinase exuviale,

a) Liguide exwuuvial.

On a pu étudier jusqu’a présent les propriétés du liquide exuvial
de deux Insectes Lépidoptéres : Platvsamia cecropia L. et Bombyx
mori L.

PASSONNEAU et WILLIAMS (1953) ont prélevé in situ le liquide
extvial de nymphes de Platysamia cecropia 1., en pratiquant une
-petite ‘incision - dans la cuticule nymphale, a U'extrémité de 'ab-
domen, et en y introduisant une fine pipette. Chaque animal peut
fournir jusque o,1 ml de liquide.

Dés que la nymphe se prépare i la mue, stade indiqué par le
décollement de P"hypoderme, le liguide exuvial se présente sous
forme d’un gel .1l ne contient que pen d’acétylglucosamine libre,
et son activité chitinolytique est nulle. Deux semaines aprés son
apparition, il devient fluide, et on y déeéle la présence d’une chi-
tinase active, en méme temps qu’une augmentation sensible de
I’acétylglucosamine libre. Le sang des mémes nymphes est par
contre dénué de toute activité chitinolytique.

Des quantités plus importantes de liquide exuvial peuvent étre
obtenus avec Bombyx mori L. (JEUNIAUX et AMANIEU, 1955, a et b).
Si on ligatare des chenilles au dernier stade larvaire, entre la téte
et le thorax, 48 heures apres la derniére défécation, la mue se
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déroule régulidrement dans les 48 heures qui suivent, mais le
rejet de la cuticule larvaire ne peut avoir lien. D’autre part, la
ligature empéche Ja résorption du liquide exuvial, qui est norma-
lement dégluti chez cette espéce. Le liguide exuvial est par consé-
quent accumulé dans le sac de cuticule larvaire entourant la
nymphe. En pratiquant une incision dans le tégument, on peut
recenillir jusque 1 ml de liquide exuvial par individu ligaturé.
T.a teneur en chitinase du liquide exuvial de B. mori est au
moins aussi élevée que celle du liquide exuvial de P. cecropia
{Jeuniaux et Amanieu, Le.). Elle ne varie guére d’un lot de che-
nilles ligaturées 4 un autre. '

b)Y Exuvies.

Peu avant 'ecdysis, le liguide exuvial est résorbé soit i travers
la nouvelle cuticule, soit par déglutition. Mais une certaine quan-
tité de ce liguide reste adhérante 4 'exnvie, Clest en effet dans
un broyat d’exuvies larvaires de B. inori que HAMAMURA et ses
collaborateurs ont, pour la premiére fois, mis en évidence la pré-
sence d'une chitinase, que nons avons retrouvée dans le liguide
exuvial proprement dit. o

Toutefois, la cinétique de la chitinase d’exuvies, serait, d’aprés
ces auteurs, bien différente de celle que nous avons observée pour
la chitinase du liguide exuvial. Cela pourrait suggérer ’existence
de deux chitinases différentes. Mais nous montrerons ci-dessous
que les propriétés de la chitinase d'un extrait d’exuvies, préparé
selon HAMAMURA, sont en réalité identiques  celles de la chitinase
du liguide exuvial. 11 est donc légitime de prendre, comme témoin
des propriétés enzymatiques du liquide exuvial, celles des extraits
aquenx d’exuvies fraiches.

¢) Teneur en chitinase des extrails d’exwvies, rejetées 4 dif-
férenls stades de développement.

Nous avons recherché la présence de chitinase dans des extraits
d’exuvies de différents Tnsectes. Tous les tests ont été positifs,
taut pour des exuvies de jeunes larves que de larves agées, de
prénymphes ou de nymphes (Tablean 1).

Par rapport au poids frais d’exuvies, la temeur enm chitinase
des exuvies larvaires de Bombyx mori semble indépendante de
I’dge de la larve. Les exuvies prénymphales (rejetées par la jeune
nymphe, au terme du 5° Age) sont toutefois nettement plus riches,

On observe également une augmentation de la teneur en chiti-
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nase des exuvies chez Tenebrio molitor, ol un broyat de oo mg
d’exuvies nymphales est 5 fois plus actif gu’un méme broyat de
300 mg d’exuvies larvaires. o

Ces différences quantitatives semblent devoir étre attribuées 2
une différence de surface des exuvies. La surface interne d’une
exuvie de nymphe de Tenebrio est assurément plus étendue que
celle d’une larve et retient plus de liquide exuvial. De méme, une
larve de Phasme abandonne des exuvies trés légéres et de grande
surface ; la teneur en chitinase d'un lot de ces exuvies est effective-
ment beaucoup plus élevée que celle d’un lot, de poids identique,

d’exuvies larvaires de Criquet (Tableau 1).

3. Distribution systématique.

I.a mise en évidence de chitinase dans le liquide exuvial a pu
&tre faite pour la nymphe de Platysamia cecropia L. et pour la
larve (prénymphe) de Bombvx mori L.

A défaut de liguide exuvial prélevé in situ, on peut démontrer
la généralité de la présence de chitinase exuviale chez les Insectes,
en premant pour témoin 1’activité enzymatique d’extraits aqueux
d’exuvies. Nous avons testé ’activité chitinolytique des exuvies de
10 espéces différentes: 7 Coléoptéres, 1 Orthoptére, 1 Chéleutop-
tére et 1 Lépidoptére. Les exuvies larvaires on nymphales ont
été recueillies deux fois par jour et transportées aussitdt en gla-
ciére. Les lots d’exuvies ont ét¢ broyés en présence de sable lavé,
dans de 'eau bidistillée. Aprés centrifugation (13.000 tours/minute
pendant 20 minutes), le liquide surnageant est limpide et 4 peine
coloré, On dose la chitinase par la méthode néphélométrique

(Tableau 1).

On constate que, chez toutes les espéces étudiées, les brovats
d’exuvies présentent une activité chitinolytique évidente, I inter-
vention d’une chitinase au moment de la mue semble bien &tre
un phénoméne général et commun & tous les Insectes.

4. Cinétique.

La chitinase exuviale de Bombix mori est trés thermolabile:
8 ml de liquide exuvial dilué au 1/6 et chauffés pendant deux
heures 4 70° C. ne possédent plus d’activité chmtinclytique. La
méme sensibilité 4 1’action de la chaleur a é&té observée pour la

chitinase exuviale de Tenebrio molitor.
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Tableau 1. — At

Ispece

Léepidoptére

Bombyx mori L. .

Coléoptéres:

Tenebrio molitor 1,
» n
n n

Tenebrio obscirus T
Tribolinm confusumn
DuvaL .

Dermesles frischii
KUGELANN .
Dermestes lardarius
Dermestes maculatu
Drgerr . . . .
Timarcha tencebrices

Orthoptere
Locusta migratoria

gratorioides R. et
Chélentopte

Caransins morosus

(1) Conditions ex]
4 ml d’extra
1 ml de sus
1 1ml de tam
tions : 5.4 &
1 grain de t
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Tablean 1. — Activiié ehitinolytigue &’extraits aquenx d'exuvies.

Variation du treuble
de chitine en présence

(l‘gx?;%?es de 4 ml d’extrait (1)
Iapéec Stade dans 10 ml Durée d'incubation:
d’ean
2 henres 7 heares
Lépidopterc
Bowmbyx mori T.. . larvaire
{fin 3* Age) | soomg 5% 12 Y,
» » larvaire .
(6o 4° ge) 1ot 0 % 20 9,
» » prénymphal :
(An 5° dge) 1pr 22 Y, 57 %
Coléoptéres:
Tencbrio melitor T.. larvaire 300 My 14.5 % 35 %
» » prénymphal | 300 ing 15 % 37-5 Y
» » nymphal 300 Mg 77 % solubili-
sation
compléte
Tenebrio obscurus F, larvaire 300 Mg 20 % 40 %
Tribolinn confusum -
Duvar . nymphal 100 mg 49 % solubili-
sation
compléte
Dermestes frischii .

KUGLRLANN e larvaire 120 INg 1T % 25 %
Dermestes lavdarius L. . larvaire 70 mg — 10 %
Dermestes maculatus

DEGEER . . . . - . larvaire 70 11g — 9 %
Timarcha tenebricosa F. nymphal 100 Mg 6% 14 %
Orthoptére
Locusta migratoria i .

gratorioides R. et F. . larvaire 300 Mig 89 17 %
Chélenvntoptere:

Cargusius morosus Br, . larvaire 300 mg 70 % solubili-
sation
compléte

{1} Conditions expérimentales :
4 ml d’extrait agqueux d’exuvies;
1 m! de suspension de chitine pulvérisée (1.8 & 2 mg de chitine);
1 mi de tampon Citrate NaOH 0.6 M, pH 5.2 {pH final des solu-

tions : 5.4 & 5.5);

1 grain de thymol; en tubes scellés et couchés, a 37°C,
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Le pH optimum de la chitinase exuviale est situé aux environs
du pH 5.4 (pour Bombyx mori) ou du pH 4.95 (pour Tenebrio
molitor). Dans les deux cas, ’activité de I’enzyme ést nettement
réduite aux pH inférieurs a 4.6 et supérieurs & 7 (JEUNIAUX et
AMANIEU, 1955; JEUNIAUX, 1955).

La température optimale est de 37° C. A partir de 45° C.,
Pactivité est rapidement détruite pendant les premiéres heures
d'incubation.

Ces propriétés cinétiques sont semblables & celles des autres
chitinases connues, mais différentes de celles décrites par Hama-
MURA et KANEHARA (1940, 1954) pour la chitinase d’un extrait
d’exuvies larvaires de Bombyx mori. D’aprés ces auteurs, le pH
optimum serait beaucoup plus alcalin (8.3) et la température opti-
male plus élevée (50° C.). Nous avons comparé, au cours d’une
méme expérience, I'influence du pH et de la température sur une
chitinase de liquide exuvial, obtenu par notre méthode de ligatures,
et sur la chitinase d'un extrait aqueux d’exuvies, préparé sclon
Hamamura, L'activité chitinolytique a été dosée par la méthode
néphélométrique (r). Les résultats sont présentés dans la fig. 1.

On constate que 'influence du pH sur le déroulement de la
chitinolyse est identique pour les deux solutions enzymatiques.
I’étude de l'influence de la température donne lieu 4 la méme
constatation : la chitinase des deux solutions présente une activité
optimale aux environs de 37° C., et est rapidement inhibée et
détruite au deld de 45° C.

Nous pouvens donc conclure que les ohservations publiées par
HaMAMURA et KANEHARA sont inexactes 3 ce point de vue: La
chitinase du liquide exuvial est identique A celle des extraits aqueux
- d’exuvies. La chitinase exuviale de Bombyx mori et de Tenebrio
molitor ne différe guére des autres chitinases, sous Ie rapport de
leur activité en fonction du pH et de la température d'incubation.

(1) Au cours de recherches antérieures, (Jeumiaux et AMANIEU, 1955},
nous avions étudié I’influence du pH sur la chitinase du liquide exuvial,
en dosant la chitinase par estimation de 1’azote-chitine restant aprés incu-
bation. Au cours des expériences présentées ici, nous avons employé la
méthode néphélométrique aprés avoir adsorbé la chitinase sur de la chi-
tine pulvérisée, Aprés centrifugation, on élimine le liquide surnageant
(contenant les substances responsables du mnoircissement intense de la
solution pendant l’incubation). Le culot de chitine, sur lequel la presque
totalité de la chitinase est adsorbée, est remis en suspension dans un vo-
lume déterminé de tampon, et I'hydrolyse de la chitine peut &tre aisé-
ment suivie an néphélomeétre,
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Résumé,

1° I1 est prouvé que le liquide exuvial des Insectes, sécrété
peu avant la mue, contient ume chitinase. Celle-ci dissout une
partie importante des strates internies de la vieille cuticnle {endocu-
ticale). Chez Platysamia cecropia L., le liquide exuvial est d’abord
séerété sous forme de gel, inactif au point de vue enzymatique.

2° Les extraits aqueux d’exuvies larvaires et nymphales sont
doués de propriétés chitinolytiques, dues 4 la présence de liquide
exuvial adhérant a la surface interne des exuvies, Certaines exu-
vies, telles que celles des nymphes de Tenebrio et des larves de
Carausius, sont particuliérement riches en chitinase exuviale.

3° Chez toutes les espéces d’'Insectes étudiées jusqu’d présent,
on a pu mettre en é&vidence 1'intervention d'une chitinase au
moment de la mue.

4° La cinétique de la chitinase des exuvies ou du liquide exuvial
de Bombyx mori et de Tenebvio molitor est identique, et ne dif-
fére guére de celle des autres chitinases connues (pH optimum :
entre 4.9 et 5.5 ; température optimale : 37° C.).
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