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RESUMI

La structure et la composition de la cuticule des Tardigrades Macro-
biotws sp. et Milnesiion tardigradum sont exmmindes. La euticule est
toujours constitude de deux couches distinctes; elle se prolonge dans
le stomodeum.

Dans les deux espéces, la cuticule contient, outre la chitine, des muco-
polysaccharides acides et des protéines. Ces constatations plaident en
faveur d’un rapprochement des Tardigrades avec les Arthropodes.

INTRODUCTION

Peu d’auteurs se sont intéressés & Ia structure et & la nature
chimique de la cuticule des Tardigrades. Les renseignements
fournis par la littérature ancienne sont vagues et contradic-
toires. Pour Marcus (1927, 1928, 1929), la cuticule n'est pas
chitinense ; par contre Cuénot la considére comme chitineuse
(1932) ou comme « chitinoide » (1949).

Des informations plus préeises sur la composition de la cuti-
cule des Tardigrades pourraient cependant constituer de nou-
veaux arguments d’ordre morphologique ou biochimique pour
revoir les relations phylétiques de ce petit groupe zoologigque
« incertae sedis ».

Quelques travaux récents ont apporté des informations inté-
ressantes & ce point de vue. La cuticule d’Echiniscus viridis,
examinée en microscopie électronigque par Crowe et coll. (1970}




272 J. . BUSSERS ET CH. JEUNIAUX

est constituée d’an nombre de strates variable selon les endroits ;
d’aprés les anteurs cités, cette organisation rappelle celle de
certains Nématodes et est considérée comme un argument en
faveur d'un rapprochement entre les deux classes.

La cuticule de Macrobiotus areolatus étudiée par Crowe et
coll, (1971) est faite de deux couches complétes distinctes,
riches en mucopolysaccharides acides, en protéines liées & des
phospholipides ¢t & des polysaccharides mais dépourvues de chi-
tine, ce qui améne les auteurs & maintenir leur hypothése de
P'origine des Tardigrades & partir des Aschelminthes.

Bacetti et Rosati (1971), décrivant avec grande précision
Pultrastructure du tégument de Macrobiotus hufelonds, distin-
guent d’une part une épicuticule, ime intracuticule et une couche
cireuse dépourvues de chitine, et d’antre part une procuticule
chitincuse ; ils divisent Vépicuticule et l'intracuticule en de
nombreuses couches de composition différente. La présence de
chitine est démontrée au nivean de certaines couches cubicu-
Jaires par la comparaison en microscopie électronique de coupes
wltraminces préalablement traitées ou non par une chibinase
bactérienne Sigma. Les arguments chimigues et ulirastructu-
raux de cette remarquable étude permettent aux auteurs de
ranger les Tardigrades & cété des Onychophores, et de les rappro-
cher des Arthropodes.

Nog observations (Bussers et Jeuniaux, 1973) confirment les
vues de Bacetti et Rosati {1971), et sont opposées aux conelu-
sions de Crowe et coll. (1971) en ce qui concerne I'absence de
chitine. Nous avons en effet démontré la présence incontestable
de chitine dans la cuticule de trois espéces de Tardigrades (M-
nesiwm tardigradum, Macrobiotus sp. et Kohiniscus merokensis).
Nos conclusions sont basées sur I'hydrolyse rapide et compléte
de la cuticule, préalablement traitée par de la soude normale
a 1000 C., sous l'action hautement spéeifique d'une solution
concentrée de chitinase d’origine bactérienne purifiée selon la
méthode de Jeuniaux (1958, 1959, 1965).

Le présent travail, qui a été entrepris & nn moment ot nous
n’avions pas connaissance de la publication de Bacetti et Rosati
(1971), porte sur I'étude morphologique et topochimique de la
cuticule de deux espéces d Eutardigrades.
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MATERTEL ET METHODES

Les Tardigrades étudiés sobvt Milnesiwm lardigradum Doyere
et Macrobiotus sp. Ils ont été extraits en grand nombre d’une
mousse en provenance de Houffalize (province belge du Luxem-
hourg).

Les mousses sont plongées pendant 2 & 4 heures dans l'ean
de source (¢« Spa Reine »). Les mousses sont compressées ensuite
de maniére & recneilliv Pean d’imbibition, ol les Tardigrades
sont récoltés an moyen de micropipettes.

Les individus sont fixés an Zenker, longuement lavés, On les
inclut par la méthode de la double inclusion en gélose-paraffine
(méthode de Chatton) qui permet une orientation et des mani-
pulations aisées. Outre la coloration topographique & U'Azan de
Heidenhain, les téactions histochimicues suivantes ont été
appliquées.

La mise en évidence des radicaux carbonyles primaires est
effectuée par traitement par le réactil de Schiff, accompagné
du contréle pur blocage des radicaux par le hisulfite de sodium
{Gabe, 1968).

La recherche des glucides a 6té effectnée & l'aide de la réac-
tion du P.AS. (Mac Manus, 1946) contrélée par acétylation
véversible et action de 'ean ot de 'amylase & 37¢ C., selon Gabe
et Martoja (1956).

Les mucopolysaccharides acides sont mis en évidence par la
coloration de Mowry (1963) au Bleu Alcian en milieu acide, avec
controle par méthylation véversible (Fisher et Lillie, 1954). La
réaction métachromatique an Blew de toluidine est observée
L’abord dans le tampon Walpole & pH 4.2, ot ensuite apres
passage dans Palcool éthylique de fagon & distingner les méta-
chromasies B et .

La mise en évidence des protéines est obtenue par les méthodes
de Sols (1947) et & la Chloramine T- Schiff (Chou, 1953). La
méthode de Sols est une adaptation & Ihistochimie de la réac-
tion du biuret ; olle est trés spéeifique mais trés pew sensible.

La méthode de Chou est basée sur une désamination oxyda-
tive : elle est controlée par les tests de désamination par 'acide
nitreux et d’acétylation (Lillie, 1964).
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Tes radicanx soufrés -SH et -S-8- ont été recherchés sclon
la méthode de Chévremont et Frédéric (1943).

La réaction de Millon, adaptée par Baker (1956} décéle le
radical tyrosine, tandis que la réaction argentaffine situe cer-
tains polyphénols.

RESULTATS

1. Stracture de la cuticule.

Macrobiotus sp. posséde une cuticule formée de deux couches
intimement accolées (fig. 4), qu'on distingue aisément par la
différence de coloration par I’Azan ; Ia couche externe apparait
comme un liseré plus colord, épais de 0.5y envivon ; la couche
interne, moins colorée, a une épaisseur approximative de 2 p.;
cette épaisseur peut diminuer de moitié sous les nombreux plis
cubiculaires visibles. La couche interne n’est pas homogéne mais
présente un aspect feuilleté irrégulier.

Chez Milnesium tardigradwm, les deux couches cubiculaives
sont plus distinctes (fig. 1, 2 et 3) parce qu'elles sont nettement
géparées surtout au niveau des flancs de I’animal. Les cuticules
externe eb interne mesurent respectivement 1.5 et 2.5 . La
strate externe se colore moins fort (& I'Azan) que I'interne, qui
montre une structure en feuillet.

Chez les deux espéces, les deux couches cubiculaires sont
colorées en bleu par I’Azan ; la partie antérieure du tube digestif
est également recouverte dune cuticule stomodéale d'une seule
couche, colorée en bleu par I’Azan, alors que les griffes et Ia
zone articulaire ot elles sont insérées sont colorées en rouge, ce
qui indigque une différence de composition ; il pourrait ¢’agir de
protéines tannées. Rappelons que, sans étre une méthode histo-
chimique rigoureuse, la coloration rouge donnée par I’Azan &
des structures anhistes et chitino-protéiques coincide avec un
tannage des protéines constitutives ainsi que l'onb démontré
Richards (1951) sur la cuticule des insectes, Wilmotte (1967)
sur le périsarc des Hydrozoaires et Bay (1969) sur la cuticule
du pédoncule des Endoproctes.
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La cuticule des Tardigrades est constituée de deux strates bicn dis-
tinctes.

Fig. 1. — Milnesiwm tardigradum in toto aprés élimination des pro-
téines ; coloration an Rouge Congo.

Fig. 2 et 3. — Coupe transversale de Milnesium fardigradum ; colora-
tion & PAzan.

_— . .
Fig. 4. — Coupe transversale de Muerobiotus sp. au niveau du pharynx
et, d’une patte ; coloration i 'Azan.
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9. Histochimic de la cubicule.
{Les résultats histochimicques sont rassemblés dans le tableau 1, £ + o+ + 4+ +
qui montre que les réactions des cuticules des deux especes E 2 % + ri i = | JL i + +H
étudiées ne présentent pas de différences marquées. ks g N _ A B
o - ®
On peut tirer de ce tableau les conclusions suivantes : = S E + Jlr + e | Jir o7 +
& I > + + + 4
a) la cuticule des deux espéces est constituée pour une part g + o+t +
non négligeable de substances i radicaus carbonyles libres. % o+ - 7‘*7 . T
b) glucides : la réaction du P.A.S. monire la présence de poly- B % ;g + i i o | jr + + H
saccharides dans la cuticule ; outre la chitine, mucopolysaccha- ;% R o+ o
ride nentre dont la présence a été établie précédemment {Bussers 3 E g = + 4 ER
et Jeuniaux, 1973), on y trouve des mucopolysaccharides acides ; © E + jr 1+ e __L: -+ + il T
3 fonction carboxyle ou phosphoryle. La métachromasie et la o i ﬁ_ T v B T+
réaction négative au Bleu Aleian aprés méthylation et saponi- E . “ S
fication excluent la présence de sntfomucopolysaccharides. =l :ﬁ 2 g &
o) protides : la réaction a la chloramine T- Schiff montre que % g E E E'“ g b 2 = %
la cuticule des deus espéces étudiées contient des protéines en = 3 g, g é s | 5
quantité importante (réaction du hiuret positive sur coupes de - £ 'g ¥ .% £ ) z 2y O & é
12 p) portant notamment des radicaux -5-5- et -SH en abon- B :SQ: a LR £ &3 & & \m/ s B LE
dance et des radicaux tyrosine. ﬁ s E &E é % ;é j% (‘) '7!3 E 5 g
ol - B
Rien n’indique que les protéines soient tannées : les réactions 2 § — I — T - o T
argentaffine et chromaffine sont A peine positives, et 1'Azan k: - 2
colore uniformément la cuticule en blew. = e ©B g 5
2 I} =
DISCUSSION E,-, ’7:‘ E : e %
8 i 25§ 2 s
Nos observations topochimiques, faites uniquement en micro- o ;g_' %E g 2
scopie photonigue, confirment les résultats obtenus par Crowe § - ‘g < é ey _%
et coll. (1971) et par Bacetti et Rosati (1971) en. ce qui concerne 5 £ = . -
la présence de mucopolysaccharides acides et de protéines, que - - — . —
nous ne pouvons évidemment situer avec autant de précision é L
que Bacetti et Rosati. = 8
Nos résultats apportent quelques précisions supplémentaires % © 2 3§ = :‘g 2 E r%
& savoir : la présence de substances & radicaux carbonyles libres g 5 2 ;5 g 22 g2 2 %
dans les deux conches cuticulaires observées par nous, V"absence é ﬁ B é ol B E é’* 2 g &
de sulfomucopolysaccharides, la présence de protéines riches en = E 2 % ¢ i © 'E © = & g =
-, . _ IR B =R sH Qe
radicanx tyrosine, ST et -8-8- ot la possibilité d'un tannage T F § g4 ,% g eE L4
S s ow B3k H8 8 A
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important des protéines au niveaw des griffes. En ce qui con-
cerne les relations phylétiques des Tardigrades, le présence de
chitine, que nous avons établie avec certitude chez 3 especes
de Tardigrades (Bussers et Jeuniaux, 1973), confirment et élar-
gissent les résultats obtenus par Bacetti et Rogati (1971) sur
une seule espéee. La nature typigquement chitinense de la euti-
cule écarte la possibilité d'un rapprochement entre Tardigrades
et Nématodes proposé par Crowe et coll. (1971). Par contre
Pexistence d'une cuticule chitineuse, la présence de griffes chi-
tineuses durcies probablement par des protéines tannées et Ia
présence d'un stomodeum également de nature chitineusc sont
des arguments en faveur d'un rapprochement phylétique des
Tardigrades et des Arthropodes.

SUMMARY

The structure and the composition of the cuticle of the Tardigrada
Macrobiotus sp. and Milnesium tardigradum are studied. The cuticle is
always made of two distinet layers extending to the stomodenm.

By the two species, the cuticle contents, besides chitin, acid mueco-
polysaccharides and protids. These facts are arguments to bring nearer
Tardigrades and Arthropods.
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