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Résumé. — Nous confirmons que la cuticule et les pitces dures du
mastax (trophi) des Rotiféres ne sont pas de nature chitineuse mais vrai-
semblablement de nature protéique. En utilisant des solutions de chiti-
nases purifiées, nous avons pu mettre la chitine en évidence dans la
coque des ceufs immédiats (parthénogénériques) des 4 esptces étudiées.
Chez Brachionus leydigii, 1a chitine représente 14,6 9 du poids sec total
des ceufs (coque et embryon). La membrane interne de I'ceuf durable
(fécondé de cette méme espece renferme également de la chitine, con-
trairement & la membrane externe,

(English summary ai the end of the article.)

Dans ses Recherches sur les Roriféres, de BEaucHAMP (1909) a
cherché a préciser la nature chimique du revétement tégumen-
taire (cuticule ou lorica), du mastax et de Penveloppe des ceufs
immédiats. Les différences de résistance de ces structures ana-
tomiques au contact d'une lessive alcaline ou d’une solution
d’acide minéral ont conduit l'auteur a postuler I'existence, soit
de trois substances constitutives, soit de trois états différents

d’une seule substance :

1) la cuticule se dissout rapidement dans les alcalis mais résiste
plus longtemps a I'action des acides minéraux;

2) les picces du mastax (trophi), au contraire, se solubilisent
rapidement au contact des acides mais résistent plus longtemps
4 l'action des bases;
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3) la coque des ceufs immédiats (parthénogénétiques), par
contre, résiste aux acides comme aux solutions alcalines plus
longtemps que la cuticule et les trophi.

Observant que ces trois formations s'altérent dans la potasse
plus complétement et plus rapidement que les appendices les
plus ténus d’Entomostracés, pris comme témoin; constatant, en
outre, qu'aucune de ces trois formations ne donne les réactions
de coloration considérées, 3 I'époque, comme caractéristiques de
la chitine, de Breavcmnamr réfute Popinion d’apreés laquelle ces
structures anatomiques seraient de nature chitineuse. Hyman
(1951) partage cet avis et suppose que la cuticule est constituée
par une scléroprotéine.

En 1951, de Beavcnamp modifie toutefois sa conception en ce
qui concerne I'ceut durable d’Asplanchna girodi de Guerne. En
effet, la premieére membrane de I'ceuf fécondé est d’abord solu-
ble dans les acides et les alcalis; cependant, un jour ou deux
plus tard, lorsque Tceuf est détaché de lovaire et libre dans
P'utérus, cette enveloppe deviendrait résistante. L’auteur décrit
cette membrane comme étant de nature « chitinoide ».

La méthode enzymatique de Jruniaux (1963, 1965), mettant
a profit la spécificité des chitinases purifiées, permet aujourd’hui
d’identifier la chitine de fagon absolument rigoureuse. En raison
de sa haute sensibilité, cette technique offre la possibilité¢ de
localiser et de doser la chitine sur des matériaux de dimensions
microscopiques.

Dans son analyse de la distribution de la chitine dans le
régne animal, JEUNIAUX (1963) n'a pas été en mesure d’étudier
la classe des Rotiféres. C'est 4 son initiative et guidés par ses
conseils, que nous avons entrepris cette recherche et que nous
en présentons ici les résultats.

Comme nous le montrerons dans ce travail, les Rotiféres vien-
nent s'ajouter a la liste, déja longue, des animaux capables de
réaliser la biosynthése de la chitine. L’identification de la nature
chimique des formations cuticulaires et des enveloppes embryon-
naires des Rotiféres peut, en outre, apporter d’intéressants argu-
ments, susceptibles de servir & discuter les affinités systémati-
ques des différentes classes du phylum des Aschelminthes, car
la composition et I’homogénéité de cette entité systématique
sont loin d’étre définitivement établies.
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MATERIEL ET METHODES.

1. — Matériel biologique.

Nos recherches portent essenticllement sur le Brachionidae
Brachionus leydigii Conn, trouvé en abondance dans une mare
de ferme des environs de Liége; 12.000 ceufs parthénogénéti-
ques (ceufs immédiats) ont été détachés de femelles en ponte.
Cette quantité de matériel s’est avérée suffisante pour effectuer
un dosage quantitatif de la chitine. Un lot d’ceufs fécondés
(ceufs durables) a été simultanément constitué, mais le nombre
obtenu était insuffisant pour entreprendre le dosage. Afin de
pouvoir généraliser nos résultats, les différents essais ont été
répétés sur quelques individus appartenant a d’autres especes.

2. — Méthodes.

Sauf pour le dosage quantitatif de la chitine, tous les essais
ont été effectués en plagant les individus et les réactifs dans la
cuvette d'une lame porte-objet creuse. Les modifications des
structures analysées ont été sulvies sous le contréle du binocu-
laire ou du microscope (JEUNIAUX, 1963).

a) Traitement par la soude.

Les indications publiées par de Beaucimamp, rappelées plus
haut, obligeaient évidemment a reconsidérer la question de la
solubilité de la coque des ceufs en milieu alcalin. Nous en avons
profité pour contrdler, en méme temps, la résistance relative
de la cuticule et du mastax.

Nous avons employé systématiquement une solution de
NaOH 1,25N. L’action de cette solution sur les structures étu-
diées a été observée a la température du laboratoire (« a froid »),
a 70° C sur plaque chauffante, et a 100° C. Dans ce dernier cas,
les lames ont été maintenues dans une enceinte thermostatique
saturée de vapeur d'eau, de fagon a éviter I'évaporation du
milieu réactionnel. _

Sous l'action prolongée de la soude a 100" C, les pieces étu-
diées, bien que non disloquées, acquiércnt souvent unc transpa-
rence telle qu'elles en deviennent difficilement repérables. Dans
ces conditions, observateur serait aisément amené a considérer
que la dégradation des matériaux est compléte. Pour éviter cette
erreur d’interprétation, nous avons pris soin de rechercher les
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structures traitées par la soude en les colorant & 'aide d’une solu-
tion aqueuse de Rouge Congo, a la concentration de 1 %,

Cette réaction de coloration n’est en aucune fagon spécifique
de la chitine, mais permet de retrouver les piéces étudiées et
d’en suivre le comportement lors des manipulations ultérieures.

b) Traitement par les chitinases purifides.

Le traitement par la soude 1,25 N a 100° C, pendant trois
heures, permet de démasquer la chitine de ses complexes gly-
coprotéiques et de la rendre accessible 4 l'action des enzymes
chitinolytiques.

Aprés traitement par la soude, les structures résiduelles, préa-
lablement colorées par le Rouge Congo, sont lavées a I'eau distil-
lée puis transférées dans la cuvette d’une autre lame creuse. On
ajoute alors o,1 ml de tampon de pH 5,2 puis 0,5 ml d’une solu-
tion de chitinases purifiées, préparée a partir d’'un filtrat de
culture de Streptomyces antibioticus (JeuNIaUX, 1959, 1963). La
solution enzymatique utilisée dans cette série d’essais titrait
350 unités néphélométriques/ml, soit environ o,8 mg de chiti-
nases purifiées/ml.

Pour doser la chitine totale présente dans la coque des ceufs
immédiats de B. leydigii, nous avons suivi intégralement les dif-
térentes étapes de la manipulation décrites par JEUNIAUX (1963,

1965).

Resurrars.

1. — Lorica et mastax de Brachionus leydigii.

A 70 C, la soude 1,25 N améne un éclaircissement du tégu-
ment et libére les trophi des chairs qui les entourent. Aprés
deux heures, la lorica prend I'aspect d’une pellicule particulie-
rement transparente tandis que le mastax reste peu altéré. A
ce stade, ces deux structures sont colorables par le Rouge Congo.

A 100° C, Thydrolyse de la lorica est rapide et totale. La dis-
solution des trophi est tout aussi compléte mais exige cepen-
dant un contact plus long avec la solution de soude (deux heures
environ a 100° C).

Puisque ces deux structures ne résistent pas a l'action de la
soude, il est évidemment inutile de les soumettre au test enzy-
matique des chitinases.
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2. — (Euf durable et ccuf immédiat de Brachionus leydigil.

a) (Euf durable.

L’ceuf fécondé de ce Brachionus est entouré de deux envelop-
pes concentriques, aisément reconnaissables sur coupes micro-
scopiques. L'enveloppe externe est épaisse et garnie d’expansions
filamenteuses; intérieurement, cette coque est doublée par une
membrane plus mince, prenant 'aspect d'un fin liséré,

Sous I'action de la soude & 70° C, la coque de Vceut durable
se décolle de l'enveloppe interne. Ces deux membranes se distin-
guent alors aussi facilement que sur les coupes microscopiques.

A 100° C, les observations, faites sous le contrdle du micro-
scope, permettent de suivre la dégradation progressive de cette
coque. Aprés trois heures, la membrane externe est complete-
ment dissoute tandis que la fine enveloppe interne ne montre
pas d’altération et se colore par le Rouge Congo.

Aprés traitement par la soude, les membranes internes des
ceufs durables ont été lavées et transférées dans une solution de
chitinases purifiées. Apres une dizaine d’heures d’incubation a
37° C, on constate une altération évidente de la membrane.
Elle se traduit par un amincissement, une décoloration pronon-
cée et, finalement, par une dissolution a peu prés complete.

b) Buf immédiat.

Les ceufs immédiats (parthénogénétiques), pondus par les
femelles mictiques ou amictiques, sont entourés d’une seule
enveloppe. Sous laction de la soude & 70° C, ces ceufs devien-
nent légérement turgescents et perdent de leur opacité.

Aprés un traitement de trois heures & 100° C, leur coque reste
parfaitement identifiable lorsqu’on prend la précaution de la
colorer au Rouge Congo.

Au contact des solutions de chitinases purifiées, la coque perd
progressivement la coloration signa]étiquc que Iui donne le
Rouge Congo et se dissout endéans une dizaine d’heures d’in-
cubation a 37° C.

Le dosage de ]’acétylglucosamine libérée au cours de la lyse

enzymatique complete (tableau I) montre que la chitine consti-
tue 14,6 % du poids sec total des ceufs (coque et embryon).
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TasLeau 1. — Résultats du dosage de la chitine dans la coque
des ceufs immédiats de Brachionus leydigii.

Poids sec Acéthylgluco- Chitine totale
Etat du matériel fas %) samine libérée fen pa) en % du
(en pq) (1) poids sec
Eny, 12,000 ceufs
immeédiats & 1'état 630 100 92 14,6
frais, desséchés a
80°C

(1) Quantité d’acétylglucosamine (AG) multipliée par 0,92, Ce coefficient
de correction est le rapport du poids moléculaire d'un reste d'AG dans la
chaine polysaccharidique de la chitine & celul de 1I'AG libre (JEUNIAUX,
1963).

. — Contréole des résultats sur dautres espéces.
3

La dissolution compléte de la lorica et du mastax dans la
soude 1,25 N 4 100° C, a été observée chez Keratellu cochlearis
(Gossk), K. quadrata (MUuLLER) et Mytilina brevispina (EHREN-
BERG), qui appartiennent, comme B. leydigii, a la sous-classe
des Monogonontes et a l'ordre des Pseudotroques. Les mémes
observations ont été faites chez Testudinella patina (MULLER),
de l'ordre des Gnésiotroques et enfin chez Philodina roseola
(EnrensERG), représentant I'ordre des Bdelloides dans la sous-
classe des Digonontes (¥).

Au contraire, I'enveloppe de l'eeuf immédiat de ces différen-
tes especes résiste parfaitement a l'action de la soude & 100° C.
L’action des chitinases purifides a été testée qualitativement
sur les ceufs immédiats des deux Keratella et sur celui de Myti-
lina. Dans ces conditions, nous avons observé la décoloration et
'hydrolyse de la coque dés la deuxiéme heure d’incubation chez
Keratella cochlearis., Les enveloppes des ceufs des deux autres
especes s'altérent moins rapidement mais leur hydrolyse est
incontestable apres 6 heures d’incubation en présence de chiti-
nases purifiées 4 37° C.

CoNcLUsIONS.

1. — Les résultats obtenus sur Brachionus leydigii et d’au-
tres Rotiféres, appartenant a divers ordres de Monogonontes et

(*) Nous adoptons l'ordre systématique proposé par de BEAUCHAMP
(1965) dans le Traité de Zoologie de P.P. GRASSE,
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de Digonontes, confirment les données acquises précédemment
en ce qui concerne la nature chimique de la cuticule et du
mastax. Ces différenciations épidcrmiques et stomodéales sont
dégradées et dissoutes par la soude 1,25 N 4 100 C et, par con-
séquent, ne renferment pas de chitine. Leur solubilité dans les
alcalis indique plutdt qu’il s'agit de formations de nature pro-
téique. Par sa nature chimique, la cuticule des Rotiféres, épais-
sie ou non en lorica, présente donc certaines analogies avec le
tégument des Nématodes, dont la nature chimique est essen-
tiellement protéique (Bmrp et DEUTSCH, 1957; Warson, 1965 a, b).

2. — La coque entourant les ceufs parthénogénétiques (ceufs
immédiats) de Brachionus leydigii et d’autres espéces n'est pas
dissoute par la soude 1,25 N 4 100° C. de BraucHAMP (1909)
avait bien constaté que cette enveloppe résistait assez longtemps
aux alcalis mals prétendait qu'elle n’était pas de nature chiti-
neuse. Les résultats obtenus en appliquant la seule méthode
rigoureuse de mise en évidence de la chitine, nous aménent a
réfuter cette opinion. Dans la sous-classe des Monogonontes,
comme dans celle des Digonontes, I'enveloppe de TI'ceuf immeé-
diat est bel et bien constituée de chitine, au moins en partie.
Chez B. leydigii, la chitine totale représente 14,6 % du poids
sec de l'ceuf (coque et embryon). Cette valeur est trés voisine
de celle obtenue par JEUNAUX (1963) pour les ceufs d’Ascaris
lumbricoides ot la chitine représente 16,6 % du poids sec des
ceufs embryonnés.

Chez les Rotiferes, les enveloppes qui entourent les ceufs
immédiats et les ceufs durables sont élaborées par les embryons
eux-mémes (de BEAUCHAMP, 1951, 1965). Il est intéressant de faire
remarquer quil en est de méme chez les Nématodes. Chez cer-
tains Ascaridés (Parascaris equorum, Ascaris suum et A. lum-
bricoides) toutefois, la strate la plus externe de la coque parait
bien provenir d’une sécrétion de la parol utérine (Monni et
Hénie, 1954), mais elle se compose exclusivement de protéines
tannées (Monng, 1956). Chez ces espéces, comme chez les autres
Nématodes, la chitine se localise dans la partie moyenne de la
coque, ¢laborée indiscutablement par l'embryon (Monng, 1961,
1963) (*)

3. — Le chitine est également présente dans la coque de
I'ceuf durable (fécondé) de B. leydigii. Chez cette espece, lenve-

(*) Soulignons que cet auteur a identifié la chitine par une série de
réactions de coloration couplées avec des tests chimiques.
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loppe externe, dont la surface est ridée et garnie d’expansions
filamenteuses, est détruite par la soude a 100° C, et ne ren-
ferme donc pas de chitine. La membrane interne, mince et lisse,
résiste au contraire 4 l'action de la soude mais est hydrolysée
par les solutions de chitinases purifiées. Elle se comporte donc
comme l'enveloppe unique de l'ocuf immeédiat.

Dans l'introduction de ce travail, nous avons fait allusion aux
observations de de BeaucHamp (1951) sur l'ceuf durable d’As-
planchna girodi. Nous les reprendrons ici car elles ne correspon-
dent pas exactement 4 ce que nous avons vu chez le Brachionus.
Chez cette Asplanchna, c’est la membrane externe, édifiée im-
médiatement apreés la fécondation, qui devient résistante aux
alcalis et présente un aspect « chitinoide ». Autrement dit, la
membrane « chitinoide » de I'ceuf durable d’Asplanchna girodi
correspondrait topographiquement 4 la membrane non chiti-
neuse de I'ccuf durable de Brachionus leydigii. de Beaucmamp
ne donne aucune indication sur la composition chimique de la
seconde membrane, sécrétée aprés la segmentation de Pceuf et
qui, topographiquement, correspond a la membrane chitineuse
identifiée sur l'ceuf du Brachionus. Comme le terme « chiti-
noide » appc]]e les plus grandes réserves, il convient de réserver
notre opinion au sujet de la nature et de la signification des
membranes embryonnaires d’Asplanchna.

4. — En ce qui concerne les deux sortes d’ceufs de Brachio-
nus, il nous parait justifi¢ de considérer la nature chimique des
membranes comme un « caractére de composition », susceptible
de permettre 1'établissement d’homologies, selon le second cri-
tere proposé par Remane (1956). C'est donc la membrane interne
de I'ceut durable (fécond€) qui devrait étre homologuée a I'enve-
loppe unique de lceuf immédiat (parthénogénétique). Nous
avons cru utile de soulever ce probléme d’]mmologie pour mieux
faire ressortir le profit que I'on peut parfois tirer de la nature
ch1m1quc d’une structure anatomique pour résoudre de telles
questions.

SUMMARY,

A spectfic micromethod for the detection of chitin, using purified chi-
tinases, has been applied to the study of the chemical composition of
cuticle, mastax and egg’s enveloppes of different Rotifers.

It is confirmed that the cuticle and the mastax of Rotifers do not
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contain chitin. These anatomical structures presumably consist of pro-
teins. On the contrary, chitin has been identified in the shell of the
amictic eggs of the species so far studied. In Brachionus leydigii, chi-
tin represents 14,6 %, of the egg’s dry weight (shell and embryo). In this
Brachionus, chitin is also present in the inlernal membrane of the dor-
mant egg, while the external membrane is entirely devoid of chitin.
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