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INTRODUCTION
Le pigment purique se présente exclusivement (*) chez les Vertébrés inférieurs sous forme de cristaux incolores de guanine ou de guanates, contenus dans des éléments particuliers, Les guanophores (?). Ceux-ci n'ont pas jusqu'à présent obtenu de la part des chercheurs l'attention qu'ils méritent. Tandis que les travaux consacrés à d’autres cellules pigmentaires, les mélanophores, sont innombrables, la liste des articles qui concernent les guanophores est vite close, si l’on en excepte ceux où ils sont simplement mentionnés.
Ces cellules fort répandues, très spéciales et connues depuis plus d'un demi-siècle, étaient jusqu'à ces dernières années assez négligées (cette sorte d'abandon tient sans doute à des raisons techniques car quelques-unes des méthodes de fixation et de coloration les plus couramment employées détruisent les guanophores ou les altèrent), si bien que c'est vraiment faire œuvre nouvelle que d'étudier leur cytologie, leur mode d'apparition, leur topographie précise et surtout, en même temps que leur signification physiologique, la manière dont elles réagissent à l’action de divers facteurs expérimentaux.
Ces questions apparaissent d’ailleurs du plus haut intérèt si l’on songe qu'elles se rattachent directement à deux grands problèmes de biologie générale : métabolisme des corps puriques, signification générale de la pigmentation.
J'ai limité mes recherches aux Vertébrés inférieurs. En outre de l'impossibilité où j'étais d'étudier la guanine dans toute la série animale, le fait que le pigment purique se présente chez
(') On rencontre souvent des concrétions uriques dans le rein de certains Reptiles, mais il ne s’agit pas là de pigment.
{?) Plusieurs termes servent actuellement à désigner ces éléments. Le nom d'éridocyte fait allusion à l'éclat dont ils brillent dans certaines conditions d’éclairement. Les noms de leucophore et d'interferensselle sont employés par la majorité des auteurs allemands, Je leur préférerai le terme moins usité de guanophore (créé par Scamor (1912)) malgré son élymologie fâcheusement hybride, parce qu'il renseigne sur le contenu chimique caractéristique de la cellule, parce qu'il est l'homologue du terme mélanophore. J'ai rejeté le terme d'iridocyte, habituellement employé en France, pour éviter toute confusion avec les cellules de la choroïde des carnassiers qu'on désigne sous ce nom,
les Poissons, les Reptiles et les Batraciens sous des formes tout à fait comparables circonscrivait naturellement mon sujet. Je laisse donc complètement de côté les « iridocytes » particuliers des Géphalopodes, les concrétions puriques des Arachnides et toutes Les formations analogues qu’on rencontre chez les Invertébrés.
L'étude que j'ai entreprise comporte trois parties.
Dans la première, morphologique, j'indiquerai les caractères cytologiques, la topographie et le mode de formation des guanophores,
Dans la seconde, j'exposerai la nature et les caractères chimiques des cristaux de guanine et je fournirai quelques données sur lesquelles on pourrait peut-être fonder une coloration élective de ces éléments.
Dans la troisième, expérimentale, je décrirai l'effet sur le pigment purique de la modification de certains facteurs internes et externes : action de la lumière, variations qualitatives et quantitatives de l'alimentation, action de certaines hormones.
Je traiterai successivement chacune de ces parties.
Je suis particulièrement reconnaissant au Professeur PRenanr de m'avoir donné un sujet de thèse où l’observation histologique soit utilisée non seulement pour elle-même et pour mettre au point des questions de structure mais pour contrôler et interpréter des recherches et des expériences chimiques et biologiques. Je suis heureux de m’engager — après d’autres et en particulier après mon ami Jean Verne () — dans la voie nouvelle et féconde de l’histophysiologie. Bien que je ne méprise pas les notions et les recherches morphologiques qui sont le fondement nécessaire et primordial de tout travail histologique sérieux, je me sens particulièrement attiré par des études où le contrôle microscopique permet de donner toute leur signification aux données expérimentales.
Je désire ajouter un mot sur la manière dont j'ai fait ma bibliographie. |
Sur la foi de leurs titres, j'ai dû lire de très nombreux articles qui ne concernaient que les mélanophores, tout en parais-
(1) Veuxe, Les pigments tégumentaires des Crustacés Décapodes, Thèse de la Faculté des Sciences de Paris, 1921,
sant traiter du pigment en général. Ils ne figurent pas dans ma liste, à l'exception de ceux que j'ai été amené à citer dans ce travail par suite de leur valeur générale. Je serai satisfait si ce dépouillement, qui m'a demandé beaucoup de temps et m'a paru souvent fastidieux, pouvait éviter à ceux qui s'intéresseront après moi au pigment purique de lire des textes inutiles.
Pour ce qui est des travaux concernant réellement les guanophores, je crois avoir été aussi complet que possible.
J'ai dû citer — exceptionnellement — certains articles de seconde main. Ce sont ceux que, malgré toutes mes recherches, je n'ai pu me procurer dans les bibliothèques parisiennes ; car il est actuellement impossible — et je le regrette — de faire à Paris une bibliographie complète.
TECHNIQUE Animaux étudiés
Voici la liste des animaux que j'ai étudiés.
Les nombreux Poissons de mer qui y figurent ont été examinés au laboratoire de Roscoff (*). Je les ai déterminés à l'aide de l’excellent ouvrage de M. Le Danois.
J'ai recueilli moi-même la plupart des Batraciens dans la région parisienne.
Envoyé en mission zoologique à Madagascar, j'ai eu la bonne fortune de pouvoir y récolter un certain nombre de Batraciens et de Reptiles qui m'ont permis d'étendre mes observations à un matériel tropical plus rarement étudié.
Poissons
Ordre des Sélaciens :
Raia punctata. Riss.
R. microcellata. Montagu.
Ordre des Téléostéens. — Sous-ordre des Lophobranches : Syngnathus acus. Linné.
() M. le Professeur Pérez, qui dirige ce Laboratoire, voudra bien trouver ici l'expression de ma reconnaissance pour sa bienveillante hospitalité,
Siphonostoma typhle. Linné.
Entelurus æquoreus. Linné.
Nerophis lumbriciformis. Bp.
Sous ordre des Acanthoptérygiens :
Trachinus vipera. Cuvier.
T. draco. L.
Blennius pholis. L.
B. gattorugine. Lacép.
Gunellus vulgaris. Cuvier.
Callionymus lyra. L.
Gobius ruthensparri. Euphr.
G. paganellus. Linné.
G. minutus. C. et Val.
G. niger._L.
Cottus bubalis. Euphr.
Scomber scomber. L.
Trachurus trachurus. L.
Zeus faber. L. À
Labrus bergylta. Ascanias.
Crenilabrus melops. L.
Gasterosteus aculeatus. 1.
Spinachia vulgaris. Flem.
Atherina presbyter. C. et Val.
Sous-ordre des Malacoptérygiens :
Ammodytes lanceolatus. Lesauv.
Gadus luscus. L.
Motella tricirrhata. Bonap.
M. mustela. 1.
Platessa vulgaris. Gottsche.
Lepadogaster sp.
. Carassius auratus. L.
Belone vulgaris. G. et Val.
Salmo fario lacustris. L.
Sous-ordre des Apodes : Conger vulgaris. Cuvier.
Batraciens
Ordre des Anoures :
Hyla arborea. L.
Mantidactylus lugqubris. Duméril, Rana labrosa. Cope. ù R. mascareniensis. Duméril et Bibron.
R. esculenta. L.
R. temporaria. L.
R. agilis. Thomas.
Bombinator igneus (têtards). Laur.
Pelodytes punctatus. Dug.
Alytes obstetricans. Laur.
Bufo vulgaris. Laur.
Ordre des Urodèles :
. Salamandra maculosa. Laur.
Triton maculatus. Schinz.
T. cristatus. Laur.
T. alpestris (larves). Laur.
T. palmatus. Tschb.
Amblystoma ligrinum.
Reptiles
Ordre des Chéloniens :
Testudo graeca. L.
Emys orbicularis. L.
Ordre des Sauriens :
Crocodilus madagascariensis.
Lacerta viridis. Gesn.
Anguis fraqulis. L.
Ordre des Caméléoniens :
Chamaæleo sp.
Ordre des Ophidiens :
Pelophilus madagascariensis.
Tropidonotus natrir. L.
Les Batraciens représentent pour l'étude des guanophores un matériel de choix. La facilité avec laquelle on se les procure
en abondance et avec laquelle on les nourrit, leur grande rusticité sont bien connues des expérimentateurs. Au point de vue histologique, ils fournissent des objets très favorables : la peau des Anoures est facile à isoler et à étaler ; chez Bufo, elle est, 1l est vrai, épaisse, granuleuse et très glandulaire, mais chez Rana et surtout chez Hyla, elle est mince, lisse et se laisse facilement étudier dans tous ses plans.
Pour ce qui est des têtards, il faut préférer à ceux de Bufo vulgaris ef de Rana temporaria, trop riches en pigment mélanique (d'origine ovulaire, épidermique) ceux de Rana esculenta qui donnent des préparations très lisibles.
Particularités de la technique histologique
Firation. — On doit éviter les fixateurs fortement acides ou alcalins qui dissolvent la guanine. L'acide acétique, dans les conditions ordinaires, n’a pas d'action nuisible. Par contre, l'acide picrique doit être proscrit, car le picrate de guanine se forme facilement. Le bichromate de potasse, l'acide osmique, le sublimé, l'alcool chloroforme conviennent parfaitement. Le formol ne peut être employé que s’il est rigoureusement neutre : le procédé courant qui consiste à neutraliser le liquide en y plaçant des fragments de craie ne suffit pas toujours ; il vaut mieux neutraliser par la soude en présence de phénolphtaléine,
Personnellement, je me suis surtout servi comme fixateurs des liquides de Carnoy, de Zenker et de Flemming.
Inciusion. — Y'ai surtout utilisé la méthode des coupes à la paraffine. Mais pour pouvoir étudier les rapports du pigment purique avec le pigment jaune, qui est soluble dans l'alcool, le xylol et le chloroforme, j'ai dû pratiquer aussi des coupes à la congélation, après fixation au formol neutralisé, par exemple.
Coloration.— L'hématoxyline s'est malheureusement révélée comme un colorant inutilisable. Dans la méthode régressive, lors du passage dans l’alun de fer, la guanine est dissoute et Les guanophores ne peuvent alors que difficilement être distingués des autres cellules. Dans la méthode de Weigert, le perchlorure de fer contenant toujours des traces d'acide chlorhydrique dis-
sout également le pigment.
Toutes les autres colorations courantes peuvent être employées ; l'acide picrique, qui doit être rejeté comme fixateur, peut être utilisé comme colorant par suite de la rapidité de son temps d'action dans ce dernier cas.
Examen à l'état frais. — J'ai complété et vérifié toutes les observations que je faisais sur des pièces fixées par de nombreux examens de tissus frais. Cette précaution est indispensable pour dépister les artefacts et pour faire un contrôle sérieux des résultats expérimentaux. J'ai examiné tantôt des fragments de peau, placés dans l'eau entre lame et lamelle, tantôt l’animal (têtard) vivant et entier, après l’avoir immobilisé par une trace d’anesthésique.
Je veux signaler ici le grand avantage qu'on trouve à étudier des étalements, plutôt que des coupes, lorsqu'il s'agit de cellules pigmentaires. Celles-ci, habituellement ramifiées dans un plan parallèle à la surface de la peau, n’ont qu'une faible épaisseur ct apparaissent souvent, en coupe transversale, réduites à une trainée de grains. Même pour des études nucléaires, j'ai préféré utiliser des étalements dont certains (périt ine) ont, du reste, une minceur et une transparence très suffisantes pour être examinés à l’immersion.
Lorsqu'on veut avoir un bon étalement de la peau d’un têtard, il est nécessaire de débarrasser celle-ci de l’épiderme fortement mélanique qui la recouvre et qui gêne beaucoup l'observation. Dans ce but, j'essuyais mes têtards, avant de les dépouiller, avec un linge un peu rude, qui enlevait mécaniquement les couches de cellules superficielles sans altérer les tissus sous-jacents.
La récherche des guanophores est particulièrement facilitée par les propriétés physiques de leur contenu. Les cristaux de ces cellules prennent à l'examen sur fond noir un aspect brillant tout à fait caractéristique. On peut beaucoup plus simplement réaliser le même aspect en inferposant un écran entre le miroir du microscope et lasource lumineuse (éclairage oblique). On voit alors étinceler, comme autant d'étoiles, les guanophores de la préparation. Seules les cellules très jeunes, dont les cristaux sont encore de petite taille, ne présentent pas le phénomène. Ce procédé rend les plus grands services lorsqu'il s'agit de se rendre compte rapidement de l'abondance, de la répartion, de l'état de contraction ou d'expansion des guanophores,
Il ne peut être utilisé que pour des grossissements assez faibles et pour des préparations suffisamment épaisses (étalements, ou coupes inférieures au 1/200°).
D'autre part, l'examen des guanophores en lumière polarisée fournit de précieux renseignements sur les propriétés optiques de leurs cristaux. À faible grossissement, la méthode a les mêmes avantages que la précédente. Mais elle permet en outre d'employer de forts grossissements et d'étudier en détail la forme et le groupement des cristaux de guanine.
CHAPITRE PREMIER
LE GUANOPHORE
On appelle guanophores des cellules pigmentaires caractérisées par la nature chimique, guaninique, et physique, cristalline, de leur contenu. Avec les mélanophores et les lipophores elles assurent presque exclusivement la pigmentation cutanée des Vertébrés inférieurs. &
Quelques auteurs ont exclu les guanophores de la catégorie des cellules pigmentaires sous prétexte que la coloration qu'ils conditionnent n’est pas en rapport avec la couleur réelle de leurs cristaux. Je crois vraiment injustifié de refuser le titre de pigment à une substance qui Joue un rôle aussi important dans la coloration des animaux.
Historique
La découverte du pigment purique a précédé de longtemps celle des cellules qui le renferment, Déjà, en 1716, Réaumur
avait attiré l'attention de l'Académie des Sciences sur les lamelles brillantes qu'on trouve dans les écailles et dans le péritoine des Poissons. Ces lamelles furent bientôt employées dans la fabrication des perles fausses, et n'ont pas cessé de l'être depuis, sous le nom d'essence d'Orient ou de blanc d’ablette. Dans la première moitié du xix° siècle, les chimistes, tentés par la facilité avec laquelle ils pouvaient se procurer ce produit (qui contient presque exclusivement des cristaux) en commencèrent l’analyse. Ce n’est guère que vers 1850 que la nature cellulaire du pigment fut reconnue : Bnücke l’établit le premier sur le tapetum de l'œil des Poissons, sur la peau du Caméléon, et donna aux nouveaux éléments le nom de cellules à « pigment blanc et jaune » ou d’ « interferenzzellen ». Après lui, d'autres auteurs, parmi lesquels je citerai vox Wirricn, Levnie, Potcaer (°), revirent ces mêmes cellules, les baptisèrent de noms différents (?) et montrèrent la généralité de leur présence chez les Poissons, les Batraciens et les Reptiles. À l'instigation d'Herine, 1] devint classique d'admettre que chez les Batraciens les cellules à guanine contenaient souvent aussi du pigment jaune : ce fut la conception erronée des xantho-leucophores.
C'est seulement dans ces toutes dernières années et grâce aux travaux de W.-J. Scaminr que les guanophores furent observés et décrits d’un peu plus près.
Dans cette étude morphologique des guanophores je passerai successivement en revue leur forme, leur noyau, leur contenu cristallin et la structure de leur protoplasma.
Forme
On reconnait à la grande majorité des chromatophores des propriétés contractiles. [Il peut donc paraitre étrange de décrire des types de forme pour des cellules que des causes diverses font passer de la contraction à l'expansion, où maintiennent dans des états intermédiaires. Cependant si l'on tient compte du fait que les états extrêmes sont fixes pour une même cellule, très comparables pour les éléments d’un même tissu etearactéris-
(!) Pour l'historique plus détaillé, voir Fucus (191%). .() Cellule à pigment blane, Levnré (1868), iridocyte, Poucuer (1876), ochrophore, Ketcer (1895), cellule pigmentaire blanche, Osawa (1896).
tiques du groupe zoologique dans lesquels on les rencontre, on peut, me semble-t-il, légitimement les considérer comme des types, permettant de classer les guanophores.
De plus, alors que tous les mélanophores paraissent capables de contraction et d'expansion, il existe des cas très nets où Les guanophores, qu'ils aient l'apparence d'une cellule contractée ou d'une cellule en expansion, semblent bien ne jamais passer à la forme opposée. C’est ainsi que dans le péritoinc des Batraciens et dans la queue des larves d'Urodèles les guanophores apparaissent toujours et exclusivement ramifiés, que chez quelques Poissons ils sont au contraire toujours plus où moins poly- -gonaux et munis de rares prolongements. Cependant, dans le tégument de beaucoup d’autres Poissons et de tous les Anoures, adultes ou larvaires, un même guanophore peut prendre l'aspect d'une cellule ramifiée ou l'aspect d'une cellule arrondie en passant par tous les intermédiaires : selon les conditions d'éclairage, par exemple, les chromatophores qui se développent autour des glandes peuvent apparaître, soit comme un anneau irrégulier de cellules allongées, subpolygonales, plus ou moins engrenées, soit comme une couronne de prolongements enchevêtrés.
Je vais maintenant décrire les formes principales auxquelles je ramène les aspects très variés des guanophores, En général, ces cellules se développent et se ramifient presque exclusivement dans un plan parallèle à la surface libre du tissu, de sorte que sur des coupes transversales, elles apparaissent réduites à une mince trainée pigmentaire.
La forme la plus simple est la forme arrondie-ovalaire qu’on rencontre, par exemple, dans la couche superficielle du derme de la région dorsale chez les Anourés. Le pigment y est souvent dense, et fait de la cellule une masse régulièrement granuleuse, à contours nets et de coloration brunâtre.
Chez les Poissons (surtout dans la peau et chez les sujets jeunes) on voit des formes polygonales, à angles mousses, qui possèdent de trois à six côtés et peuvent se disposer en pavage. Mais les guanophores y présentent plus habituellement un contour mal défini et irrégulier. La fréquence de ces aspects invite à les grouper dans une catégorie spéciale, pour laquelle on pourrait proposer le nom de type amibien.
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La forme ramifiée (Planche IX, figure 10) est beaucoup plus répandue dans l'ensemble des groupes, surtout chez les Reptiles et chez les Batraciens. Tantôt la cellule porte des prolongements ramifiés, anastomosés, dont les fines et nombreuses branches terminales ne contiennent souvent qu’une seule file de grains. Tantôt elle présente des prolongements courts, épais, lobés à leur extrémité, qui lui donnent un aspect rameux. Lorsque ces prolongements s’anastomosent, la cellule peut prendre l'aspect d'un réseau de grains à mailles irrégulières. Dans ces types rentrent la plupart des guanophores de la peau des Reptiles (surtout Sauriens), de la peau et du péritoine des Urodèles, du péritoine des Anoures, du péritoine et des écailles de certains Poissons.
Comme je l'ai dit plus haut, les guanophores ramifiés qu'on trouve dans la peau ventrale des Anoures — adultes ou larves — représentent l’état d'expansion de la forme arrondie-ovalaire précédemment décrite.
On peut considérer comme un cas particulier de la forme ramifiée les belles cellules éfoi/ées qu'on rencontre chez les Poissons. Elles sont caractérisées par une disposition radiaire de leurs prolongements qui sont régulièrement ordonnés et ne s anastomosent que rarement.
Je distinguerai de la forme ramifiée une forme arborescente par les caractères suivants : la cellule porte, autour d’un centre nucléé, un chevelu de branches hérissées, de prolongements broussailleux, anastomosés, qui lui donnent un peu l'aspect d'une cellule de Purkinje. Cette forme se rencontre en particulier dans la queue des larves d'Urodèles. C'est là aussi qu'on trouve une forme rare, décrite par Scaminr (1920) sous le nom de chromatophores en étoile double que peuvent prendre à la fois les cellules à guanine et les mélanophores. L'auteur n’ayant fait que signaler l'existence des guanophores en étoile double, sans en donner ni description ni figure, j'y insisterai un peu ici (Planche IX, figure 9).
Une même cellule se ramifie à la fois dans les deux régions sous-épidermiques du derme des deux faces de la queue. Elle se compose de deux systèmes de ramifications arborescentes, parallèles à la surface cutanée et réunis par une sorte de grosse tige cylindrique et flexueuse, qui traverse toute l'épaisseur des
üssus et qu'on suit très facilement en faisant varier la mise au point. La présence d’un seul noyau, situé soit dans la tige cylindrique, soit au centre de l’une des arborescences, et qui parait pouvoir se déplacer, donne à ce système la signification d'une seule cellule. Dans certains cas j'ai vu la tige, qui est alors plus grosse et plus pigmentée, ne se terminer qu'à l'une de ses extrémités par une arborescence, l’autre étant munie d’un renflement ou de quelques courts prolongements. Cet aspect s’observe aussi bien à propos des mélanophores qu’à propos des guanophores et se rencontre souvent pour de nombreux chromatophores d’une même région. Aussi suis-je porté à croire que ces formations sont rétractiles, et que de même qu'une cellule développée dans un seul plan présente des alternatives de contraction et d'expansion, de même les cellules en « étoile double » sont capables d'envoyer leur pigment dans l’une ou l’autre de leurs arborescences ou dans les deux. Dans certains cas (qui concernent jusqu'à présent uniquement des mélanophores) j'ai observé que tout le pigment était contenu dans la tige intermédiaire, où se trouvait aussi le noyau.
Je n'ai jamais rencontré que dans la queue des larves d'Urodèles ces curieuses cellules en étoile double dont le rôle m'échappe complètement. Elles sont d’ailleurs plus faciles à étudier sur les mélanophores que sur les guanophores, qui la présentent plus rarement.
Anastomoses des guanophores entre eux.
Jusqu’à présent, je n'ai parlé des guanophores que comme des éléments isolés. Mais ils forment fréquemment entre eux des anastomoses.
Dans la peau ventrale des Anoures, ils se groupent par trois ou quatre autour des glandes et les entourent d’un réseau pigmentaire plus ou moins compliqué.
Dans le péritoine des Anoures et des Poissons, dans la peau de ces derniers, ils forment des réseaux très étendus, à mailles lâches ou serrées, mais dont les éléments restent en général bien reconnaissables.
Enfin dans le derme ou dans le péritoine de certains Poissons, parfois dans les deux, ils forment une couche dense,
214 JACQUES MiLLOÏ
épaisse, absolument continue, depuis longtemps décrite sous le nom de sératum argenteum où d’argenture, et qui donne aux animaux leur aspect brillant et métallique. Les guanophores arrivent ici à un état de fusion maxima dans lequel aucune limite cellulaire et même aucun noyau ne sont plus visibles, de sorte que les anciens auteurs avaient refusé de reconnaitre à cet amas de cristaux une origine cellulaire. Comme on le verra plus loin, l’étude du développement de l'argenteum m'a montré qu'il avait pour point de départ des cellules d'abord isolées, : puis anastomosées en réseau. Les mailles de celui-ci, de plus en plus serrées, finissent par disparaitre ; la fusion devient complète entre les guanophores. Dans certains cas (argenteum dermique de Trachinus vipera, région dorsale) le développement s'arrête au stade du réseau (Planche XII, fig. 1).
I! ne faut pas prendre pour des cellules anastomosées des figures qu'on observe fréquemment chez le têtard et qui consistent dans l'union, par un prolongement plus où moins épais, de deux éléments nucléés, symétriques. Comme je le montrerai au chapitre II, il s’agit là d’attitudes en rapport avec la cytodiérèse. Les figures que Batrowirz a décrites chez Trachinus vipera sous le nom de « cellules en biscuit » me paraissent, contrairement à l'opinion de l’auteur, devoir être interprétées de la même façon.
Taille
Les auteurs qui ont mesuré les cellules pigmentaires ont exprimé la taille de celles-ci par la longueur de leur plus grand diamètre. Aussi là comparaison des chiffres devient-elle un peu arbitraire lorsqu'il s'agit d’un élément arborescent et d’un élément arrondi et n'exprime-t-elle pas le rapport des volumes. C'est dans cet esprit qu'il faut interpréter les chiffres fort variables qu'on obtient en mesurant les guanophores dans les diftérentes espèces.
Je me contente de citer ici quelques chiffres personnels, parmi les plus représentatifs, exprimant la longueur du diamètre moyen des guanophores. Mes résultats ne concordent pas toujours avec ceux des auteurs ; dans certains cas, les différences
sont telles que je crois qu'il faut les attribuer à une erreur de typographie.
Poissons : peau de Triglus lucerna, environ 10 4 de diamètre. peau de B/ennius pholis, 16 à 18 u.
péritoine de Siphonostoma typhle, 60 y.
péritoine de Gadus luscus, 80 1.
Batraciens : péritoine de pad cristalus, plus de 100 u. peau de Hyla arborea, 14 à 25 u.
peau de tètard de Rana Rs a, 14 à 30 u.
Reptiles : peau d'Emys orbicularis, 30
Noyaux
A l'état frais et sur Les préparations montées sans coloration le noyau d’un guanophore est le plus souvent visible sous la forme d’une zône elaire, ovalaire, où le pigment paraît moins dense qu'ailleurs et qui a été signalée par Poucuer sous le nom de « perforation ovalaire » (Planche IX, figure 7). Celle-ci disparait lorsque l'élément est contracté au maximum. Dans des cellules en expansion et très aplaties (telles qu’on Les rencontre dans le péritoine), il ne faut pas confondre la zône nucléaire avec l’espace extra-cellulaire de taille comparable que circonscrivent quelquefois deux prolongements courts, anastomosés entre eux. La zône nucléaire est presque toujours parsemée au moins de quelques cristaux.
Le noyau est en général aplati, comme la cellule elle-même. Il n’est pas toujours central, et, dans les formes arborescentes, peut occuper la base d’un prolongement. Maïs son grand axe coïncide presque toujours avec celui de là cellule.
La taille du noyau varie naturellement selon Les espèces et les tissus considérés comme on peut s’en rendre compte par ces quelques chiffres : 4 |
Peau de la plupart des Poissons, 3 à 5 4.
Péritoine de Siphonostoma typhle, 10 à 12 y.
Peau des Anoures, 5 à 8 nu.
Péritoine des Urodèles 20 à 25 y.
Ecailles d'Emys orbicularis, 5 à 8
La grande majorité des guanophores ne contient qu'un seul noyau. Les cellules binucléées peuvent très souvent être consi-
dérées comme des éléments pour lesquels la division protoplasmique subit un retard sur la division nucléaire ; le fait est particulièrement facile à prouver chez les Batraciens. Chez les Poissons, les auteurs décrivent des guanophores à plusieurs noyaux (jusqu'à six, Poucaer). Pour ma part, chez les jeunes alevins, je n’ai jamais vu que des formes uninucléées ; chez les adultes, les cellules possédant plus de deux noyaux m'ont paru tout à fait exceptionnelles.
Lorsqu'on l’étudie après une coloration convenable, le noyau du guanophore se présente sous deux aspects différents :
1° la membrane nucléaire et un gros nucléole nucléimien accompagné ou non d'un nucléole plus petit, apparaissent seuls colorés ;
20 le noyau apparait parcouru par un réseau chromatique anguleux à épaississements nodaux, et dont les branches sont quelquefois épineuses. Le nucléole manque assez fréquemment.
Ces deux aspects, qu'on rencontre dans un même tissu et dans des cellules ayant des caractères morphologiques identiques, me paraissent moins caractériser deux types différents de guanophores que deux aspects fonctionnels d’une seule catégorie d'éléments. |
Cristaux
Les cristaux de guanine ont été très peu étudiés. Les descriptions tout à fait insuffisantes qu’on en trouve dans la littérature ne s’accompagnent d'aucune figure, et aucun auteur n’a fait jusqu'à présent la revue de ces corps figurés en considérant la variabilité de leur taille, de leur forme, etc., suivant les groupes zoologiques considérés. La seule difficulté de leur étude consiste dans leurs dimensions très réduites qui obligent à se servir des plus forts grossissements et par conséquent à obtenir des préparations suffisamment minces. On peut les examiner soit sur des étalements, soit dans des dissociations. Les étalements ont l'avantage que les cristaux y conservent leur place et leur orientation à l'intérieur des guanophores. Par contre les dissoclations permettent d'examiner la forme de chaque cristal et ses dimensions. En râclant la face interne de l'opereule ou le péritoine de certains Poissons, la peau ventrale de certains
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Anoures, on obtient des préparations satisfaisantes. Un bon procédé aussi consiste à ouvrir l'œil de l'animal qu'on étudie, à en isoler la choroïde et l'iris et à les écraser dans un peu d'eau entre lame et lamelle. Chez les Anoures, la faible taille des cristaux et leur grande abondance à l'intérieur de chaque guanophore rendent la pratique des dissociations indispensable.
Les cristaux libérés sont le siège de mouvements browniens très vifs qui se traduisent par des oscillations irrégulières et par de brusques variations d’éclairement. Tantôt un cristal parait brillant, irisé, tantôt il est à peu près invisible, selon l’angle sous lequel le frappe la lumière. L'ensemble a un aspect scintillant tout à fait particulier.
La tulle des cristaux est comprise entre 0,5 uw et 20 uv. Elle est à peu près constante et très petite (0,5 u à 1,5 u) dans la classe des Batraciens, toujours supérieure mais très variable suivant les espèces chez les Poissons. De 1,5 x à 2 u chez Zeus faber, Syngnathus acus, elle oscille Le plus fréquemment entre 2et 6 (Blennius, Crenilabrus, Gadus, Gasterosteus, Salmo, Carassius). Chez Alburnus lucidus les cristaux des écailles atteignent 20 uw. Chez les Reptiles, pour les espèces que j'ai examinées tout au moins, on trouve dans une même cellule des cristaux dont la taille, très inégale, est comprise entre 1 et 5 u.
L'aspect sous lequel se présentent les cristaux à l’observation microscopique varie suivant les groupes zoologiques considérés ; les figures diverses qu'on rencontre dans une même cellule et qui se. rapportent à un certain nombre de types correspondent aux différentes faces d'une même forme cristalline. Celle-ci est constante pour un animal donné, quel que soit le tissu ou l'organe considérés (œil, peau, péritoine).
Je trouve inutile de décrire les figures que j'ai observées, et je renvoie à la planche XI de ce travail qui en donnera, je pense, une idée plus claire qu'aucun texte ne saurait le faire. On constatera en examinant mes dessins que chacun des trois groupes zoologiques étudiés présente un ensemble de ‘types qui diffère de celui des deux autres. Uhez Les Poissons, il existe une prédominance frappante de formes allongées. Chez les Batraciens, on ne rencontre que des formes courtes, dont les
deux plus grandes dimensions sont subégales, Chez les Reptiles, | 19
978 JAUQUES MILLOT
on trouve à la fois des formes courtes et des formes longues, dont certaines leur paraissent personnelles.
La détermination des cristaux (!) est impossible à cause de leur trop petite taille chez les Batraciens et chez les Reptiles.
Chez les Poissons, les cristaux de guanine appartiennent dans la plupart des cas au système cubique. Chez certaines espèces (Zeus faber, Lophobranches) on observe en assez grand nombre d'autres cristaux très biréfringents, appartenant par conséquent à un système différent, mais que leurs faibles dimensions rendent indéterminables.
L'aspect des cristaux est le même chez la larve et chez l’adulte. Les guanophores jeunes contiennent de petits grains dont il est impossible, même aux plus forts grossissements, d'identifier la structure. Mais aussitôt que celle-ci devient visible, dans la cellule plus évoluée, on retrouve les formes habituelles caractéristiques de la classe à laquelle l'animal appartient.
Il résulte de ces notions que.s'il est impossible de rattacher un cristal à une espèce ou à un genre donné, il est par contre en général facile de dire s'il appartient à un Poisson, à un Batracien où à un Reptile. Ce fait était intéressant à signaler.
Ces différences n’autorisent cependant pas à affirmer qu'il s'agit de corps chimiques différents.
L'orientation des cristaux dans les cellules est variable, D'une façon générale, ils sont plus régulièrement ordonnés dans les prolongements que dans le corps de la cellule, et leur orientation est d'autant mieux visible qu'ils sont plus allongés (Planche XI, Figure 5). Ainsi chez les Batraciens, le guanophore apparait bourré de petits cristaux répartis sans ordre et prend un aspect congelé, « figé », selon l'expression de Leyni6. Cependant les fines ramifications des éléments arborescents contiennent des cristaux disposés bout à bout en rangées parallèles. Chez les Poissons, Les guanophores étoilés présentent une disposition radiaire tout à fait nette des cristaux dont les files convergent en général Vers le centre cellulaire, Bazcowrrz (1913) signale chez Trachinus vipera un aspect particulier des guanophores dont la
(!) de tiens à remercier M:le Professeur Wazceranr qui à bien voulu examiner mes préparations,
couche périphérique parait parcourue de fines stries, à cause de l'orientation radiaire de ses cristaux. Chez les Reptiles, la disposition de ceux-ci est variable, tantôt ordonnée, tantôt sans ordre.
Les cristaux ne demeurent pas toujours isolés. [ls peuvent s’accoler longitudinalement par paquets de trois où quatre pour former de petits corps d'aspect stratifié, décrits par BaLzLowrrz chez Perea et Acerina. I est probable que les striations qui avaient été signalées comme un aspect structural de certains cristaux doivent être interprétées comme des accolements de plaquettes particulièrement minces.
Toutes ces formes cristallines, lorsqu'on les examine au microscope, en lumière naturelle et sur des préparations fraiches de peau ou de péritoine, brillent d’un merveilleux éclat : les guanophores prennent les colorations les plus vives ; tantôt ils sont bleu foncé, tantôt roses ou violets ; Les teintes se maintiennent jusqu'à la mort de la cellule. Sur les préparations montées, examinées en lumière directe, les guanophores ont une couleur brunâtre, d'autant plus foncée que le pigment y est plus dense. Mais les cristaux isolés examinés à l'immersion dans des cellules fortementaplaties, où ils ne sont guère disposés qu'en une seule couche, sont toujours incolores, Les couleurs qu'ils présentent dans les tissus vivants sont done des couleurs physiques ou structurales.
Chez les Vertébrés inférieurs, il faut attribuer aux guanophores :
l'éclat doré ou argenté des téguments,
la coloration blanche mate,
les colorations verte et bleue, produites par une action combinée des trois pigments irisanf, jaune et noir, en l’absence de pigment vert ou de pigment bleu qu'aucun histologiste n'a signalé chez ces animaux,
Trois théories principales ont tenté d' expliquer le mécanisme physique de ces colorations :
la théorie de la cérulescence de Poucaer qui tache la coloration à des propriétés particulières des tissus, de l’ordre de la fluorescence, et qui est abandonnée aujourd’hui ;
la théorie des milieux troubles (Brückr, ManbouL) qui fait inter-
venir la diffraction de la lumière par des granules (pigmentaires ou non) contenus dans les téguments ;
la théorie de l'interférence (nombreux auteurs) qui attribue aux cristaux de guanine les propriétés des lames minces.
T1 semble, d'après les travaux qui ont paru sur cette question, qu’il faille admettre à la fois ces deux dernières théories pour pouvoir rendre compte de tous les faits. Je n'ai rien à signaler ici de personnel ; et pour ce problême, qui est surtout d'ordre physique, je me contenterai de renvoyer aux articles de Max-
pou, de Fucus et de Scamipr.
. Protoplasma
Pour étudier le protoplasma des guanophores, on peut d’abord l’examiner sur des préparations fraiches. Je me suis servi du procédé indiqué par BazLowrrz et qui consiste à 1mbiber de sérum physiologique un petit fragment de tissu étalé sur une lame, à le recouvrir d'une lamelle et à luter ensuite à la cire Les cellules pigmentaires restent vivantes plusieurs heures, et leurs mouvements sont parfaitement visibles.
Bazcowirz, en appliquant cette technique aux sn des Poissons osseux a observé dans leurs chromatophores les courants granulaires dont ils sont le siège et qu'il attribue à la structure très particulière de leur protoplasma. Pour lui, un mélanophore, un lipophore où un guanophore sont constitués par une armature protoplasmique de canaux radiaires anastomosés dont les parois contractiles font se déplacer les grains de pigment qu'ils contiennent. La cellule elle-même a une forme fixe, invariable ; lors de la rétraction, ce sont seulement ses « prolongements pigmentaires » qui se raccourcissent ; lors de l’expansion c'est toujours dans une voie préformée que s'engage le pigment. Les mouvements sont plus ou moins rapides, selon la cellule qu'on considère. Chez les guanophores, ils sont lents, quoique visibles ; chez les mélanophores, au contraire, la contraction peut être presque instantanée.
J'ai fait à Roscoff, sur des espèces variées, des observations qui confirment dans leurs grandes lignes les descriptions — et Ja théorie — de Bazcowrrz. Comme de je remarque que deux
états d'expansion successifs d’une cellule sont rigoureusement identiques, quant à la direction et à la forme des prolongements et je refuse aux cellules pigmentaires du derme un pouvoir amiboïde ; mais j'ai été moins frappé que lui par la régularité d’une disposition radiaire des grains dans les cellules. Dans beaucoup de guanophores, les cristaux m'ont semblé disposés comme au hasard et les travées protoplasmiques bien peu visibles ; sans doute Les objets choisis par l’auteur étaient-ils particulièrement favorables, et doit-on se garder de trop généraliser les phénomènes qu'ils présentent.
En tous cas, les faits que j'ai observés sur les Poissons ne s'appliquent en aucune façon aux Batraciens. Pour ceux-ci l'étude de préparations fraiches ne renseigne pas sur la structure protoplasmique des guanophores qui sont des cellules très chargées de pigment, peu mobiles, et j'ai dû utiliser exclusivement pour examiner cette structure des étalements ou des coupes dépigmentés.
Pour dissoudre la guaniné, j'ai préféré aux acides minéraux étendus, recommandés par nombre d’auteurs, l'acide picrique ou le formol ordinaire ; leur acidité est suffisante pour détruire rapidement les cristaux et leur action sur les tissus m'a paru moins nocive. Mais la méthode la plus élégante consiste à colorer la préparation par l'hématoxyline ferrique. Le passage dans l’alun de fer débarrasse les guanophores de leur contenu et ils apparaissent alors à faible grossissement sous la forme de grands éléments clairs, homogènes, presque transparents, qu'avec un peu d'habitude on arrive à reconnaître au milieu des autres cellules. Get aspect est particulièrement net sur les étalements, mais c’est là aussi malheureusement où la coloration et le repérage sont particulièrement di'ficiles.
Sur des préparations de peaux de Batraciens colorées à l’éosine, j'ai pu observer quelquefois les particularités suivantes : Le protoplasma d'un guanophore présente une structure finement alvéolaire qui correspond de façon évidente à la présence et à la disposition des cristaux, de sorte qu'on obtient une sorte de « négatif » de la cellule pigmentée. L'arrangement des mailles du réseau protoplasmique ne m'a jamais paru traduire une orientation définie des grains, autour d’un centre cellulaire par
exemple.
Je n'ai jamais rencontré dans ces cellules d’enclaves d'autre nature que les cristaux de guanine.
Enfin je n'ai pas pu non plus mettre de chondriome en évidence dans les guanophores et je n'ai pu trouver aucun renseignement bibliographique à son propos.
Innervation
Je n'ai pas été plus heureux que mes devanciers et je n'ai observé jusqu’à présent aucune figure démonstrative des terminaisons nerveuses en rapport avec les guanophores. La question demeure donc ouverte de savoir si elles existent et si elles sont comparables à celles des mélanophores, depuis longtemps bien connues et décrites. |
NOMBRE ET RÉPARTITION DES GUANOPHORES
J'ai déjà signalé au début de ce travail que la présence de dépôts de guanine dans les tissus est un phénomène très général, ou que, du moins, l’on observe dans des groupes très éloignés (') (Annélides, Arachnides, Mollusques, Poissons... ). Il est malheureusement encore trop tôt, la description des cas particuliers étant loin d’être terminée, pour essayer d'établir un lien entre des faits dont la modalité ainsi que la signification fonctionnelle sont probablement très différentes selon qu'il s’agit de Vertébrés ou d'Invertébrés.
Mais déjà l'étude comparative de l'abondance et de la réparüition des guanophores chez Les Vertébrés inférieurs m'a conduit à des concordances assez suggestives et à quelques notions générales.
.() I peut même se produire exceptionnellement chez certains Mammifères. Vincnow à décrit chez le Porc une affection particulière, la goutte à guanine, caractérisée par l'apparition de guanine dans l'urine de l'animal et par le dépôt de ce corps sous forme cristalline dans les Üissus.
En ce qui concerne l'abondance du pigment purique, il est indiscutable que celle-ci décroit à mesure qu'on s'élève dans la série des Vertébrés. Cette diminution porte non seulement sur le nombre des cellules, mais aussi sur leur répartition, puisque certains des tissus qui contiennent des guanophores chez les Poissons en sont complètement dépourvus chez les Reptiles. Etudions par exemple le péritoine.
Chez les Reptiles, les séreuses ne contiennent que des mélanophores, tout au moins dans les espèces que j'ai étudiées, Je n'ai d’ailleurs trouvé aucun renseignement bibliographique-à ce sujet.
Chez tous les Batraciens, le péritoine ne montre des cellules à guanine que dans la région antérieure : malgré d'assez fortes variations individuelles ou d'espèces, je n’ai jamais vu ces cellules s'avancer au delà de la région latérale.
Enfin chez la plupart des Poissons le péritoine présente des guanophores dans toute son étendue; de plus, certains organes ou tissus profonds sont constamment envahis par eux (vessie natatoire, méninges) et ils peuvent, ce qu'on ne voit jamais chez les Batraciens ou les Reptiles, former une gaine autour de certains vaisseaux.
Un autre fait général (") chez les Vertébrés inférieurs consiste dans la présence plus abondante du pigment purique à la face ventrale qu’à la face dorsale du corps. Cette remarque s’applique aussi bien au revêtement externe qu'aux organes profonds ou aux séreuses, aussi bien aux espèces tropicales qu'aux animaux européens. Quant à la pigmentation des faces latérales, son abondance diminue toujours à mesure qu'on se rapproche de la colonne vertébrale.
Pour le moment, je dois me contenter de mettre en évidence la netteté et la généralité de cette disposition, sans pouvoir en
donner d'explication.
. Etude dss localisations
Je n’entreprendrai pas la description des diverses figures — souvent remarquablement fixes pour chaque espèce et par cela
(‘) Les exceptions sont très rares (quelques Urodèles et Reptiles),
même utilisables en systématique — que la répartition des pigments dessine sur le corps des animaux. La signification de ces taches, de ces bandes, curieusement disposées quelquefois, n’intéresse pas directement la question du pigment.
La pigmentation et le dessin d’une région de la peau sont des
caractères qui lui appartiennent en propre et qui semblent résulter de la réalisation de ses tendances ontogénétiques particulières. Les expériences de Wriéc (1913) ont en effet montré qu'un fragment cutané ventral de Salamandre greffé sur Le dos d’une autre Salamandre garde intacts sa couleur et son dessin. Un fragment de peau d’Axolotl noir transplanté sur un Axolot] blanc garde sa coloration (il faut remarquer cependant que dans l’expérience inverse le greffon apigmenté est progressivement envahi par la mélanine). Enfin lorsqu'on transporte un fragment de peau d'une larve sur ‘une autre larve, le greffon se métamorphose en même temps que le porteur, mais en prenant la coloration qu'il aurait eue sur Le sujet auquel il à été emprunté. On voit par ces quelques exemples l'intérêt d'une question fort complexe et encore assez mal connue.
Je ne parlerai donc que des localisations tout à fait générales de la guanine.
Chez les Vertébrés inférieurs le pigment purique est principalement localisé dans l'œil, dans les téguments, dans les séreuses.
Dans l'œil, on trouve des guanophores au niveau de la choroïde et de l'iris aussi bien chez les Poissons et chez les Batraciens que chez les Reptiles.
On sait que Le stroma irien se compose d'une zône vasculaire et musculaire, profonde, et d'une zône pigmentée, superficielle, qui contient deux couches de chromatophores. Les mélanophores forment une bande continue, une sorte d'écran au devant duquel sont disposés plus irrégulièrement des guanophores et des lipophores. Ces derniers ne sont séparés de la chambre antérieure que par une mince assise endothéliale : ils donnent à l'œil de certains animaux (Batraciens) un très bel éclat métallique où un aspect moucheté d'or.
Chez certains Poissons, on trouve également de la guanine dans l'épithélium rétinien (Künnx et Sewazz, 1880). Personnelle-
ment je n'ai jamais pu confirmer le fait. Quoi qu’il en soit, il ne s’agit pas là de véritables guanophores, mais sans doute de simples cellules « pigmentées » suivant la distinction que Pre- NanT à établie (") et qui oppose aux chromatophores pour lesquels . l'élaboration du pigment représente la finalité normale, les cellules « pigmentées » chez lesquelles la présence d’enclaves pigmentaires est anormale et accidentelle.
En ce qui concerne les téguments, je vais, à titre d'exemple, exposer avec quelque détail la topographie du revêtement cutané chez la grenouille, en insistant sur la localisation des cellules à guanine.
L'épiderme, composé de cinq à six assises de cellules, dont une seule représente Le s/ratum corneum, peut contenir de nombreux mélanophores dans sa couche germinative ; on n'y trouve Jamais de guanophores, comme je l'ai déjà indiqué.
Une basale, qui parait bien être quelquefois perforée par le prolongement des mélanophores, mais à travers laquelle je n’ai jamais vu passer de prolongements de guanophores, sépare la couche germinative du derme. On peut distinguer dans celui-ci une couche superficielle, le s/ratum spongiosum et une couche profonde ou stratum compactum.
Dans Le s/ratum spongiosum se superposent une couche glandulaire et une couche vasculaire sus-jacente. La couche vasculaire, riche en vaisseaux sanguins et en lymphatiques, traversée en outre par les conduits excréteurs des glandes, contient de nombreuses cellules pigmentaires : mélanophores. lipophores, guanophores, dont les rapports seront précisés plus loin. D'une façon générale, ces cellules sont aplaties parallèlement à la basale, qu'elles doublent, et tapissent la face supérieure de la glande, enserrant étroitement la base du col (Planche IX, figures 7 et 8 et Planche XII, figure 2).
La couche glandulaire contient quelques mélanophores ; je n’y ai jamais rencontré de guanophores.
Enfin le sfratum compaclum, avasculaire, est aussi apigmenté.
Au-dessous du derme, un tissu sous-cutané que la présence
() Traité d'Histologie, tome F, p. 587.
de sacs lymphatiques réduit presque toujours à deux minces feuillets doublant les parois endothéliales de ces dernieïs, unit la peau aux plans profonds osseux ou musculaires. La lamelle la plus superficielle de ce tissu, qui est élastique, lâche et vasculaire, contient de très nombreux guanophores, accumulés en une couche dense, presque continue, au moins dans la région ventrale à laquelle elle contribue à donner un aspect blanc caractéristique.
I faut signaler que ces guanophores ne se trouvent séparés de l'espace lymphatique que par une mince assise de cellules endothéliales. |
Chez les autres Batraciens, la répartition des guanophores dans la peau est essentiellement la même. Bien entendu, l’absence de sacs lymphatiques chez les Urodèles fait que les guanophores contenus dans le tissu sous-cutané recouvrent presque immédiatement les muscles.
Chezles Poissons et chez les Reptiles, leur disposition est aussi tout à fait comparable. Il existe chez Cottus bubalis, par exemple, une couche très développée de guanophores sous-cutanés qui revêt les muscles d’un véritable argenteum et souvent-leur reste adhérent quand on écorche ce Poisson. Chez les animaux écailleux, le derme, qui contient comme chez les Batraciens une couche de cellules à guanine et de lipophores superposée à une couche de mélanophores, pénètre dans chaque éeaille, y forme soit une papille, soit un repli : dans ce dernier cas, il existe deux assises de cellules pigmentaires, correspondant aux deux faces de l’écaille.
Chez les Poissons, la face interne de l'opereule est presque constamment tapissée d'une lame brillante formée de guanophores accumulés.
Le péritoine pariétal antérieur des Poissons et des Batraciens contient toujours des guanophores, exception faite pour la Salamandre adulte.
Chez les Batraciens, leurs variations quantitatives suivant les espèces sont relativement faibles. Ils forment d'ordinaire un réseau à larges mailles qui se résout en cellules isolées et de plus en plus rares à mesure que l'on gagne les régions latérales,
Chez les Poissons, leur abondance est beaucoup plus variable. Dans quelques genres (Gadus, Merlucius, S'almo...) ils ne sont guère plus abondants que chez les Batraciens. Dans d'autres, au contraire (Esox, Carassius), ils forment une couche opaque, dont les éléments constitutifs ne sont plus reconnaissables et qui revêt le péritoine tout entier. Entre ces cas extrêmes on trouve tous les intermédiaires, sans que la gradation corresponde aucunement à une classification zoologique.
J'ai déjà dit qu'il n'existe pas de guanophores péritonéaux chez les Reptiles. J'ajouterai que chez aucun des Vertébrés inférieurs que j'ai étudiés, je n'ai trouvé de pigment purique dans le mésentère.
Malgré la présence tout à fait générale des guanophores chez les Vertébrés inférieurs, il existe quelques cas où leur absence a été signalée, soit comme un phénomène pathologique, soit comme une particularité de certaines espèces.
Parmi les Poissons, il semble bien que le genre Helmichthydes ne possède jamais de cellules à guanine. Celles-ci manquent — anormalement — chez certains exemplaires de Sa/mo fario, Squalus cephalus, Chondrostoma. Cette absence « pathologique » a été signalée par von Srerorn (1863) sous le nom d'alampic.
Chez les Batraciens dits albinos (je crois que dans ce groupe l’absence de pigment n’est jamais absolue) on observe une diminution du nombre des guanophores comparable à la diminution du nombre des mélanophores.
Ewazo et KrükrexsenG (1883) n'ont pas trouvé de pigment purique chez le Protée, animal comme on sait normalement privé de mélanophores. |
L'Axolotl a toujours passé pour être complètement dépourvu de pigment purique. J'ai done recherché soigneusement les guanophores chez cet animal, dans les régions qu'ils occupent habituellement chez les autres Urodèles. Je n’en ai pas trouvé dans la peau ; par contre, j'en ai vu d’indiscutables dans le péritoine, sous forme de minces trainées eristallines ayant un reflet verdâtre assez particulier et que j'ai pu faire briller sur fond noir. |
En ce qui concerne les Reptiles, Scawinr (1917) signale l'absence de guanophores chez Voeltzhowia, Feylinia, Acrocordus
et chez les Typhlopides. Il remarque que tous ces formes sont fouisseuses, de type aberrant, et conclut à une influence du genre de vie sur l’abondance des cellules à guanine. La rareté de ces espèces empêche malheureusement qu'on puisse se les procurer comme matériel d’expérimentetion.
CHAPITRE"TIT
FORMATION DES GUANOPHORES
Jusqu'à un récent article de Scamipr, il n’existait sur l’origine et sur le développement des guanophores que les notions les plus erronées. Les quelques auteurs qui s'étaient occupés de la question, frappés sans doute par une certaine analogie de coloration entre la guanine — souvent brunâtre en lumière directe — etla mélanine, se sont efforcés d'établir une filiation entre les deux types de cellules pigmentaires. Ils considéraient les guanophores tantôt comme l'origine, tantôt comme l'aboutissant des mélanophores.
C’est ainsi qu'Exrman (1896) interprète les ceilules à guanine comme provenant du bourgeonnement des mélanoblastes, que Konis (1889) décrit une sorte de vieillissement du pigment mélanique aboutissant à une coloration grisâtre, à une fonte partielle du contenu des cellules qui les transforme en guanophores. Pour Reixke (1894), au contraire, les « cellules grises » sont des mélanophores jeunes, bien qu'il avoue n'avoir pas vu souvent de formes de passage. Enfin un autre groupe d’auteurs considère les pigments comme capables de se transformer les uns dans les autres sous l’action de la nourriture (vox Wirricu (1851), Tonnier (1908)), ou sous l’action de la lumière (Secr- Rov (1909)).
On peut s'étonner que les caractères chimiques si tranchés, si profondément différents des divers pigments n'aient pas gardé les auteurs de semblables erreurs. La simple observation histologique pouvait déjà les mettre en défiance contre des hypo-
thèses hasardeuses : le fait, sur lequel j'insisterai plus loin, que les mélanophores apparaissent toujours avant les guanophores, suffisait, par exemple, à ruiner la théorie qui les en fait dériver.
ScaMipT, dans un travail paru en 1921 dans les Anatomische Hefte, mais qui, du fait de la guerre, ne fut reçu qu'en mai 1922 à la Bibliothèque de la Faculté, présente le fruit de ses recherches sur le développement des guanophores. Lorsque je l'eus entre les mains, j'étudiais depuis deux ans, sur un matériel très abondant, la formation des cellules pigmentaires chez les Poissons et chez les Batraciens; j'étais déjà en possession des résultats que j'expose ici, et que je n’avais pas voulu publier prématurément. Mon regret d'avoir été devancé ne m’empêche pas de reconnaître les qualités d’un travail que je confirmerai en grande partie. Les faits nouveaux que j'apporte me permettent cependant de concevoir d'une façon un peu différente, et plus complète, la formation des cellules à guanine.
Je crois être Le premier à avoir étudié l'apparition et Le développement des chromatophores sur des séries de divers têtards ininterrompues depuis l’œuf jusqu'à la métamorphose, car Scaminr, dans son article sur les guanophores jeunes, Les étudie chez un têtard de 30 mm. dont, comme je le dirai, le pigment purique est apparu depuis longtemps. J'ai fait des séries analogues de larves d’Urodèles et d’alevins, de sorte que je possède à l'heure actuelle un millier de préparations concernant Rana temporaria et esculenta, Bufo vulgaris, Alytes obstetricans, Triton palmatus, Salmo lacustris, qui forment un matériel fort complet, où le développement des pigments se lit dans tous ses détails.
Je reviendrai au chapitre suivant sur la technique que j'ai employée, mais je signalerai ici les difficultés que l’on rencontre à étudier l'apparition des guanophores.
En premier lieu, la petite taille des éléments jeunes et surtout des cristaux que ceux ci contiennent les rend très difficiles à voir. Ces éléments, incolores, échappent souvent à l'examen des étalements ayant une certaine épaisseur et ne sont guère décelables qu'à l’aide d'un microscope polarisant ou par l’exploration totale des tissus à de très forts-grossissements. En outre, leur pigment est extrêmement sensible aux traces d’alcalis et
surtout d'acides qui sont normalement contenus dans les produits courants (par exemple le baume du Canäda). Il faut donc employer des réactifs strictement neutres, sous peine de voir se dissoudre les cristaux qui permettent seuls de distinguer un guanophore dé toute autre cellule ramifiée du même tissu.
Au point de vue de leur développement, je suis obligé d’étudiet séparément, d'une part les guanophores des Poissons, d'autre part ceux des Reptiles et des Batraciens.
Ces derniers proviennent le plus souvent de la différenciation d'éléments mésenchymateux dont ïls gardent, du reste, au moins un certain temps la forme allongée et finement ramifiée (Planche IX, figure 3). Il est impossible, dans l'état actuel de nos connaissances, de distinguer avant l'apparition du pigment la cellule qui va se charger de guanine d'une cellule conjonctive banale avoisinante ; aucune technique ne m'a révélé jusqu'ici de stade pré-pigmentaire comparable par exemple à celui que J. Verne a déerit (1921) pour les chromatophores des Crustacés. L'application des méthodes mitochondriales ne ma donné aucun résultat. On peut donc, le fait est assez rare pour être signalé, ranger les cristaux de guanine parmi les enclaves cellulaires qui ne proviennent pas du chondriome.
Le futur guanophore se charge de pigment d'une facon absolument particulière. Alors que l’on peut voir se pigmenter pour ainsi dire grain par grain la cellule conjonetive qui donnera le mélanophore, et que, dans une même préparation, on rencontre tous les intermédiaires entre le jeune élément caractérisé par les quelques grains noirs de ses prolongements et la cellule adulte bourrée de mélanine, la recherche la plus minutieuse né permet pas de remonter, pour les guanophorés, au delà d'un stade où toute l'étendue de leur protoplasma est régulièrement pigmentée ; les plus jeunes présentent des cristaux peu denses, il est vrai, mais disséminés à la fois dans leurs prolongements et autour du noÿau, dont ils dessinent le contour. Tout se passe conne si, à son stade pré-pigmentaire, la cellule élaborait dans son protoplasma une solution de güanine capable à un moment donné de eristalliser brusquement.
On peut, sinon affirmer, du moins présenter conime une hypothèse très vraisemblable, le rapport qui existe entre la brusque
et abondante apparition de la guanine et la nature cristalline de celle-ci. IL est regrettable que nous soyons mal informés de ce qui 8e passe dans les cellules à contenu cristallin, au moment de l'élaboration de celui-ci. Je crois qu'on ne peut citer à ce point de vue que les travaux de Pozicanp (*) sur la cellule hépatique, où l’auteur décrit la formation de cristaux d’hémoglobine aux dépens du chondriome. Il est intéressant de comparer ces observations aux miennes, puisqu'il en résulte que les cristaux peuvent se former dans les cellules suivant deux processus différents.
Un très jeune guanophore n’est donc pas caractérisé par la présence isolée de quelques cristaux, mais avant tout par sa faible taille et par la petite dimension des éléments eristallins qu'il contient (Planche IX, figures 2 et 8). Ceux-ci ont toujours l’aspect de grains, auxquels on ne peut reconnaitre de forme précise. À mesure que la cellule croît, son protoplasma, qui devient plus abondant et dont les prolongements s’épaississent, se charge de cristaux plus gros ét plus nombreux qui finissent par l’envahir complètement. La cellule est alors adulte et sa forme, qui ne rappelle plus l'élément initial, est très variable selon qu’on considère tel ou tel tissu.
La transformation qui, à partir d’une cellule conjonctive, aboutit au guanophore jeune, puis adulte, évoque l'idée d’une différenciation sur place. Cependant beaucoup d’auteurs (Lisr, Eigenwann, Girson, Prowazex, Loës) admettent que tous Les chromatophores naissent en des points particuliers de l'organisme, d'où ils essaiment ensuite dans les différents tissus. Non seule: ment je n'ai jamais vu de preuves de cette faculté migratrice des jeunes cellules pigmentaires, mais j'ai pu observer en chaque point où un animal présentera plus tard un amas unportant de guanophores, des éléments jeunes de plus en plus nombreux et de plus en plus évolués. Je crois donc à la transformation in loco d'une cellule conjonetive en cellule à guanine.
L'origine conjonctive des guanophores parait être la plus fréquente et la plus générale : c’est la seule que j'aie pu noter pour les larves d'Urodèles que j'ai eues à ma disposition ; c’est la seule que Scamipr admette dans tous les cas qu'il a examinés.
() G. R. Société de Biologie 1911 et Bibliogr. Anat., t. XII, 1912,
Signalons à ce propos que la plupart des auteurs allemands reconnaissent aux mélanophores une origine unique, conJonctive. Cependant Prenanr (') a donné, à plusieurs reprises, des preuves de la pluralité de leurs provenances ; il est incontestable qu'ils peuvent dans certains cas dériver des leucocytes — et je possède pour ma part des préparations de Batraciens fort convaincantes à ce point de vue que ce n'est pas le lieu de décrire ici et que j'utiliserai plus tard.
Pour ce qui est des guanophores, chez les Anoures tout au moins, je crois pouvoir affirmer également la possibilité d'une origine leucocytaire. On voit en effet dans maintes préparations de têtards, en opposition avec les formes conjonctives que j'ai décrites plus haut, d’autres jeunes cellules à guanine, régulièrement ovalaires et munies tout au plus d’un prolongement court, non ramifié, qui donne un peu à l'élément l’aspect d’une graine au début de sa germination (Planche IX, figure 1). A un stade plus avancé, la cellule, qui parait alors fixée, se ramifie davantage et sous sa forme adulte ne se distingue plus en rien du guanophore conjonctif évolué.
. La jeune cellule ramifiée et la jeune cellule arrondié ne me paraissent pas pouvoir représenter l’état d'expansion et de contraction d’un même élément. Il est probable qu’à ce stade de début les chromatophores ne sont pas encore contractiles, comme le fait d'ailleurs croire l'absence complète des formes de contraction chez les jeunes mélanophores. D'autre part, on rencontre côte à côte les deux aspects de guanophores jeunes, alors qu’en général, les cellules pigmentaires d’une même catégorie sont au même stade de contraction dans un territoire donné. Enfin la cellule ramifiée et la cellule arrondie semblentavoir des noyaux un peu différents, les noyaux conjonctifs étant de taille supérieure et moins colorables.
Si donc les jeunes guanophores arrondis paraissent être d'origine leucocytaire, il reste à montrer commentils se pigmentent et de ie lieu ils proviennent ; leur relative rareté et le fait que je n’en ai jamais vu dans les vaisseaux rendent la question assez difficile.
() C. R. Association des Anatomistes, 1909 et Thèse de médecine D'Asvabouroya,
Les cellules à guanine des Poissons se développent d'une façon différente de celles des Reptiles ou des Batraciens. Alors que la majorité de celles-ci proviennent d’une cellule initiale ramifiée, les guanophores des Poissons (alevins de Sa/mo lacustris), même leurs formes très jeunes, ont toujours l'aspect d’une couronne de grains entourant presque régulièrement un grand noyau ovalaire ou arrondi (Planche IX, figure 4). La couronne est quelquefois simple, le plus souvent double ou triple. Elle se compose de cristaux déjà gros, de taille très irrégulière. Jamais je n’ai observé de formes jeunes munies de prolongements pigmentés. Le contour de la cellule est presque toujours ovalaire, quoique plus ou moins régulier. On rencontre souvent deux ou plusieurs de ces éléments jeunes côte à côte.
Après avoir montré comment les cellules à guanine peuvent naître par pigmentation d'éléments préexistants, je vais maintenant décrire la division de ces cellules qui sont malgré leur différenciation apparente capables de se multiplier activement ('). <
Cette division peut être soit directe, soit indirecte.
La division indirecte des mélanophores était connue depuis longtemps (FLemminG (1890), Zimmermanx (1893), lorsque Scaminr (1921) décrivit pour la première fois celle des guanophores. À la vérité, on trouve dans la planche que FLemmie a jointe à son article, une cellule en division qui parait bien être un guanophore, mais que l’auteur n’a pas décrite comme tel, car il ne connaissait pas cette catégorie de cellules pigmentaires.
A part quelques particularités, dont certaines sont à rattacher à la présence du pigment, La division des guanophores est de type tout à fait classique (Planche X, figures 1 ct 2). Je me contenterai donc de signaler que, contrairement à la règle générale, les prolongements ne se rétractent pas toujours complètement au cours de la cinèse (je n'ai malheureusement pas pu observer ce qui se passe chez les Urodèles où ils sont très ramifiés) — que le centre cellulaire est en général peu visible — que, lors de la formation du fuseau, les cristaux sont rejetés à la
(1) On sait en effet qu'il existe une sorte d’antagonisme entre la différencialion et la multiplication. En règle générale, une cellule est d'autant moins capable de se diviser qu’elle est plus différenciée (Loi de PRENANT).
périphérie — enfin que souvent, mais non constamment, la division protoplasmique subit un retard considérable sur la division nucléaire, d’où la présence de nombreux éléments binucléés, présentant ou non un étranglement qui les sépare en deux moitiés symétriques (Planche X, figure 3).
Les figures de mitoses sont très rares. Deux ou trois seulement des préparations colorées que je possède (étalement de-la peau totale d’un têtard) en présentaient plus de six. Fait curieux, les autres cellules de l'animal y étaient aussi le siège d'une activité mitotique intense ; peut-être faut-il voir là un argument en faveur de la théorie qui admet l'existence de crises cinétiques périodiques auxquelles l'organisme entier serait soumis.
À la rareté des images de mitose proprement dites s'oppose, au moins chez les Anoures, la fréquence extrême des attitudes de division. Sous ce nom, je désigne des figures formées de cellules dont l’aspect et la disposition évoquent l’idée de division (Planche IX, figure 11 et Planche X, figures 3 et 11) : tantôt ce sont des éléments binucléés qui s'étirent et s'étranglent en leur milieu ; tantôt ce sont des cellules complètement séparées, plus ou moins ramifiées mais affrontées par deux faces planes, contiguës, parallèles et formant deux images en miroir, parfaitement symétriques ; tantôt ce sont des cellules de taille petite et régulière, groupées par amas de trois à dix, où même davantage, disposées en chainette ou en étoile, souvent reliées encore les unes aux autres, qui éveillent l'idée de divisions successives et rapprochées. Dans certaines préparations où les témoignages nucléaires de la cinèse manquent complètement, ces différents groupements sont pour ainsi dire la règle et le guanophore isolé l'exception, Aussi m'est-il venu à l'esprit de chercher si quelques-unes de ces figures ne devaient pas être rapportées à une division directe du noyau. J'ai été assez heureux pour rencontrer diverses images d’étranglement nueléaire qui ne laissent guère de doute à cet égard, Je crois done pouvoir affirmer que les guanophores des Anoures se multiplient également par division directe et par division indirecte, le premier procédé étant peut-être même le plus fréquent (Planche X, figure 11).
J'ai observé aussi, mais de façon exceptionnelle, un mode de division dont les aspects successifs peuvent se résumer ainsi. Dans une cellule, dont le noyau, pauvre en chromatine, contient
deux gros nucléoles, on voit ceux-ci s'écarter l’un de l'autre, Une cloison transversale, colorable comme la membrane nucléaire, et mince, se forme au milieu du noyau, qu'elle sépare en deux moitiés. Celles-ci s'arrondissent, s'écartent progressivement l'une de Pautre,de sorte qu'une bande protoplasmique pigmentée, d'abord très mince, puis épaisse, Les sépare. Enfin le protoplasma se divise à son tour (Planche X, figures 4, 5 et 6).
Chez les Urodèles, où les attitudes de division manquent complètement, je n'ai jamais trouvé de figures témoignant d'une division directe. La division indirecte parait encore plus rare que chez les Anoures. C’est par pigmentation que paraissent se former presque tous les guanophores.
Après avoir étudié La formation et la multiplication des guanophores, je voudrais ajouter quelques indications sur la destinée de ces cellules et la manière dont elles disparaissent après leur mort. Je traiterai cette question, entièrement neuve, d’après les observations que j'ai faites sur les Batraciens.
Chez le têtard et chez la très jeune Grenouille où les guanophores sont en plein développement, les formes d’altération sont tout à fait exceptionnelles dans les tissus d’un sujet sain.
Chez la Grenouille adulte en bon état, on ne rencontre de cellules désagrégées que dans une proportion qui correspond tout à fait au nombre, très faible, des formes jeunes de guanophores. Les cellules mortes disparaissent par phagocytose. Le phénomène indiscutable, mais difficile à voir, étant très discret, devient très aisé à observer dans certaines circonstances pathologiques ou expérimentales qui entrainent une altération en masse des guanophores d’une même région.
J'ai eu l’occasion d'examiner une grenouille, dont la peau était infestée par les kystes d’un Trématode que je n’ai pas pu malheureusement faire déterminer. Dans les zônes du derme avoisinant les parasites, les chromatophores et en particulier les cellules à guanine étaient profondément altérés. Autour de celles-ci, autour de leurs prolongements fragmentés, de leur pigmentépars, se trouvaient de nombreux éléments petits, arrondis, à noyaux excentriques, qui contenaient une quantité variable de cristaux de guanine. Ces images évidentes de phagocytose se répétaient autour des mélanophores et des lipophores alté-
_rés ; quelquefois un même élément contenait à la fois des grains de mélanine et des grains jaunes ou des cristaux de guanine et du pigment noir —comme il est naturel qu’en renferme un même phagocyte qui les a successivement rencontrés sur son chemin (Planche X, figure 7).
J'ai essayé de provoquer des altérations des chromatophores du péritoine en injectant aseptiquement dans la cavité générale de Tritons adultes quelques centimètres cubes d’eau distillée. J'ai obtenu ainsi des destructions rapides de guanophores et J'ai vérifié que les éléments morts étaient, cette fois encore, éliminés par l’intermédiaire des phagocytes.
Je crois être dans tous ces cas en présence d'un mécanisme très général qui assure de façon continue, mais discrète, la disparition des guanophores altérés chez l'animal normal, et qui, dans certains cas pathologiques, prend une très grande importance.
MARCHE DE LA PIGMENTATION
Pour avoir des notions précises sur l’ordre d'apparition du pigment purique dans les différents tissus, il est nécessaire d’examiner pour chaque espèce des stades nombreux, successifs et très rapprochés. Il faut aussi commencer les séries, non seulement par des larves très jeunes, mais par des embryons extraits de l'œuf, car l'œil au moment de l’éclosion est déjà pigmenté.
La nécessité d'avoir un matériel abondant m'a obligé à limiter mon étude aux Poissons et aux Batraciens. J'ai suivi de très près l'apparition des guanophores chez Salmo lacustris, Rana temporaria, Rana esculenta, Bufo vulgaris, Triton palmatus, dont j'ai élevé, deux années de suite, des séries au laboratoire. J'ai complété ces observations sur A/ytes obstetricans, Bombinator igneus, Pelodytes punctatus, sur Gobius sp., Blennius Sp., Lepadogaster sp. et Zeus faber, dont je n'ai eu des exemplaires que plus irrégulièrement.
Des animaux élevés en séries, au moins pendant les premières semaines je prélevais chaque jour, à trois reprises, quelques exemplaires que je mesurais soigneusement. L'un était monté dans le baume si son épaisseur le permettait, et dans le cas contraire était éclairei et conservé dans le xylol. Sur un autre, après l'avoir examiné, à l’état frais je choisissais pour les étaler et les colorer les fragments culanés les plus intéressants ; enfin je dépouillais entièrement le troisième et montais sa peau par morceaux aussi grands que possible, en vue d'études topographiques. Plus tard, la disposition générale de la pigmentation étant acquise, Je me contentais de faire une seule préparation par jour, puis une par semaine. Pour les Batraciens, j'ai conduit mes séries jusqu’à la métamorphose. Pour les Poissons, je les ai interrompues dans le courant du deuxième mois après l’éclosion.
Chez les Poissons, les premiers guanophores apparaissent toujours dans l'organe visuel, au niveau de la choroïde et de l'iris. Comme ailleurs, il s'agit ici d'une différenciation sur place, non d’une migration. Chez Salmo lacustris, ces cellules apparaissent en général au huitième jour avant l’éclosion, sur des alevins dont la taille est alors d'environ 10 millimètres. Les chiffres n’ont d’ailleurs qu'un intérêt relatif car ils varient de facon très notable suivant les espèces et les variétés considérées (‘). C’est ainsi que M. Munisier (1920) étudiant Sa/mo lacustris du lac Léman, que les auteurs considèrent tantôt comme une forme géographique, tantôt comme une variété de Salmo lacustris type Linné, tantôt même comme une espèce distincte, trouve les premiers guanophores choroïdiens chez un embryon de 8 mm.5. D'ailleurs, même à l’intérieur d’une même race, j'ai observé des variations individuelles appréciables (je sais que je me sépare ici de M. Munster pour qui les pigments apparaissent à un moment très précis du développement embryonnaire) : parmi des alevins élevés dans les mêmes conditions, choisis rigoureusement du même âge et de même taille, que j'ai sacrifiés ensemble à la date approximative où devaient apparaître leurs premiers guanophores, J'ai trouvé un tiers des individus encore privés de guanine, les autres en étant normalement pourvus. J’ai obtenu, en répétant cette observation
() Mes résultats ont été obtenus sur des œufs de Salmo lacustris importés de Norvège et qui m'ont été gracieusement fournis par l’Aquarium du Trocadéro,
sur trois espèces de têtards, des différences encore plus frappantes. Je ne nie pas pour cela Le rapport qui existe entre un certain état du développement d’un animal et l'apparition de son pigment purique, mais je ne vois pas ici la grande précision qu'a cru remarquer le zoologiste de Lausanne. Par contre, l’ordre d'apparition des divers pigments et la marche de la pigmentation me paraissent absolument fixes pour une même espèce.
Chez tous les Poissons, les guanophores de la choroïde et de l'iris sont les seuls qui apparaissent avant l’éclosion. Lorsque celle-ci date de quelques jours, l'organe visuel présente déjà un éclat argenté visible à l'œil nu, alors que même mieroseopiquement aucune trace de pigment purique n’est décelable dans le reste du corps.
Les premières cellules à guanine des téguments se montrent à la face interne de l’opercule, du 8° au 10° jour après l’éelosion, chez des alevins d'environ 18 mm. D'abord rares et isolées, elles augmentent rapidement de nombre, tandis qu'un
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B. Alevin de 21 à 23 millimètres.
Fig. 1. — Marche de la pigmentation purique chez l’alevin de Truite.
centre nouveau de guanophores se forme en arrière de chaque œil dans la peau dorsale de la tête. Ces deux amas symétriques se fusionnent sur la ligne médiane et se développent le long de celle-ci jusqu'à la limite antérieure de la base de la première nageoire dorsale; en ce point se forme un amas et la progression (') semble subir un temps d'arrêt, après lequel elle conti-
(} Pour la commodité de la description j'emploie des expressions « dynamiques » qu'il ne faut bien entendu pas prendre à la lettre,
nue des deux côtés de la nageoire. Dans l'intervalle on voit des cellules apparaître en arrière de cette première nageoire et former une trainée qui la relie au bord antérieur de la seconde. Le même processus se répète, un amas basal antérieur se forme et, après un temps d'arrêt, les guanophores se disposent en deux files latérales qui se ET en arrière de la nageoire
A ce stade, qui correspond à des alevins de 21 à 24 mm., la pigmentation purique, à part l'œil et l'opereule, occupe exclusivement la zône axiale de la région dorsale et s'est régulièrement développée d'avant en arrière, mais sans que se manifeste une disposition métamérique des cellules initiales, comparable à celle qui existe pour les mélanophores et qui à été signalée par van Ryngerk (1905), Box (1908). À partir de ce moment, la pigmentation dorsale s'étend rapidement et gagne les flancs, puis la région-abdominale. En même temps apparaissent, dans la partie antérieure du péritoine, des guanophores qu progressent peu à peu d'avant en arrière
En somme, chez les alevins, 18 développement des guanophores du tégument externe suit une double direction craniocaudale et dorso-ventrale. IL est intéressant de constater que la pigmentation mélanique se fait également suivant cette double direction (MüRisier).
Chez les Urodèles comme chez les Anoures, la première localisation des cellules à guanine est également choroïdienne, mais elle est moins précoce que pour He Poissons : chez he esculenta, elle coïncide à peu près avec l’éclosion.
Chez les Anoures, les premiers guanophores tégumentaires, ceux dela région rétro-oculaire, sont visibles environ cinq jours après la sortie de l’œuf et se développent dans le sens craniocaudal ; mais presque aussitôt apparait dans la paroi abdominale antérieure un centre pigmentaire médian très actif dont les éléments envahissent bientôt toute la région. Les guanophores dorsaux progressent le long de la ligne médiane, mais avant qu'ils atteignent la base de la queue, un centre nouveau de formation apparait dans cette région. D'abord dorsal, il s'étend bientôt latéralement, de facon à donner naissance à deux centres droit et gauche situés à la base de l’axe .caudal. Chacun de ces centres se développe vers la pointe de la queue
en une trainée irrégulière de cellules. Puis celles-ci essaiment dans les limbes. Le limbe dorsal est presque toujours le plus pigmenté.
Pour résumer, on peut Fine guer chez le têtard, trois centres de pigmentation qui sont par ordre d'apparition : un centre pair, rétro-oculaire, un centre impair, abdominal, un centre impair, caudal. Le sens de la pigmentation est donc ici craniocaudal, mais non dorso-ventral.
L'âge auquel apparait le pigment purique chez les têtards
A. Centre rétro-oculaire, B. Centre abdominal.
C. Centre caudal
Fig. 2. — Marche de la pigmentation purique chez le têtard.
j ® est, plus encore que pour les Poissons, variable avec les
espèces. Chez Bufo, il apparaît beaucoup plus tardivement que chez Rana.
Chez les Urodèles, la marche de la pigmentation est assez différente de ce que je viens de décrire. Il n'existe pas de centre rétro-oculaire ; la pigmentation du ventre commence avant celle du dos ; joue et l’autre sont précédées par la pigmentation caudale, qui se fait suivant un type très particulier. On ne trouve pas ici de centre basal caudal comparable à celui des Anoures : les premiers éléments qui apparaissent sont disposés suivant deux lignes symétriques occupant l’extrème bord des Lmbes ; ils progressent de la base vers la pointe de la queue, en suivant ces lignes, et plus rapidement le long de l'inférieure. À un stade plus avancé, les limbes eux-mêmes se pigmentent (le limbe inférieur plus fortement), l'apparition des éléments
nouveaux se faisant en des points de plus en plus rapprochés de l'axe.
L'alevin, le têtard, ne possèdent pendant une longue période que des cellules isolées. Les anastomoses entre guanophores
apparaissent chez les Batraciens à une époque qui précède de peu l'apparition des glandes.
Chez les Poissons, la formation de réseaux à partir de cellules isolées est précoce dans les régions où l’on rencontrera plus tard un s#ratum argenteum, en particulier dans l'opereule (Gobius, Blennius, Lepadogaster). Dans le péritoine, j'ai vu apparaître d'abord des guanophores isolés, qui forment ensuite par leurs anastomoses une succession de mailles lâches, allongées, où disparaît leur individualité. Souvent, un second réseau, dont les mailles sont perpendiculaires aux précédentes double le premier (Planche XII, figure 1). L’argenteum opaque et formé d’une telle accumulation de cristaux qu’aueun indice de son origine cellulaire n’y demeure visible, résulte de l’épaississement progressif des réseaux initiaux.
RAPPORTS ANATOMIQUES DES PIGMENTS ENTRE EUX
Malgré le titre de mon travail et le soin avec lequel j'ai essayé de le limiter jusqu'ici aux guanophores, je crois Indispensable, pour bien comprendre ceux-ci, d'établir leurs rapports avec les autres cellules pigmentaires, aussi bien au point de vue anatomique qu'au point de vue du développement.
C'est pour n'avoir pas suffisamment approfondi leurs observations topographiques que la plupart des auteurs ont admis l'existence de cellules contenant à la fois du pigment purique et du pigment jaune, les « xantholeucophores », et que, d'autre part, certains ont cru pouvoir affirmer l'existence d’une filiation entre les pigments. J'exposerai plus loin les faits par lesquels je pense pouvoir détruire ces notions. Il me parait particulièrement important de le faire à cause des idées générales qu’elles peuvent suggérer. Si l’on observait en effet qu'une mème cellule est capable de contenir et d'élaborer deux espèces de pigments chimiquement et morphologiquement distinctes, si l’on
pouvait montrer que les différents pigments proviennent les uns des autres et peuvent se succéder dans un même élément, cela transformerait, en les simplifiant, nos idéès sur les pigments et la pigmentation. Mais il ne semble pas qu'on puisse s’engager dans cette voie.
J'étudierai successivement les tissus où l’on rencontre à la fois des guanophores, des lipophores, des mélanophores, et les tissus où l'on ne trouve qu’une seule sorte de chromatophores. J'ajouterai ensuite quelques mots sur la notion d'équilibre pigmentaire et sur l'ordre d'apparition des différents pigments.
La remarquable constance de la répartition de chaque sorte de chromatophores dans un territoire donné, chez des espèces très diverses, mérite d'être signalée dès maintenant. Elle avait été implicitement reconnue par nombre d’auteurs, mais je ne sache pas qu'on ait insisté beaucoup sur elle. À mon avis, il y a là une notion nouvelle, qui a besoin d'être précisée, mais qui pourrait peut-être servir un jour à éclairer le déterminisme encore si obscur de la pigmentation, et en particulier le rôle des facteurs locaux.
Cas où les trois pigments coexistent
Les mélanophores, les guanophores et les lipophores peuvent se trouver ensemble dans le péritoine {chez certains Poissons), dans la peau ventrale (chez quelques Poissons, Anoures et Reptiles et chez tous les Urodèles sauf l'Axolotl), mais c’est avant tout dans l'œil et dans la peau dorsale qu'on les trouve le plus constamment réunis.
Les cellules pigmentaires du péritoine sont disposées sur un même plan. Celles de la peau sont superposées et dans un ordre absolument constant pour toutes les espèces. Les lipophores sont les plus superficiels. Au-dessous d'eux se trouvent les guanophores. Les mélanophores forment une assise profonde, située en général immédiatement au-dessus de la couche vasculaire. Is envoient des prolougements ascendants verticaux, qui peuvent atteindre la basale épidermique, et se glisser entre les autres cellules pigmentaires qu'ils entourent d’une sorte de corbeille et peuvent même recouvrir partiellement,
Dans la peau des Anoures, il existe entre les guanophores et les lipophores une corrélation remarquable (Planche X, figures 8,9 et 10).
Chez le têtard, ils apparaissent à la même époque. En outre, presque en chaque point où du pigment purique se différencie dans une cellule, du pigment jaune apparaît dans une cellule située immédiatement au-dessus Tantôt les deux éléments ont à peu près les mêmes limites et se Superposent presque exactement, Tantôt les prolongements d'un lipophore arborescent débordent autour d’un guanophore arrondi: à une observation superficielle, les deux pigments paraissent inclus dans un seul élément ou xantholeucophore, dont la guanine oceuperait alors le centre et serait répartie autour du noyau. Ce rapport anatomique entre les deux pigments n’est du reste pas absolu. Tous les auteurs qui ont déerit des xantholeucophores ont rencontré en outre dans le même tissu de purs guanophores et de purs xanthophores. Ces derniers, plus nombreux, affectent souvent une disposition en réseau chez le têtard d'un certain âge.
C'est Herine qui en 1869, à la suite d'observations sur la peau de la Grenouille où les rapports des cellules pigmentaires se maintiennent ce qu'ils sont chez le têtard, émit Le premier lhypothèse des xantholeucophores. Elle a été généralement admise depuis et sans grande discussion, puisque Fucns pouvait écrire en 1914 dans son travail de mise au point sur le pigment : « Die Xantholeukophoren zeigen einen sehr komplizierten Bau der nicht immer richtig erkannt wurde, indem ein Teil der älteren Forscher, wie z. B. von Wrrricu, diese Zellen in zweierlei Zellen unterschied, nämlich die gelben Pigmentzellen, und Iridocyten ».
Scamipr (1919) s’est violemment élevé contre la conception de Here. Non seulement il lui oppose des arguments théoriques, mais il déclare avoir vu sur des coupes verticales de peau de Grenouille, deux chromatophores distincts superposés, dont chacun contient une seule sorte de pigment et un noyau.
J'ai fait, après lui, les mêmes observations, sur Rana et Hyla. Je les ai étendues et complétées sur des étalements de peaux de têtards, dont la minceur et la faible densité pigmentaire m'ont permis d'étudier des figures tout à fait démonstratives. Après traitement par l'alcool-éther, j'ai constaté que le prétendu xan-
tholeucophore, dont le pigment jaune était dissous, était représenté par un guanophore bien limité, parfaitement homogène, ne se distinguant en rien d’une cellule à guanine habituelle. J'ai pu, par étirement ou dissociation, décaler légèrement le lipophore qui recouvrait un guanophore et faire apparaitre le noyau de celui-ei. En outre, j'ai rencontré de curieuses figures dans lesquelles une seule cellule jaune correspondait exactement par sa position et son contour à deux guanophores provenant de la division d’une cellule unique initiale. La distribution des deux pigments dans des éléments différents était iei évidente.
Dans des travaux nombreux et quelque peu monotones, Baz- Lowirz à décrit chez les Poissons osseux (Serranus SR et scriba, Gobius minutus et pictus, Perca fluviatilis, etc.) sous le nom d’iridosomes, des associations de cellules pigmentaires dans lesquelles un groupe de guanophores disposés en couronne enferme, le plus souvent en son centre, un mélanophore ou un érythrophore. Les cellules à guanine, régulièrement orientées «comme les pétales d’une fleur », sont de taille égale et souvent cunéiformes ; elles s’anastomosent rarement. Chacune d'elles est munie d’un noyau, quelquefois de deux. Le mélanophore central apparaît suivant son état de contraction ou d'expansion, soit comme une boule opaque, très foncée, qui occupe l'espace circonscrit par la couronne, soit comme un chevelu de ramifications qui se glissent et s'épanouissent entre les guanophores et au-dessus d'eux. Le centre de cette cellule arborescente, plus ou moins rempli de pigment, contient un noyau bien visible.
J'interprète ces groupes de cellules à guanine comme le résultat de la division répétée d'un élément initial. Je crois difficile de faire intervenir ici, comme l'a fait BazLowrrz pour les érythrosomes, une migration active et convergente des cellules Jeunes vers certains points du tissu. Outre que cette hypothèse suppose aux guanophores des propriétés amiboïdes qu'il faut sans doute leur refuser, elle oblige à admettre l'existence dans les tissus de «centres attractifs » pigmentaires jusqu’à présent tout à fait inconnus.
Cas où les pigments sont séparés
On trouve uniquement des guanophores dans la peau ventrale de la plupart des Poissons, des Anoures et des Reptiles.
Dans le péritoine des Vertébrés inférieurs, au contraire, on. peut rencontrer un seul, deux, ou trois pigments :
chez certains Poissons, il existe à la fois des guanophores, des lipophôres, des mélanophores. Chez beaucoup d’autres, les guanophores sont seuls présents. D’autres enfin possèdént à la fois des guanophores et des mélanophores. Ce sont les plus nombreux.
chez les Batraciens, les mélanophores et les guanophores coexistent toujours ; on ne rencontre jamais de lipophores.
chez les Reptiles, le péritoine ne contient que des mélano-
phores.
Cas anormaux
Il résulte de ce qui précède qu'à l’état normal il existe entre les différentes substances chromatiques non seulement un équilibre quantitatif, mais encore une sorte d'équilibre dans la répartition. Dans certains cas anormaux, ces équilibres sont détruits. Je ne traiterai ici que des anomalies rencontrées dans la nature, réservant pour un chapitre suivant celles qu’on a pu obtenir par l’'expérimentation.
Le mélanisme consiste dans une abondance exceptionnelle et élective de pigment noir, qui se manifeste non seulement par une augmentation du nombre des mélanophores en chaque point où on en rencontre normalement, mais encore par leur apparition dans des régions où les animaux de la même espèce en sont d'habitude dépourvus. Le phénomène est particulièrement fréquent chez les Poissons. -
Deux anomalies pigmentaires plus rares ont été décrites par von SikBozo (1863). L'une, qui atteint Leuciscus rutilus Tinca chrysitis, Idus melanotus, consiste dans une augméntation considérable du pigment jaune, qui s'accompagne de la disparition totale du pigment noir. L'autre, ou alampie, observée chez Cobitis barbatula et Acipenser ruthenus, représente l’état d’un Pois-
son totalement dépourvu de ses guanophores, même oculaires, et ne possédant plus l’éclat argenté habituel à son espèce, de sorte que son ventre prend une coloration rose pâle.
Enfin Scumior (1917) a signalé chez certains Reptiles fouisseurs une absence totale élective des guanophores, dont j'ai déjà parlé à la fin du chapitre IF.
J'opposerai aux cas que je viens d'exposer, où l'équilibre pigmentaire est détruit, certains états de pigmentation temporaires où anormaux dans lesquels cet équilibre est conservé.
En période sexuelle, la coloration des animaux, tout au moins des mâles, est généralement exaltée. Ils revêtent alors leur « parure de noces ». J'ai eu l'occasion de bien étudier celle-ci, au laboratoire de Roscoff, sur Callionymus lyra où, comme on sait, elle est remarquablement belle. L'examen microscopique de fragments homologues de la peau d'animaux en état de repos et d'animaux en état d'activité sexuelle m'a révélé que non seulement aucun pigment nouveau n'était apparu chez ces derniers, mais que les proportions des chromatophores de diverses catégories avaient été à peu près conservées, malgré l'augmentation marquée du nombre total de cellules pigmentaires. Je suis arrivé à la même conclusion dans tous les autres cas de « parures de noces » que j'ai pu étudier microscopiquement et en particulier chez les Tritons marmoralus et cristatus males. La queue de ces animaux, lorsqu'ils sont en période d'activité sexuelle, présente une bande blanche très visible sur chacune de ses faces. Cette bande pourrat laisser croire à un développement électif du pigment purique au moment de la reproduction. Il n'en estrien, La rupture d'équilibre locale en faveur du pigment purique est compensée en d'autres points par une augmentation de la mélanine et du lipochrome, si bien qu'au total les rapports normaux entre les trois ordres de pigment sont maintenus.
L'anomalie qu'on nomme albinisme chez les Vertébrés inférieurs me parait le plus souvent consister dans un affaiblissement considérable de la pigmentation qui atteint à la fois et au même degré les trois ordres de chromatophores (leur disparition totale me parait exceptionnelle, je ne l'ai encore jamais observée). Les nombreuses descriptions de Poissons, de Batraciens et de Reptiles albinos qui ont été publiées sont malheureusement
inutilisables. En général, leurs auteurs ne se sont préoccupés que du pigment noir, sans doute parce qu'ils ne connaissaient que celui-là. Or, si chezles Vertébrés supérieurs, qui ne possèdent qu'un seul pigment, il y a identité entre un animal amélanique et un animal apigmenté, chez les Vertébrés inférieurs, on est obligé de faire une distinction entre les cas où la mélanine manque seule et ceux où les trois ordres de pigment sont absents. Dans les premiers, l'équilibre pigmentaire est détruit, dans les autres il est conservé. Pour les séparer, je proposerai de grouper, par exemple, sous le nom « d’albinos » tous les animaux caractérisés par une absence, totale ou presque totale, élective, de mélanophores et sous le nom d’ « apigmentés » les animaux caractérisés par une absence totale ou presque totale de leurs différents chromatophores.
Ordre d'apparition des trois pigments
Quel que soit le groupe considéré, il est absolument constant et remarquable que la mélanine apparait avant tout autre pigment (je laisse naturellement de côté le pigment noir d’origine ovulaire dont la présence ne parait influer en rien sur la pigmentation embryonnaire proprement dite). La date d'apparition des premiers mélanophores étant très variable avec les espèces, je n'en parlerai pas ici.
Chez les Poissons et les Urodèles, le pigment jaune apparait ensuite et précède le pigment purique. Chez les Anoures, comme je l'ai déjà dit, ces deux apparitions sont simultanées, mais les xanthophores se multiplient plus rapidement que les guanophores et se disposent en réseau.
Chacun des trois pigments apparait pour la première fois dans l'organe visuel.
COMPOSITION CHIMIQUE DU PIGMENT
SES RÉACTIONS MICROCHIMIQUES
Historique
La composition chimique du pigment purique à été d’abord uniquement étudiée chez les Poissons. D'une part, l'éclat métallique de ceux-ci avait très vivement excité la curiosité des chercheurs, d'autre part, comme je l’expliquerai par la suite, le pigment purique de ces animaux est beaucoup plus facile à isoler des tissus et à obtenir en quantité notable, et se prête par là beaucoup mieux à l'étude chimique que celui des Batraciens et des Reptiles.
Eurexser6 et Heinrica Rose (1833) quiles premiers analysèrent les cristaux des écailles des Poissons ne les définissent guère que comme une substance organique. SCcaniTzLEIN (1837) et Maruias (1843) en font, l’un un phosphate de Calcium, l’autre un phosphate de Magnésium, mais sans en apporter de preuves suffisantes.
Brücke reconnait le premier qu'il se trouve en présence d’une base anorganique. En faisant agir de l'acide chlorhydrique étendu sur les cristaux il croit observer un dégagement de gaz. Vox Wrrrica (1854) qui observe ce mème dégagement et qui trouve du Calcium dans les cendres admet l'existence d’une combinaison calcique.
BarreswiLL (1861) fait faire un grand pas à la question en comparant les réactions de la guanine et les réactions des cristaux. Il les trouve identiques. Vorr (1865) confirme le résultat précédent et affirme que la guanine est contenue dans les cristaux des écailles à l’état de combinaison calcique,
qu'il met en évidence par la formation d’oxalate de Calcium. Mais, étudiant ensuite les guanophores de la vessie natatoire, il n'y rencontre plus de Calcium. Künxve et Sewazz (1880) qui analysent les cristaux contenus dans l'iris de Abramis brama les trouvent formés de guanate de chaux. Ewan et Krü- KENBERG (1883) distinguent les guanophores d'aspect brillant qui contiendraient du guanate de chaux et les guanophores d'aspect mat qui contiendraient de la guanine pure. Mais CunniNenam et Mac Muxn (1883) critiquent ces résultats en disant que la présence dans la peau des Poissons de cristaux libres de sels de chaux est une cause d'erreur importante et que là où ils n'ont pas rencontré ces cristaux, comme par exemple dans la vessie natatoire, l'analyse ne leur a jamais révélé de Calcium.
En 1914, Fucus, résumant toutes les données antérieures sur les Poissons conclut à la présence certaine de guanine, presque certaine de Calcium, dans les guanophores.
C’est Levnie qui en 1868 pensa le premier à comparer le pigment irisant des Amphibiens et des Reptiles au pigment blanc des Poissons.
KRükEeNBERG et Ewazp (1882 et 1883) qui étudient en série de nombreux tissus contenant des guanophores y rencontrent de la guanine ; ils la caractérisent par deux réactions : 1° en traitant un fragment de tissu par de l'acide azotique concentré et en faisant l'épreuve de la murexide surle résidu évaporé à sec ; 2 en faisant digérer artificiellement un fragment cutané par la trypsine et en cherchant à caractériser le chlorhydrate de guanine dans le résidu non digéré. Ils recherchent en outre la présence de Calcium dans ce résidu, en faisant agir sur lui de l’acide sulfurique après calcination, mais la non formation de cristaux de gypse dans le mélange les fait conclure à l'absence de Calcium. Les résultats qu'ils obtiennent par l'étude chimique ne concordent pas toujours, sans qu'ils puissent s'expliquer pourquoi, avec une étude microscopique du tissu correspondant. Ainsi, chez Callopeltis, Lacerta, Siredon, les guanophores qu'on voit dans les téguments ne se retrouveraient plus à l’analyse chimique.
Keccer (1895) traite par un acide des peaux riches en guanophores et voit se produire un développement de gaz. ScHmipr
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(1917) n’observe rien de semblable chez les Reptiles. Par contre il donne des preuves nouvelles que le composé purique révélé par la réaction de la murexide est bien de la guanine en signalant sa faible solubilité dans l’'ammoniaque, la rapidité caractéristique de la formation du composé nitrique au cours de la réaction de la murexide, enfin la possibilité d'obtenir du picrate de guanine.
Il ressort de tous ces travaux, de valeur et de précision très inégales, que les guanophores des Poissons, des Batraciens et des Reptiles contiennent de la guanine. L'existence d'une combinaison calcique de la guanine parait très probable chez les Poissons ; mais chez les Batraciens et chez les Reptiles, aucun auteur n'a pu l’établir sur des preuves satisfaisantes.
J’exposerai donc ici mes recherches personnelles sur les deux points suivants : caractérisation de la guanine, absence ou présence de Calcium.
Caractérisation de la guanine
On sait que la guanine ('), C*HSN°*O ou
NH — CO — C— NH
CN | Nc née 1 nd IN CG — I
qui appartient au groupe des bases puriques, est une 2-amino- 6-oxypurine. Comme amine, elle a une fonction basique ; atome d'oxygène qu'elle contient lui donne une fonction acide. Elle se combine donc avec les acides pour former des sels et avec les bases pour former des combinaisons métalliques : avec l'acide chlorhydrique, par exemple, elle donne du chlorhydrate de guanine CH N'O.HCI + -H°0 ; avec la soude du guanate de soude CH°N'O Na°O + 6 H20.
La guanine provient de la décomposition des nucléo-protéides.
Je rappelle que les nucléo-protéides forment la masse prin-
{') Découverte par UxGer en 1845 dans le guano péruvien.
cipale des noyaux animaux et végétaux. Ils représentent, par exemple, 95 0/0 du poids total de la substance sèche dégraissée de la tête des spermatozoïdes de Hareng, 75 à 80 0/0 du poids des noyaux des lymphocytes (Lamine). La pepsine chlorhydrique les dédouble en une protéine et en un corps insoluble, la nucléine de Miescher. Cette nucléine est dédoublée par les alcalis et par la trypsine en une substance albuminoïde et en un acide nucléique qui contient tout le phosphore du noyau.
L'hydrolyse in vitro de cet acide fournit :
1° des bases puriques (adénine et guanine) ;
2 des bases pyrimidiques ;
3° des corps hydro-carbonés ;
4° de l'äcide phosphorique.
Ces dédoublements ont été schématisés par Lilienfeld dans le tableau suivant :
Nucléo-protéide
Protéine
Nucléine :
Protéine
Acide nucléique | | 3 Noyau sucré Base purique Reste phosphorique À. — Caractérisation macrochimique
Les téguments des Poissons sont les seuls dont on puisse, par des procédés mécaniques très simples, extraire en grande quantité le pigment purique. Le traitement des tissus Le plus riches en guanophores des Batraciens et des Reptiles ne fournit que difficilement une quantité de substance utilisable pour l'analyse
chimique.
Poissons. — En grattant la face externe de la paroi abdominale d’un Poisson très argenté — tel que l’Ablette — on détache de celle-ci des écailles chargées de pigment. On les broie ensuite et on Les lave à plusieurs reprises à l’eau en ayant soin de sépa-
rer par décantation le pigment, plus lourd, des débris organiques. On recueille au fond du vase une poudre brillante composée presque uniquement de cristaux et qu'on peut achever de purifier par la centrifugation. On conserve cette poudre dans de l’eau légèrement ammoniacale. Elle constitue un matériel propre à l'analyse chimique, sur lequel on recherche commodément les réactions de solubilité, de coloration et de cristallisation de la substance pigmentaire.
Tous les résultats que j'ai obtenus indiquent que, comme l'avaient vu mes prédécesseurs, le pigment irisant des Poissons est composé de guanine.
En effet :
il est insoluble dans l’eau froide, l'alcool, l'éther, le xylol, le chloroforme, la glycérine ; :
il est faiblement soluble dans l'eau node
il est très soluble dans toutes les bases, sauf dans l'ammoniaque, qui, même en excès et concentrée, dissout très mal Les cristaux. Ce caractère est un de ceux qui permettent le mieux de distinguer la guanine de la xanthine, beaucoup plus soluble dans l’ammoniaque ; ë
il est très soluble dans tous les acides, sauf dans les. acides acétique, formique, lactique, citrique ;
il est précipité de ses solutions, en présence de sels de Magnésium, par une solution ammoniacale d'azotate d'Argent, à l’état de purate argentico-magnésien ;
il est précipité d'une solution étendue par le ferri-cyanure de Potassium (en solution concentrée) sous forme de cristaux prismatiques brun jaune solubles dans l’eau chaude : réaction dite de Capranica. La xanthine n'est pas précipitée par le ferri-cyanure dans les mêmes conditions ;
il donne la réaction de la murexide. Une solution de cristaux dans l'acide nitrique est évaporée dans une petite capsule au bain-marie. On reprend le résidu sec par l'acide nitrique et on évapore à nouveau. La seule difficulté est ici de ne pas pousser trop loin ou dé ne pas arrêter trop tôt l'oxydation. On porte sur le résidu jaunâtre une goutte de lessive de soude ou de potasse : on obüent une coloration rouge. On peut remplacer la
soude ou la potasse par l’ammoniaque : la coloration est alors Jjaunâtre ;
il donne la réaction de Weiïdel : une petite quantité de poudre est mise à bouillir avec quelques centimètres cubes d’eau de chlore fraichement préparée, ou avee un mélange d'acide chlorhydrique et de chlorate de potasse. On évapore au bain-marie à sec dans une capsule que l'on place ensuite sous une cloche remplie de vapeurs d’'ammoniaque. Le résidu se colore en rouge cramoisi.
L'adénine et l'hypoxanthine ne donnent aucune de ces deux dernières réactions. La réaction de la murexide est positive avec la xanthine et avec l’acide urique, mais avec ce dernier la coloration obtenue est violette par la soude ou la potasse et rouge par l’ammoniaqué. La xanthine, avec laquelle on obtient les mêmes colorations qu'avec la guanine, peut cependant être distinguée de celle-ci par la vitesse avec laquelle se forme le composé nitrique. La xanthine, mais non l’acide urique, donne la réaction de Weidel.
Une solution de pigment dans l'acide chlorhydrique au 1/10 donne après évaporation des cristaux de chlorhydrate de guanine tout à fait caractéristiques (cf. PI. XI, fig. 2). Si la solution est suffisamment concentrée et si elle a été faite à chaud la cristallisation se produit par simple refroidissement. En ajoutant à la solution chlorhydrique une solution saturée d'acide picrique, il se forme de longues aiguilles jaunes, groupées en buissons, de picrate de guanine (PI. XI, fig. 1), auxquelles se mêlent parfois des cristaux d'acide picrique. Par une technique analogue on peut obtenir la cristallisation des autres guanates (1).
Voir a pratiqué des dosages d'azote sur les cristaux de la vessie natatoire d’Argentina sphyraenea. Les chiffres qu'il à obtenus (45,64 0/0) concordent de façon très satisfaisante avec celui que la formule de la guanine permet de calculer (46,36 0/0).
J'ai essayé de doser les corps puriques contenus dans les cris taux. J'ai employé la méthode de Hayeraft Denigès (?). La substance pigmentaire, séchée et pesée, est dissoute dans
(‘) Les cristaux de nitrate de guanine sont également très caractéristiques, PLareau en à douné une très bonne figure dans ses « Recherches sur les Aranéides Dipneumones » Mém. de l’Acad. Roy. de Belgique.
(@, Dexicès, Précis de Chimie analytique, 1923, p. 1150,
une quantité minima d’acide chlorhydrique à 1/10 (on porte à l'étuve s’il est nécessaire). On filtre et on lave en ajoutant l'eau de lavage à la solution. On complète à 100 centimètres cubes dans une fiole jaugée. On verse alors, en agitant, les 100 centimètres cubes de solution chlorhydrique dans 25 centimètres cubes de solution argentico-magnésienne N/10. On filtre et on prélève 100 centimètres cubes de filtrat correspondant à 80 centimètres cubes du liquide primitif. On ajoute à ces 100 centimètres cubes 10 centimètres cubes d’une solution N/10 de cyanure de Potassium et XX gouttes d’iodure de Potassium au 1/5. On verse goutte à goutte à l’aide d’une burette graduée de l’azotate d'Argent N/10 jusqu'à trouble persistant. On lit alors le nombre de centimètres cubes d'azotate d'Argent employés. Sachant que chaque molécule de guanine fixe deux molécules d’azotate d'Argent, on calcule facilement la quantité de corps puriques contenus dans la solution primitive ('). | |
Voici Les résultats que j'ai obtenus:
Poids de substance pigmentaire 0 gr. 57 ; poids de corps purique trouvé 0 gr. 087.
Le corps purique (guanine) forme donc un peu plus du 1/6 de la substance pigmentaire.
Batraciens et Reptiles. — Dans ces deux groupes le traitement mécanique des téguments ne permet d'extraire que des quantités inutilisables de substance pigmentaire. Le fait tient non seulement à ce que celle-ci est ici moins abondante que chez les Poissons, mais surtout à ce que les dispositions anatomiques sont peu favorables : chez les Batraciens, par exemple, les guanophores, situés dans le derme, font partie intégrante des téguments, ne se détachent qu'avec ceux-ci et ne peuvent même pas en être séparés par broyage, à cause de l'élasticité des tissus. Nous avons vu avec quelle facilité, au contraire, les écailles des Poissons se laissent réduire en poudre.
{!) J'ai employé 9 em? 5 de solution de nitrate d'Argent.
Or, le poids moléculaire de la guanine est 151. Le poids moléculaire du nitrate d'Argent est 170.170 grammes de nitrate d'Argent se combinent donc avec 73 er 8 . de guanine. sais
Par conséquent 1 centimètre cube de la solution au 1/10 contenant 0 gr. 047 de nitrate d'Argent, correspond à 0 gr, 00755 de guanine. 9 ces 3 représentent donc :
à Le û 9,3 x 0,00755 x 30 — 0'gr. 0871 de guanine,
Il m'a donc fallu renoncer à extraire mécaniquement le pigment des téguments étant donné tout au moins les moyens que J'avais à ma disposition, et j'ai dû employer des procédés chimiques. Mes recherches ont porté avant tout sur les Grenouilles communes, Rana esculenta et Rana temporaria, que l’on peut se procurer en grande quantité (il m'a fallu en effet sacrifier pour ces expériences plusieurs centaines d'animaux).
J'avais d'abord pensé à extraire la substance pigmentaire — malgré sa faible solubilité dans l’eau chaude — en traitant les peaux par l'eau bouillante. Le procédé s'est révélé insuffisant ; l'échec me parait moins dà à la solubilité trop faible du pigment qu'à la difficulté avec laquelle l’eau pénétrait jusqu’à lui : à la température à laquelle j'étais forcé d'opérer pour que la solubilité soit suffisante, les albumines des tissus coagulaient et formaient une barrière qui empêchait la pénétration du solvant. Des peaux ayant bouilli plusieurs heures et que j'avais essayé de rendre plus perméables par broyage présentaient encore à l'examen microscopique de nombreux amas de pigment presque intacts.
J'ai cherché ensuite à utiliser la solubilité du pigment dans les alcalis et en particulier à l’extraire par la soude. Voici comment j'ai opéré : après avoir pelé un certain nombre de Grenouilles, après avoir lavé leurs peaux à l’eau distillée froide, fréquemment renouvelée: afin d'éliminer autant que possible les sels solubles et le mucus, mais en ayant bien soin de ne pas prolonger l'opération au delà de quelques heures pour éviter les fermentations, j'ai traité ces peaux 12 heures par l'alcool à 95° puis 12 heures par l’alcool-éther, dissolvant ainsi les graisses (et aussi le pigment jaune). J'ai fait ensuite agir sur les peaux, préalablement séchées, de la lessive de soude au 10°, pendant un temps assez court (inoins d’un quart d'heure) pour éviter l'hydrolyse des nucléines des tissus. J'ai été arrêté en ce point par de grandes difficultés. D'une part, lorsqu'on sèche à l’étuve une peau de Grenouille, on lui fait perdre l’eau qu'elle contenait, c'est-à-dire plus des 9/10 de son poids. Lorsqu'on met ensuite cette peau séchée au contact d'un liquide (dans le cas la lessive de soude), elle tend à reprendre par imbibition son poids primitif et gonfle, de plus, sous l'action de l'aleali, De sorte que pour baigner toute la masse de substance il est néces-
saire de Jui fournir une quantité considérable de liquide ; et comme l'on doit conserver à la solution employée son titre de 1/10 afin de pouvoir extraire tout le pigment dans les délais indiqués, on est obligé de faire agir sur les tissus une quantité de soude véritablement démesurée par rapport à la faible proporüon de pigment qu'ils contiennent.
D'autre part, les téguments des Batraciens manifestent leur avidité pour l'eau non seulement en en absorbant une quantité considérable, mais en la retenant énergiquement. Ils ne restituent par compression qu'une partie de la solution sodique. La partie retenue est évidemment la plus riche en produits solubilisés.
Enfin le pigment purique n’est pas seul dissous par la soude ; c'est là un sérieux inconvénient. Diverses substances protéiques, le mucus non éliminé par le lavage, passent dans la solution. Ces corps représentent une masse beaucoup plus importante que celle du pigment dissous, si bien que le liquide obtenu est extrêmement impur au point de vue auquel je me place et qu'il est difficile d’en éliminer les substances inutiles. En effet, la coagulation par la chaleur et la purification par le noir animal entrainent par adsorption une quantité notable de pigment.
Les essais de caractérisation de la guanine que j'ai tentés sur la solution sodique ont donc été assez incertains. Ne pouvant en tirer des conclusions fermes, j'ai précisé et complété les indications qu'ils me donnaient en reprenant les techniques déjà employées par mes devanciers (Ewazp et KRUKENBrRG6).
1° Des fragments de peau sont plongés dans une capsule contenant de l'acide azotique concentré jusqu à ce que le pigment ait complètement disparu, ce que l’on contrôle au microscope. On les enlève alors. L'acide, évaporé à sec, à feu nu, laisse un résidu sur lequel on fait la réaction de la murexide.
2 Les peaux à étudier sont plongées dans l’eau bouillante puis mises en contact avec une solution très légèrement alcaline de trypsine, jusqu'à digestion complète des tissus. On isole par précipitation gélatineuse le pigment purique des autres corps qui constituent avec lui le sédiment (mélanine, formations cornées, ete.) et qui précipitent beaucoup plus lentement, ce qui rend la séparation facile, La guanine peut alors être
caractérisée par la réaction de la murexide et par la formation du chlorhydrate.
Ces méthodes donnent le plus souvent des résultats positifs. Malheureusement elles ne sont pas rigoureuses ; d'une part elles sont inconstantes et, comme je l'ai déjà dit, n'ont pas mis la guanine en Lence chez certaines espèces de Vertébrés inférieurs dans les téguments desquels le microscope révèle cependant la présence indiscutable de guanophores. D'autre part, leur brutalité peut introduire dans la solution finale des bases puriques artificielles. C’est ainsi que, comme l'a montré récemment Levene (!), l'acide azotique concentré et chaud est capable, même lorsqu'il agit peu de temps (1/4 d'heure), de faire subir aux nucléines contenues dans les tissus un commencement d'hydrolyse qui entraine une libération partielle des bases puriques.
Malgré ces causes d'erreur possibles, on est. autorisé à admettre que le pigment purique des Batraciens et des Reptiles est bien à base de guanine comme celui des Poissons. La microchimie va d’ailleurs nous montrer l'identité des réactions du pigment dans.ces trois groupes zoologiques.
B. — Caractérisation microchimique.
Les raisons pour lesquelles j'ai été obligé de distinguer précédemment entre les Poissons, d’une part, les Batraciens et les Reptiles, d'autre part, n'ayant plus d'importance lorsqu'il s'agit de l'étude de coupes et d’étalements, et les réactions étant identiques pour toutes les préparations quels que soient les animaux qui aient servi à les faire, j'exposerai iei ce qui concerne l’ensemble des Vertébrés inférieurs.
J'ai constaté microchimiquement l'insolubilité des cristaux des guanophores dans l’eau froide, l'alcool, l’éther, le chloroforme, leur solubilité plus ou moins rapide dans les solutions acides ou alcalines et dans l'alun de fer.
Parmi les acides couramment employés, ceux qui ont l'action dissolvante la plus énergique sont les acides chlorhydrique, azotique, sulfurique, oxalique.
(9) Levene. Journal of Biological Chemistry, janvier 1923,
À 16° une solution à { 0/0 d'acide chlorhydrique dissout les cristaux en quelques minutes.
À 16° une solution saturée d'acide picrique dissout les eristaux en 2 ou 3 heures.
À 16° une solution à 5 0/0 d'acide oxalique dissout les cristaux en 15 minutes.
L’acide chromique et l'acide acétique (non concentrés) ont au contraire une action très faible sur Les cristaux. Ceux-ci sortent intacts au bout d’une heure d'une solution à 10 0/0 d'acide acétique, même lorsque le liquide est porté à une température de 25°
La soude et la potasse ont sur les cristaux une action éner-
gique et très comparable. Leurs solutions au font disparaître les cristaux an instantanément ; au il suffit de quelques
minutes, au 75 go de moins d'un quart d'heure pour que les gua-
nophores dé vidés. Lorsque on augmente encore la dilution, l'action est très ralentie.
La baryte dissout facilement les cristaux.
L'ammoniaque n’agit pas en solution faible, et même, comme Je l'ai dit, l’eau ammoniacale peut être employée pour la conservation des cristaux.
La solubilité dans l’eau chaude n'a jamais été signalée. Cependant une préparation maintenue une heure dans l’eau à 40° ne présente plus trace de pigment purique. Au bout d'un quart d'heure celui-ci est déjà considérablement altéré
Par comparaison avec les expériences que j'ai faites in vivo et que J'exposerai par la suite, j'ai essayé de dissoudre le contenu des g guanophores à l’aide de solutions de pipérazine, d'Urodonal et d'Atophan. Ces corps, surtout le premier, font disparaitre rapidement les cristaux.
Les réactions macrochimiques de cristallisation de la guanine sont inapplicables sur les coupes. La trop grande taille des cristaux qu'on cherche à obtenir, d'une part, — le fait que toute opération de cristallisation demande une dissolution préalable du pigment grâce à laquelle celui-ci diffuse dans toute l'étendue de la préparation, d'autre part, — enfin la
faible quantité de pigment contenu dans une coupe ont rendu tous mes essais infructueux.
Les réactions de coloration (de la murexide et de Weiïdel) ne sont pas plus utilisables en microchimie. Elles ne me paraissent pas assez sensibles pour donner des résultats positifs en présence de petites quantités de substance purique, de plus. elles sont extrêmement brutales et ne conservent point à Ja’ coupe une structure suffisante pour que la topographie même grossière de celle-ci soit conservée.
La réaction argentique (formation d’une combinaison argentique plus ou moins colorée) peut être effectuée de différentes façons :
par la méthode de Courmont et André (!);
par la méthode au carbonate d'Argent de del Rio Hortega, que l’on peut appliquer sur des coupes, mais aussi sur des étalements minces, ainsi que l'a montré Verne (1921);
par un procédé peut-être plus simple consistant à employer une solution d'azotate d'Argent de taux variable (1 à 5 0/0) à laquelle on ajoute de l’ammoniaque jusqu'à ce que le précipité d’hydrate d'Argent qui se forme au début et qui est soluble dans un excès d’ammoniaque se soit dissous. On plonge la préparation dans ce liquide pendant un temps variable (de quelques minutes à 1/4 d’heure) suivant la nature de la préparation à colorer, et en portant ou non à l’étuve.
Par l’action de ces diverses méthodes, le pigment purique prend une coloration allant du brun au noiïrâtre. La réaction n’est malheureusement pas spécifique. On sait que les méthodes argentiques peuvent colorer des corps très divers et qu'elles ont été appliquées à la mise en évidence de phosphate de chaux par exemple (méthode de Kossa). | 3
Cherchant à caractériser microchimiquement la guanine pigmentaire par une réaction colorée, j'ai essayé d'utiliser les propriétés du noyau imidazol, et plus particulièrement des substances dans lesquelles celui-ci a conservé non substitué l'H du radical imide (xanthine, guanine) et qui donnent avec les corps diazoïques des réactions intensément colorées.
(:) Journal de Physiol. et de Pathol. générales, 1905,
J'ai cherché à faire réagir un sel de diazoïque d'abord in vitro sur la guanine, puis sur des coupes contenant du pigment purique J'ai opéré avec du chlorhydrate de diazobenzène obtenu en traitant de l’aniline par le nitrite de soude en milieu chlorhydrique :
On mélange dans un Becherglass 4 gr 65 d'aniline avec 100 centimètres cubes d'acide chlorhydrique normal (3 gr. 65). On agite jusqu'à dissolution; au cas où l’aniline ne serait pas très pure il est prudent d'en mettre un léger excès (15 cgr. par exemple). D'autre part on dissout 3 gr. 45 de nitrite de soude dans 50 centimètres cubes d’eau froide. On place le Becherglass dans un appareil réfrigérant. Lorsque la température atteint environ — #° on verse peu à peu le nitrite dans la solution chlorhydrique d’aniline en agitant constamment.
On ajoute à un centimètre cube du réactif ainsi préparé quelques gouttes d’une solution chlorhydrique de guanine, puis quelques gouttes d’une solution aqueuse de soude. Il se produit aussitôt une coloration rouge foncé intense. En remplaçant la soude par de l’ammoniaque, on obtient une coloration analogue ; en la remplaçant par de la chaux, on obtient une coloration jaunâtre.
J'ai essayé d'appliquer cette réaction directement aux tissus, en traitant des coupes riches en pigment, collées sur lame et déparaffinées, par la solution de diazoïque additionnée d’une goutte de solution étendue de soude : avec une rapidité plus ou moins grande et sans que la quantité de pigment présente paraisse influer, il se développe une coloration rouge intense qui envahit rapidement toute la préparation (on assiste en même temps à un dégagement d'azote), et qui ne permet de caractériser électivement aucun élément du tissu.
me fallait expliquer la raison de cette coloration massive des coupes. Dans ce but, j'ai traité x vitro des corps très divers par le réactif diazoïque en milieu alcalin. J'ai obtenu avec la cholestérine, la tyrosine, lhémoglobine, les solutions sodiques de protéimes des réactions colorées très comparables à celle que la guanine m'avait fournie. Il n’était pas étonnant, dans ces conditions, que les {issus traités prissent une coloration diffuse.
J'ai essayé alors de remplacer l'aniline par la xylidine dans la fabrication du diazoïque pour voir si le nouveau corps formé
se montrerait plus électif vis-à- vis de la guanine. Les résultats n'ont pas été supérieurs à ceux que j'avais d'abord obtenus. Bien que j'aie échoué dans ma tentative, la question ne me parait pas devoir être abandonnée. Peut-être pourrait-on, à partir d’autres amines (toluidine, etc.), obtenir un diazoïque donnant avec la guanine une coloration qui permette de la caractériser. Les corps théoriquement susceptibles d'être étudiés à ce point de vue étant fort nombreux, j'ai dù renoncer faute de temps à poursuivre mes recherches dans ce sens.
Recherche du calcaire
1° Poissons. — La plupart des auteurs admettent, nous l'avons vu, que la guanine existe dans le pigment irisant des Poissons sous forme d’une combinaison caleique. Pour vérifier ce fait, J'ai dosé le Caleium sur la poudre de cristaux préparée comme il a été dit plus haut, et j'ai eu la surprise d'obtenir des résultats tout à fait contradictoires avec ceux qui étaient classiquement admis. Il faut opérer de la façon suivante :
Mettre dans une capsule de platine tarée une certaine quantité de poudre de cristaux (conservée en solution ammoniacale). Après avoir évaporé lentement à sec, et porté à l’étuve à 110° pendant trois heures, peser le résidu sec, puis le calciner à feu nu. Le charbon disparait très facilement sans qu'il soit nécessaire d'employer le mélange sulfo-nitrique. Peser à nouveau pour avoir le poids de cendres. Celles ci, reprises par quelques centimètres cubes d'acide sulfurique pur dilué au quart environ, sont mises dans un verre de Bohême. La capsule est lavée avec de l’eau acidulée par l'acide sulfurique; les eaux de lavage sont ajoutées à la solution. On complète à 50 centimètres cubes. On ajoute alors 20 centimètres cubes d’une solution de chlorure d'ammonium à 20 0/0 et 5 centimètres cubes d'ammoniaque pure (en présence de phosphates et de Magnésium il se ferait un précipité ; le liquide restant clair, il ne contient donc pas de Magnésium). On verse dans le mélange de l'acide acétique cristallisable re virage du rouge de méthyle (réaction acide, P, entre 4,8 et 5,2). On porte à ébullition franche. On retire du feu et on ajoute 5 centimètres cubes d’oxalate d'Ammonium pur à 5 0/0. On couvre et on laisse reposer 24 heures.
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On filtre sur un filtre sans plis, on lave le précipité trois ou JL fois avec quelques centimetres cubes d’eau bouillante jusqu'à ce que les eaux de lavage ne réduisent plus le permanganate de Potassium. On rsprutit le précipité dans le verre de Bohême avec la pissette à eau bouillante après avoir percé le filtre. On lave celui-ci sans retirer Le verre avec 5 centumètres cubes environ d'acide sulfurique au 1/4 bouillant. Le liquide total est alors porté juste à l’ébullition et titré au permanganate de Potassium M7/100.
Chaque centimètre cube de permanganate employé correspond à 1 milligramme de chaux. J'ai appliqué cette méthode à quatre échantillons de poudre de cristaux de provenances différentes. Voici les résultats que j'ai obtenus :
Poids de substance
sèche Poids des cendres Calcium dosé Calcium 0/00 Ogr. 1530 0,0020 0,0015 9,80 0 gr. 1909 0,0024- 0,0020 10,025 0 gr. 1030 0,0019 0,0015 14,58 0gr. 1000 0,002% 0,0019 19,00
Les très faiblés quantités de cendres obtenues doivent à mon avis faire rejeter l'hypothèse que la guanine existe dans les cristaux à l'état de combinaison minérale. Je suis sur ce point én contradiction avec Voir qui trouve, après calcination des cristaux, des « quantités importantes de cendres fortement alcalines et donnant un abondant précipité d'oxalate de chaux ».
Les chiffres, fournis par mes expériences, exprimant la teneur en Calcium oscillent autour de 14 0/00. On remarquera leurs variations considérables selon l'échantillon examiné. Les différences, qui vont du simple au double, sont inexplicables si le Calcium trouvé provient d’une combinaison calcique de la guanine dont les proportions sont évidemment constantes. Mais si, comme je le pense, il s'agit de Calcium provenant d'impuretés, telles que débris de peau, écailles ete., dont il est impossible de se débarrasser complètement et dé les proportions varient avec chaque échantillon, les différences obtenues se comprennent d'elles-mèmes,
La présence de cristaux libres de phosphate de Calcium
signalée par Cunnienam et Mac Munx dans la peau de certains Poissons, l’existence dans les écailles non pigmentées d'une quantité de Calcium appréciable, viennent à l'appui de ma manière de voir. Si Vorr a obtenu dans ses dosages des quantités de Calcium très supérieures aux miennes, c’est sans doute parce quil à opéré sur un produit insuffisamment débarrassé de ses impuretés.
2 Batraciens et Reptiles. — Faute de matériel, j'ai dû abandonner la fecherche du Calcium chez les Reptiles et me limiter aux Batraciens (Grenouilles). Les difficultés d'extraction du pigment déjà signalées m'ontobligé à doser le Calcium dans les peaux elles-mêmes. La certitude où j'étais que le calcaire s y trouvait représenté dans d’autres éléments que les cellules à guanine m'a obligé à doser comparativement celui-ci dans des peaux très riches en pigment (peaux ventrales) et dans des peaux moins fortement chargées de ce dernier (peaux dorsales). Si je trouvais enfre ces divers échantillons des différences constantes, et suffisantes, au point de vue de leur teneur en calcaire, en faveur des fragments abdominaux, J'étais autorisé à rapporter ces différences à la présence du pigment.
Voici la technique que j'ai suivie :
5 lots de peau ventrale, 5 lots de peau dorsale sont lavés à l’eau, à l'alcool, à l’éther (voir plus haut), puis mises à sécher quelques heures à l’étuve. On les caleine à très petite flamme ; on obtient un charbon poreux. Lorsque la combustion et la crépitation se ralentissent, on augmente la flamme et on calcine fortement au rouge vif.
On fait ensuite dés attaques répétées par quelques gouttes d'acide sulfurique et d'acide azotique, en recalcinant, jusqu'à ce qu'on obtienne des cendres blanches. Sur celles-ci, on dose le Calcium par la méthode habituelle. Je ne me dissimule pas les causes’ d'erreur que comporte ce procédé :
1° J'ai déjà signalé que dans les circonstances défavorables où l’on est forcé d'opérer, c’est-à-dire en présence de tous les éléments de là peau, la quantité de Calcium trouvée doit être
en grande partie rapportée à des formations non pigmentaires (sang, mucus, et même dépôts calcaires, etc.) ;
90 Parrni les sels de Calcium contenus dans la peau et non
dans les guanophores, beaucoup sont sans doute solubles. Le
lavage, qui ne peut être rigoureusement identique pour deux
échantillons différents, les entrainera donc en quantité variable,
et la difficulté d'un dosage comparatif en sera très augmentée. Quoi qu'il en soit, voici les résultats que J'ai obtenus :
Peau abdominale Peau dorsale riche pauvre eu pigment en pigment 1 dosage. . . . 3,4 0/00 9,4 0/00 DUT ANSMRERE à 4,6 0/00 0,87 0/00 SNS MERS 8,7 0/00 6, 0/00 RAR CAR EEE 5,85 0/00 3,43 0/00 Bel NOM MAS Eee 2,39 0/00 3,900/00 .
Comme le montre le tableau ci-dessus et bien que mon dernier dosage ne concorde pas avec Les précédents, il semble qu'il y ait plus de Calcium dans les peaux abdominales que dans les peaux dorsales. Je me refuse cependant à interpréter ces chiffres, non seulement à cause du peu de rigueur que les conditions dans lesquelles on est obligé de l'appliquer donnent à une méthode par ailleurs satisfaisante, mais encore parce que je Les considère comme trop voisins de la teneur normale des peaux en Calcium et comme trop variables suivant les échantillons considérés.
III. Caractérisation microchimique
Tous les essais que j'ai faits ont été négatifs.
À l'imitation de nombreux auteurs et bien que je ne comprenne pas ce que signitie cette recherche par räpport au pigment purique (!), j'aiessayé d'obtenir un dégagement de gaz au niveau des guanophores en traitant ceux-ci par un acide. Je n'ai Jamais vu se produire, sous l'action de l'acide chlorhydrique, par exemple, les bulles signalées par certains de mes prédécesseurs.
J'ai calciné sur une lame de mica des fragments de tissus ou des coupes épaisses après avoir repéré l'emplacement des gua-
(9) En effet le carbonate de calcium est le seul sel de chaux pouvant donner
un dégagement de gaz (C0?) sous l’action d'un acide. Il ne saurait être question de ce sel ici, è
nophores. À l'examen des cendres restées en place, je n'ai Jamais vu celui-ci occupé par un dépôt blanc, calcique.
J'ai traité à maintes reprises des préparations par des solutions d'acide oxalique de concentrations variables (4 à 10 0/0). Le pigment se dissolvait entièrement sans qu'il se format aucun dépôt d’oxalate de chaux.
Les réactions utilisées en microchimie pour déceler le Calcium ne pouvaient m'être d’un grand secours, parce qu'elles sont presque toutes destinées à mettre en évidence le phosphate de chaux, et cela par l'intermédiaire du phosphore contenu dans ce dernier. La réaction argentique de Kossa était tout à fait inutilisable pour cette même raison et aussi parce que le nitrate d'argent précipite les corps puriques sous forme d’un composé noirâtre impossible à distinguer du phosphate d'argent qu'on cherche à obtenir par cette réaction.
La réaction de l'hématoxyline de Rôh] (") sur laquelle il était par contre légitime de compter s'est montrée complètement négative.
Ces résultats négatifs concordent avec les renseignements qu'avaient déjà fournis les dosages de Calcium pratiqués sur la poudre de cristaux. La guanine n'est pas contenue dans le pigment à l'état de combinaison calcique.
Dans ces conditions, et devant le fait déjà signalé que la combustion totale des cristaux laisse très peu de cendres, on pouvait se demander si le pigment purique n'était pas formé de guanate d’ammouiaque. J'ai donc recherché l’Ammonium en plaçant au fond d’un tube à essai 1/2 centimètre cube de poudre de, cristaux auquel j'ai ajouté quelques gouttes de lessive de soude ; évaporant à feu nu, je n'ai constaté aucun dégagement gazeux d’odeur ammoniacale, tant que le tube contenait encore de Peau. La réaction était done négative. Mais en continuant à chauffer, jusqu’à destruction suffisante de la matière organique par la soude, j'ai obtenu un dégagement de vapeurs qui bleuissaient fortement le papier de tournesel et qui possédaient l'odeur caractéristique de l’ammoniaque. Cette réaction est normale avec un corps qui possède comme la guanine un noyau ammoniacal en puissance dans sa molécule.
{) Voir pour la technique de cette réaction l’article 4e Scuurrze (1910).
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Je crois pouvoir conclure de l’ensemble de mes études chimiques :
1° En m'appuyant sur mes recherches qualitatives — que le pigment blanc contient de la guanine aussi bien chez les Reptiles et les Batraciens que chez les Poissons ;
20 En m'appuyant sur mes dosages de corps puriques (Poissons) — que cette guanine n’est pas libre mais existe sous forme d’une combinaison à laquelle elle participe pour 1/6 environ ;
3° En m'appuyant sur mes dosages de Calcium (Poissons) et sur mes recherches infructueuses de l'Ammonium — que le pigment est constitué par une combinaison organique de la guanine.
C'est pour avoir analysé des cristaux mêlés à des impuretés que certains de mes prédécesseurs ont pu admettre l’existence d'une combinaison calcique de guanine.
GÉNÉRALITÉS SUR LA PHYSIOLOGIE DE LA PIGMENTATION
L'étude physiologique de la pigmentation a donné lieu à une expérimentation abondante et a été entreprise par de très nombreux auteurs ; mais la plupart d’entre eux n'ont guère posé la question que bous la forme où, sans doute, elle les avait frappés davantage : ils n’ont cherché à élucider que le mécanisme des changements de coloration et ont abondamment déeritles mouvements des chromatophores, par exemple sous l'influence de la lumière, d’excitations électriques, ete. de sorte que la physiologie du pigment proprement dite, c'est-à-dire Le déterminisme de sa formation, est à l'heure actuelle une question fort mal
connue, Les auteurs qui l'ont abordée n’étaient malheureusement pas histologistes, Ils se sont contentés d'une étude macroscopique de leurs résultats expérimentaux qui ne permet pas à elle seule une interprétation exacte : c’est ainsi qu'ils ont pu prendre un état de contraction généralisée des chromatophores noirs, par exemple, pour une diminution de la mélanine, D'autres se sont laissé conduire par des hypothèses finalistes à de fausses interprétations des faits.
L'étude de la pigmeñtation ne va d'ailleurs pas sans difficultés Chez les Vertébrés inférieurs, en particulier chez les Batraciens et chez les Poissons, qui constituent un matériel commode, les variations individuelles pigmentaires sont considérables, et pour affirmer un résultat, il faut l'avoir observé en même temps sur un nombre suffisant d'individus, ou bien il faut pouvoir comparer l’état du sujet avant et après l'expérience : l’un et l’autre prennent beaucoup de temps, nécessitent une installation spéciale et un grand nombre d'animaux. Aussi ai-je limité mes recherches aux espèces de Batraciens les plus communes dans la région parisienne : Rana esculénta, Rana temporaria, Alytes obstetricans, Triton palmatus, Triton cristatus.
Je diviserai cette étude physiologique du pigment purique en plusieurs chapitres. Après avoir sommairement passé en revue les causes des changements de coloration, j'étudierai successivement l'influence de la lumière et l'influence de l'alimentation sur le développement du pigment purique ; je dirai quelques mots de l’action des glandes à sécrétion interne et je terminerai par la critique des théories par lesquelles différents auteurs ont essayé d'expliquer la présence des guanophores dans les tissus,
CHANGEMENTS DE COLORATION
dj, exposerai ici brièvement ce qu'on sait sur le mécanisme des changements de coloration chez les Vertébrés inférieurs. Dans
cette étude, je m'occuperai également des trois ordres de chromatophores, d'abord parce que le phénomène est seulement intelligible lorsqu'on considère la somme des variations propres à chaque catégorie de cellules pigmentaires ; ensuite, parce que ces variations sont soumises à un même mécanisme et dépendent des mêmes causes dans les trois cas. Les phénomènes sont se lement plus intenses, plus accusés pour les mélanophores, qui sont des cellules à la fois plus contractiles et plus sensibles.
La question des changements de coloration qui a de touttemps excité la curiosité des savants et des profanes est aujourd'hui bien connue. Aussi ne l’ai-je pas reprise personnellement et me suis-je contenté de vérifier incidemment, au cours d'une expérience, l'exactitude de telle ou telle assertion. Je me bornerai donc, après une rapide revue bibliographique, à résumer les résultats les mieux établis actuellement. s
Connu depuis l'antiquité, mentionné par AnstoTe et Pine, le phénomène fut étudié scientifiquement pour la première fois par Brücre (1852). Après lui, Poucuer fit de remarquables expériences sur Les Poissons plats (1876). En 1893, BazLowirz put mettre en évidence l'innervation des mélanophores des Poissons: depuis, de nombreux auteurs, parmi lesquels il faut surtout citer BIEDERMANN, BaBak, von Frisca, Masr, Fiscuez, Munisier, ont isolé et étudié Les principaux facteurs qui déterminent les changements de coloration.
Le phénomène est avant tout dû à la contractilité des cellules pigmentaires. Découverte par KôLziKer (1860), elle fut analysée de près par BIEDERMANN, VON Frisca, Bazcowirz. Ces auteurs pensent que l'état d'expansion du chromatophore représente un état de repos, la contraction étant seule active. Ils admettent que les prolongements protoplasmiques de la cellule sont permanents et fixes, le pigment étant seul capable de se déplacer et de modifier ainsi l'aspect du chromatophore. D’autres auteurs, au contraire, reconnaissent à ce dernier des propriétés amiboïdes (HazLer (1885), Gocovine (1907), Houmes (1913)).
L'innervation des cellules pigmentaires a été établie physiologiquement par Poucuer (1876). En pratiquant des sections nerveuses chez des Poissons plats, il obtient une immobilisation en extension des chromatophores situés dans le territoire d’innervation du nerf sectionné, Ces expériences ont été plusieurs fois
confirmées depuis (Biuuermann (1878), Caror (1896)), BimMERMANX avait en outre, ainsi que Durarrre (1890) le fit plus tard, excité électriquement un rameau nerveux et constaté une contraction générale des cellules pigmentaires dans la région innervée par celui-ci {t).
L'existence de nerfs pigmento-moteurs étant ainsi démontrée, il restait à établir comment ils se terminent au niveau des chromatophores et de quels centres ils dépendent.
Poucner (1876), Love (1890), Kwaurme (1891) décrivirent des terminaisons nerveuses au niveau des chromatophores ; en réalité, ils n'avaient coloré et vu que des prolongements protoplasmiques privés de leur pigment. Scaôünnorrr (1903) et GoLovine (1907) employant le bleu de méthylène, ne trouvèrent pas de rapports anatomiques entre les nerfs et les cellules pigmentaires. Mais Ereara (1893) et surtout Bazrowirz (1893) mirent en évidence, autour des mélanophores de Perca fluviatilis, Esox lucius, Alburnus lucidus, ete., des réseaux fibrillaires terminaux dont certaines ramifications peuvent même traverser le corps cellulaire ou ses prolongements. Les figures de BazLowiTz, obtenues par la méthode de Golgi, sont très démonstratives. SoiLauD (1907) en a observé d’analogues chez la Grenouille.
On ne peut rien dire actuellement de précis sur l'existence et surtout sur la localisation d’un centre nerveux pigmentaire. L’expérimentation renseigne difficilement à ce point de vue, car toute destruction un peu étendue de substance nerveuse amène secondairement un changement d'état de tous les chromatophores de l'organisme. La plupart des auteurs qui ont cru découvrir des « centres toniques » pour les chromatophores et qui les ont localisés dans des régions très diverses (systéme sympathique, moëlle, bulbe, épiphyse, couches optiques, cerveau antérieur) ont interprété une action secondaire banale comme l'effet électif, précis. de la destruction du « centre pigmentaire » qu'ils supposaient avoir atteint. Peut-être pourrait-on reprendre ces expériences, en se guidant sur cette idée à priori que, étant donnée la grande influence des excitations
(:) Ces derniers résultats n’ont pas été admis par divers auteurs; entre autres ; Enrmanx (1892) Mancnesixt (1909)
rétiniennes sur l'état des chromatophores, le centre qui régit celui-ci touche de près aux centres optiques.
Il reste à exäminer maintenant Les facteurs internes ou exterïiès qui, soit directement, soit indirectement, influent sur la forme des cellules pigmentaires.
Les modifications locales de la cireulation ämènent des variations correspondantes de l'état des chromatophores. La ligature ‘ d’une artère entrainé une contraction générale dé ceux-ci dans le territoire qu’elle irrigué. Je n'insiste pas sur ces actions cireulatoires dont le rôle parait peu important dans les conditions naturelles.
De nombreux facteurs externes ont été étudiés au point de vue de leur influence directe sur les chromatophores. Certains auteurs ont insisté sur l'action locale de diverses substances chimiques (essence de térébenthine, extrait de cantharides, iodure de potassium, ete.) ; d’autres sur les modifications qu’entrainent les contacts et les frottements. Vox Sisgorn (1863) rapporte une anecdote assez eurieuse d'après liquellé un poisson, fraîchement pêché et rapporté dans un filet, portait à l'arrivée, sur les flanés, le dessin des mailles contre lesquelles il avait été pressé. Des modifications dans l'état des chromatophores sous l'influence de la sécheresse, de la température et de la lumière sur la peau ont été décrites par HeninG (1869), BikpéruAnN (1892). Mais la difficulté d'isoler ces divers facteurs et de s'assurer que, dans les conditions de l'expérience leur action est seulement directe rend les résultats assez incertains.
Les causes naturelles qui provoquent la contraction où l'expansion des chromatophores par voie indirecte, c’est-à-dire qui agissent par l'intermédiaire du système nérveux, sont avant tout les états psychiques et les excitations rétiniénnes.
L'effet de la colère, de là frayeur sur la coloration des tégumets est facile à observer chez le Caméléon, par exemple.
L'influence de la lumière sur les telles pigmentaires par l'intermédiaire de l'œil est absolument certaine et bien connue, depuis des expériences déjà anciennes d'aveuglement, d'éclairement mtensif où dé maintien à l'obscurité. Il résulte de différents travaux que lorsqu'on soumet un animal à un éclairage donné, il faut tenir compte non seulement de la quantité de lumière qu'il reçoit, mais de celle que le fond sur lequel il est
maintenu absorbe ow réfléchit. L'animal devient de plus en plus sombre à mesure que la lumière est plus vive (à l'obscurité totale correspond un état de contraction maxima des mélas nophores), mais d'autre part il a toujours tendance à adapter sa coloration à celle du fond sur lequel il vit; ce phénomène peut être si marqué qu'il annule l’action de la lumière et que, comme l'a montré M. Mumsiir, une truite soumise à un éclairagé intense, mais placée sur fond blanc, reste claire.
Un aninfal aveugle devient sombre et le demeure quellés qué soient les variations de la lumière et du fond. Il a done perdu toute faculté d'adaptation chromatique.
GHAPITRE VIII
ACTION DE LA LUMIÈRE SUR LE DÉVELOPPEMENT DU PIGMENT PURIQUE
En exposant l'influence de la lumière sûr les changements de coloration, je n'ai eu en vue que les actions passagères de courtes variations d’éclairement. Les modifications qué j'ai décrites ne portent que surf l’aspeet des chromatophores, non sut leur nombre ou leur répartition. Mais on peut obtenir, par une action constante et prolongée des rayons lumineux, des modifications durables de la pigmentation. J'étudierai spécialement ici celles qui ont trait aux guanophores.
Déjà la simple observation montre que la lumière joue un rôle dans la répartition des pigments, telle qu'elle est héréditairement fixée pour chaque espèce. D'une façon absolument générale, les régions cutanées les plus fréquemment soumises aux rayons solaires sont les plus riches én mélanophores. Mais le déterminisme de la pigmentation est trop complexe pour qu'on puisse se risquér à des interprétations plus précises de la topographie pigmentaire normale ét je crois qu’il est beaucoup plus sûr de se fier à l'expérimentation.
Cunninenam et Mac Munx (1883) plaçant de jeunes larves de
Pleuronectes fraichement écloses dans des vases de verre dont le fond seul est éclairé, observent qu'après un temps suffisant (se chiffrant par années), la face inférieure prend la couleur habituelle de la face supérieure et réciproquement. La même expérience, répétée sur des Pleuronectes âgés de plusieurs mois, fait disparaitre progressivement chez ceux-e1 la coloration blanc mat ventrale, qui est remplacée par une pigmentation jaune et noire. Au bout de deux ou trois ans, le ventre tend à prendre l'aspect d'un dos normal; la région dorsale est beaucoup plus riche en guanophores que chez les animaux témoins. Le péritoine subit des transformations analogues : dans la région ventrale, le nombre des guanophores est diminué. Cette inversion expérimentale de la pigmentation est possible à tous les âges ; elle est d'autant plus rapide et plus complète que l'individu choisi est plus jeune. Elle demande cependant toujours plusieurs années. Durarrre (1890) a obtenu des modifications comparables de la coloration chez des grenouilles, en éclairant leur face inférieure.
M. Murisir (1920) dans un travail très remarquable, où abondent les faits et les idées, sur le pigment mélanique de la Truite, signale que cet animal élevé sur fond blane et à une vive lumière présente un grand développement du pigment purique à la face inférieure, sous forme d’une large bande brillante occupant le ventre et la partie basse des flancs. Chez les témoins {élevés sur fond noir) il n'existe qu'une étroite zône guaninique médio-ventrale.
J'ai entrepris des expériences analogues sur les larves de Batraciens et j'ai obtenu, chez des têtards élevés dès leur éeclosion dans un vase de porcelaine blanche et à la lumière, une surabondance nette de guanophores à la face ventrale. Je ne crois pas cependant, malgré ce résultat positif, que les larves d’Anoures constituent un matériel de choix pour l'étude des transformations de la pigmentation sous l'influence de la lumière, car la métamorphose du sujet, qui vient interrompre l’expéricuce au bout de quelques semaines, ne laisse pas aux modifications le temps de s'établir suffisamment et de prendre une intensité tout à fait démonstrative,
J'ai soumis des Axolotls non adultes, à peu près complètement apigmentés (leur peau dorsale contenait quelques rares mélanophores lui donnant par places un aspect grisâtre, leur peau ventrale ne contenait aucun pigment, mais leur péritoine présentait quelques guanojhores), à des conditions d'éclaire ment diverses, allant depuis l'obscurité totale jusqu’à la pleine lumière du jour, sur des fonds diversement colorés. J'ai prolongé les expériences environ quatre mois, mais je n’ai jamais pu enregistrer de modifications appréciables de la pigmentation chez ces animaux. Non seulement il n’est pas apparu de guanophores ou de mélanophores dans leur peau ventrale, mais le nombre des cellules noires contenues dans leur peau dorsale n'a pas sensiblement varié. Il y a chez ces animaux.anormalement peu pigmentés, une sorte d'indifférence à l’action des facteurs externes (lümière par exemple), qui montre bien que la formation des pigments est avant tout causée par des facteurs internes, encore mal connus et qui peuvent héréditairement manquer.
La difficulté matérielle d'installer un dispositif convenable m'a empêché d'étudier l’action des diverses lumières monochromatiques sur le développement des guanophores. Les faits jusqu'à présent publiés ne concernent que les mélanophores. P. Bert (1875) rapporte que sur l'Axolotl la lumière bleue agit comme une lumière blanche intense, la lumière orangée comme l'obscurité. Manxpouz (1903) observe que les lumières rouge et verte (agissant sur la Grenouille) sont équivalentes à une lumière blanche faible, la lumière violette à une lumière blanche forte. « L'action excitante des vibrations lumineuses sur les chromoblastes croit », dit-il, « avec leur rapidité ».
A ces faits j'ajouterai simplement que, comme je l’ai observé sur des larves de ana temporaria, non seulement les animaux élevés sur fond blanc présentent une augmentation de leurs guanophores, mais les animaux élevés sur fond jaune présentent une augmentation de leurs lipophores. Ces résultats concordent avec ceux qu’a obtenus Kammerer (1913) à propos du pigment jaune de la Salamandre adulte et qui ont été contredits par Hergsr (1949) dans ses observations sur des larves de Salamandre,
INFLUENCE DE L'ALIMENTATION SUR LE DÉVELOPPEMENT DU PIGMENT PURIQUE
Avant d'exposer mes recherches personnelles concernant l'influence de la quantité et de la qualité de la nourriture sur le développement du pigment purique, je voudrais dire un mot des raisons théoriques pour lesquelles je Les ai entreprises.
A l'heure actuelle, il existe pour interpréter la présence de guanine dans les tissus deux théories qui établissent un rapport entre le régime alimentaire et la pigmentation :
d’après la première, le pigment purique est un excretum, l'élaboration de là guanine s’ajoute à l'élimination rénale ou la supplée. | |
d’après la seconde, le pigment blanc est, comme les autres pigments, une substance de réserve que l’animal accumule dans les conditions favorables pour l'utiliser lorsque sa nourriture devient insuffisanté (Les auteurs qui ont défendu cette théorie né savaient en général rien de précis sur la nature chimique du contenu des guanophores).
I m'a semblé que l'expérimentation pouvait seule permettre, sinon de trancher la question de l’origine et de la destinée des substances pigmentaires, au moins de la poser en termes convenables ; aussi ai-je entrepris sur le rôle de l'alimentation une série d'expériences comparatives, dans lesquelles j'ai distingué un facteur quantitatif (influence du jeûne, de la suralimentation) et un facteur qualitatif (action des différents types d’aliments, en particulier des nucléo-protéides).
Influënce de la quantité de nourriture.
Si plusieurs auteurs se sont occupés des variations quantitalives de la mélanine ou du lipochrome en fonction de la quanüté de nourriture absorbée, il en est fort peu qui aient étudié la guanine à ce même point de vue.
: r OPA NO 7 EE \ 4 H 7 4 $ Je ne peux guère citer que von Wirricu (1854) qui, en faisant
jeûner des grenouilles, voit augmenter leur pigment purique ét Rao (1917) qui, éxpérimentant sur un tétard des Indes (Wicrohyla vrnata), prétend au contraire faire disparaitre les guänophores de cet animal en le privant, quelques jours seulement, de nourriture. Tonien (1908), qui part de l'idée à priori que les pigmènts représentent pour l'organisme des substances de réserve, fait Jeûner des têtards de Pélobates fuscus et obtient des animaux apigmentés. Au contraire, Powers [1880) ét Jonn- SON (1913), ‘expérimentant, lé premier sur Amblystoma tigrinum, le second sur Hyla reyilla, constatènt que les variations quantitatives de l’aliméntation n'ont pas d'influence sur la pigméütation : inais il sémble douteux que ces auteurs aient connu l'existence dés guänophores.
Tous ces résultats sont à la fois contradictoires ét imprécis, dé sorte qu'il n'y en à guëre que je puisse comparer à ceux que J'ai obtenus.
Pendant deux années consécutives, j'ai soumis des Batraciens adultes (Rana témporaria, Triton cristatus et palmatus) et larvaires (têtards de Rand esculenta et temporaria, d'Alytes obsietricans) à des régimes très variés. J'ai eu soi de placer ines aniinaux dans les conditions les plus favorables, voisines autant que possible de l'état naturel et de soumettre les séries compärables à des influences identiques d'éclairage, de température, d'humidité, d’oxygénation, ete.., pour isoler autant que possible le facteur alimentaire. Les adultes, que j'avais choisis des deux sexes et d'âges variés, étaient logés dans des térraria peu éclairés où, à côté d'une zônie terrestre garnie de mousse et de pierres pouvant servir d'abris, se trouvait un bassin à eau courante. Les têtards, provenant toujours, pour une même série d'expériences, de la même ponte, étaient répartis par groupes de 25 à 30 dans des cristallisoirs dont je renouvelais l’eau tous les deux jours. Il est évident que cette eau (éau de Seine) apportait aux animaux maintenus en état de jeûne quelques éléments utilisables. Mais l'arrêt de la croissance chez ces individus m'a fait considérer un pareil apport comme négligeable.
Pour chaque espèce, j'ai réparti mes animaux en trois lots : à l’un je fournissais une nourriture surabondante, à l'autre, une
quantité d'aliments nettement mférieure à des besoins nOrMAUX ; le troisième était soumis au jeûne absolu. Parmi les têtards en expérience, les uns furent mis deux jours après leur éclosion à l’un des régimes cités ci-dessus, les autres reçurent les quinze premiers jours une alimentation végétarienne normale et furent soumis ensuite aux conditions expérimentales. Ils les supportaient beaucoup mieux.
Je contrôlais les résultats en sacrifiant des animaux régulièrement et en examinant, après montage, leur peau au microscope. Pour les adultes, je prélevais un animal par quinzaine à partir du deuxième mois après le début de l'expérience. Pour les têtards, j'en sacrifiais un tous les trois jours à peu près, deux semaines après l'institution du régime spécial.
Je n'exposcrai ici de.mes observations que les faits concernant les guanophores et que j'ai déjà résumés dans une note à la Société de Biologie (').
Les résultats que j'ai obtenus sont nets et constants. Dans aucun cas, et même lorsque j'atteignais la limite de résistance de l’animal (pour les Tritons, je suis arrivé à une diminution de poids de plus des 2/3), le jeûne n'a amené la disparition des guanophores annoncée par Rao et par Tornier. Il n'a même aucune action inhibitrice sur le développement du pigment purique, car, si dans la peau des têtards complètement privés de nourriture depuis quelques semaines on observe une raréfaction des cellules pigmentaires par rapport aux têtards normaux du même âge (de mème par exemple qu'un moins grand nombre de glandes), c'est parce que chez les premiers, dont la croissance est à peu près nulle et qui restent inertes au fond de leur ceristallisoir, le développement général du corps est entravé. L'aspect fripé, altéré (Planche IX, fig. 5), des guanophores dont les prolongements sont souvent rompus et les noyaux mal visibles, n'a rien d'électif, mais doit être considéré, au même titre que d'autres altérations cellulaires et que l'arrêt de la croissance, comme le signe d'une intense misère physiologique. Je remarquerai en passant que chez ces animaux dont la taille varie à peine de un à deux millimètres en plusieurs semaines, l'évolution des organes, à un certain retard près,
{D G, À, Soc, Biologie, juin 1992.
suit malgré tout son cours habituel. Les pattes postérieures apparaissent. En général, on ne peut pas mener les animaux jusqu'à l'apparition des pattes antérieures et à la métamorphose complète, parce que cette période de grandes transformations correspond à une augmentation de leur fragilité et leur est à presque tous fatale. Tous les animaux qui atteignirent ce stade furent ceux que j'avais nourris normalement pendant les quinze premiers Jours de leur vie, avant de les soumettre au jeûne absolu. À la période ultime les altérations des tissus sont considérables. Les guanophores, le plus souvent contractés, ne sont pas disposés par groupes, comme chez le sujet normal d'âge égal, mais restent isolés les uns des autres. Cet aspect correspond à l'arrêt presque total de la division de ces éléments, qui n'est qu'un cas particulier du ralentissement de la multiplication cellulaire générale. De même les formes jeunes si abondantes et si faciles à voir à cet âge manquent complètement. Îl faut rapporter ces deux faits à l’inhibition générale de la croissance chez ces animaux.
Chez le têtard insuffisamment nourri, les phénomènes sont analogues, mais moins accusés. Des guanophores nouveaux apparaissent, quoique avec lenteur, par multiplication et par différenciation. Les cellules adultes, le plus souvent contractées, ont une apparence poussiéreuse anormale, mais on n'y rencontre pas d'altérations proprement dites. Le têtard bien nourri présente seul ces chromatophores étoilés, brillants, très ramifiés, formant des groupes nombreux, où les attitudes de divisions sont fréquentes, et que je considère comme caractéristiques d’un état parfaitement normal.
. J'ai étudié sous un aspect un peu différent l'influence de la quantité de nourriture sur Ja condition des guanophores. Ayant remarqué que chez un têtard convenablement nourri qu'on ampute de la partie terminale de sa queue, le régénérat formé contient dans leurs rapports normaux les trois ordres de pigments, j'ai recherché si le jeûne amenait une modification quelconque dans l'apparition de ceux-ci, et en particulier de la guanine. J’ai done, sur des sujets mis à jeüner depuis une semaine, sectionné la queue de façon à la raccoureir environ des deux tiers. L'opération est inoffensive sur des larves en bon état: elle entraine au contraire une mortalité considérable
chez des animaux affaiblis par la privation de nourriture, et j'ai dû la pratiquer sur une grande échelle avant d'arriver à un nombre suffisant de survies. Au bout de quatre semaines environ, c’est-à-dire à un moment où chez des ampuies bien nourris la queue avait repris sa longueur normale, j'ai sacrifié les amputés soumis au jeûne et j'ai examiné le fragment régénéré.
Ce fragment est beaucoup plus court que n était le lambeau sectionné ; sa longueur est pour ainsi dire proportionnelle à la quantité d'aliments fournis aux sujets dont la nourriture à été réduite. Elle ne dépasse jamais quelques millimètres chez les individus soumis au jeûne absolu. Chez ceux-ci la pigmentation du régénérat est plus ou moins affaiblie et la diminution du nombre des chromatophores frappe également les trois ordres de pigments. Chez les têtards normaux amputés, la densité pig- .mentaire dans le régénérat est la même que dans le lambeau sectionné, à part quelques variations individuelles, parfois notables, concernant surtout les mélanophores et sur lesquelles je n’ai par conséquent pas à insister ici.
Action qualitative.
L'action de la composition chimique des aliments sur la pigmentation n’a jamais été étudiée. À part Tornier (1908) qui observe chez le têtard de Pelobates une différence de coloration entre les sujets herbivores et les carnivores, aucun auteur ne parait s'être préoccupé de cette intéressante question,
J'ai entrepris une série d'expériences destinées à étudier l'influence de diverses substances alimentaires sur le développement du pigment purique chez le têtard de Raña temporaria. J'ai done élevé des séries comparatives de ces larves en donnant exclusivement à chacune d'elles un des aliments suivants :
feuilles de choux ;
épinards ;
viande de bœufs
blanc d'œuf cuit ;
foie de bœuf ;
thymus de veau.
Une série supplémentaire était soumise à un régime mixte composé de choux et de viande de bœuf (!).
La teneur en « N purique » (?) des aliments que j'ai employés (exprimée en milligrammes par rapport à 100 grammes d’aliments) peut être évaluée approximativement à :
ADM 5... . 350 à 450 mmg:
DR rs 5. 100 mmg, Nan 4 ou 30 à 40 mimg.
UDATAR ET, de 20 à 25 mmg.
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Non seulement je me proposais de vérifier que le régime végétarien et le régime carné permettent d'obtenir des animaux très diversement colorés (ToRniER), mais j'espérais mettre en évidence un parallélisme entre la quantité de pigment purique élaborée par un animal et celle des nucléo-protéides qui lui sont fournies. La guanine étant un produit de décomposition de ces substances, si la pigmentation pouvait être modifiée par le régime alimentaire, un têtard nourri de foie et de thymus, organes très riches en nucléo-protéides, devait présenter un développement anormal de ses guanophores.
L'expérience n’a pas confirmé cette hypothèse.
Je n'ai pu relever aucune différence, au point de vue pigmentaire, entre les têtards des séries énumérées plus haut. À l'œil nu, leur coloration est identique ; sous le microscope, les préparations de peau sont indiscernables les unes des autres. La qualité des aliments, qui influe quelquefois sur la croissance (ainsi les animaux nourris à l'ovalbumine ne se développent pas très bien), n'agit donc pas sur la quantité absolue ou relative des irois ordres de pigments. re
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(t) M. Cuawpy a bien voulu me donner des tétards qui avaient été nourris avec du riz poli et du pain lavé. Malheureusement chez ces animaux, qui étaient conservés depuis quelque temps dans du formol ordinaire, le pigment purique avait été complètement détruit.
(2) La richesse en purines d'une substance alimentaire s'exprime d'ordinaire soit par la quantité d'acide urique produite par 100 grammes de la substance, soit par le poids d'azote correspondant à celte quantité d'acide urique : j'emploie ce dernier mode d'expression qui est préféré par beaucoup d'auteurs. I1 suffit de multiplier par 3 les chiffres du tableau ci-dessus pour avoir en milligrammes la quantité d'acide urique fournie par 100 grammes de l'aliment,
Ces résullats contredisent ceux qui ont été publiés jusqu à présent et qui semblaient établir un rapport très général entre l'alimentation et la pigmentation. Ils obligent à se représenter les processus qui aboutissent à la formation du pigment purique d'une façon beaucoup plus complexe, et que les idées théoriques qui viennent les premièrés à l'esprittne font pas prévoir. Tandis que J'aboutissais à un échec avec des expériences dont la réussite était vraisemblable, j'ai obtenu une modification fort nette de l'état des guanophores dans un cas où aucune idée 4 priori ne m'avait conduit à espérer un résultat positif.
Jounsox (1913) avait constaté non seulement que la lécithine empêche #x vitro l'action de la tyrosinase sur la tyrosine (cette action représente, on le sait, le processus le plus habituel de formation de la mélanine dans l'organisme des Vertébrés), mais qu'elle l'empêche aussi in vivo. En effet, il obtint chez deux lots de têtards nourris, les uns avec du jaune d'œuf, les autres avec des aliments quelconques auxquels il ajoutait de la lécithine, une diminution égale et considérable du pigment mélanique.
J'ai repris ces expériences pour préciser histologiquement le résultat obtenu par Jouxsox et pour étudier comment se comportaient les guanophores et Les lipophores lors d’une réduction des mélanophores. J'ai donc nourri un certain nombre de têtards exclusivement avec du jaune d'œuf. Ils s'accommodent fort bien de ce régime, qui les conduit dans les délais ordinaires à une métamorphose tout à fait normale, au moins quant à l'aspect extérieur que les animaux présentent à ce moment.
Quinze jours après l'institution du régime, on n'observait pas encore de modifications macroscopiques de la coloration. Cependant la peau contenait déjà, à l'examen microscopique, un peu moins de mélanophores et un peu plus de guanophores que celle des témoins. Au bout de trois semaines ce phénomène devenu sensible à l'œil nu donnait au têtard un aspect grisatre sale très caractéristique ; les téguments se révélaient alors très pauvres en mélanophores et d’une richesse extraordinaire en cellules à guanine. Celles-ci, non seulement plus nombreuses, mais de plus grande faille, plus remplies et pour ainsi dire plus exubérantes, envahissaient la peau dorsale, la queue... (PL IX, fig. 6 et PI. XII, fig. 8 et 4).
Il m'est assez difficile actuellement d'interpréter ce phéno-
mène. Faut-il y voir une action directe de la lécithine sur la formation du pigment purique ? Rien dans nos connaissances chimiques actuelles ne permet de le penser. Mais peut-on admettre comme tout à fait certaine l'hypothèse de Johnson, d'une inhibition de la mélanogénèse et faire de l'augmentation du nombre des guanophores un phénomène compensateur du premier ? Les corps mélanogènes, arrêtés dans leur évolution naturelle et se trouvant sans emploi, peuvent-ils exceptionnellement se transformer en pigment purique ?
Autant de questions auxquelles on ne peut guère répondre pour le moment.
Quoi qu'il en soit, je tenais à signaler ce curieux balancement entre deux pigments qui n’ont aucune parenté chimique apparente et ce résultat positif de mes expériences alimentaires.
ACTION DES GLANDES A SÉCRÉTION INTERNE
Bien qu'aucun travail n'ait été fait spécialement sur ce sujet, on sait depuis longtemps, par l'existence des parures de noces, que la période d'activité sexuelle peut coïncider avec des modifications de la pigmentation. La question n est pas encore résolue de savoir si on doit rapporter celles-ci à l’action directe d'une sécrétion interne, ou s'il faut les faire dépendre des changements qui surviennent, au moment de la reproduction, dans le métabolisme de l'animal.
Je ne crois pas qu'on ait avantage à dissocier l'étude des parures de noces de celle des autres caractères sexuels secondaires. Je n’en parlerai donc pas ici, et d'autant moins qu'en général les guanophores n’y participent pas spécialement.
Les auteurs américains ont étudié l'action de deux glandes à sécrétion interne, l'hypophyse et l’épiphyse, sur la pigmentation. ù
Sur (1916) et Auzex (1917) publient que l’extirpation de
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l'hypophyse chez les têtards amène des changements marqués de leur coloration. De sept à dix jours après l'opération, les animaux passent d'un aspect noirâtre à une couleur argentée. Suwru attribue le phénomène à une diminution du nombre des mélanophores et de leur teneur en mélanine, et à une augmentation du nombre des gnanophores ALuex eroit au contraire à la contraction et à la migration vers la profondeur des cellules noires et à l'expansion des cellules à guanime. |
ATWwELL (1919), après avoir pratiqué l'hypophysectomie et. après avoir constaté les mêmes résultats que ses prédécesseurs, rend aux têtards opérés leur couleur normale en les nourrissant avec de l'hypophyse de Bœuf. L'effet est obtenu une demiheure après l'ingestion de celle-ci, mais ne se maintient que si l'alimentation hypophysaire est continuée. Un résultat aussi rapide ne peut être dû qu'à l'expansion des cellules existantes et c'est bien ce que l'examen microscopique permet à l'auteur de vérifier. Swin6ce (1921) greffe des fragments d'hypophyse de Grenouille dans la cavité péritonéale d’un têtard. Une heure après l'opération, l'animal prend une coloration très foncée qui se maintient tant que le greffon n'est pas résorbé, c’est-à-dire pendant un mois environ. L'examen microscopique révèle un état permanent d'expansion des mélanophores qui atteint même les mélanophores viscéraux et qu'aucune condition d'éclairage ne peut rodifier.
Mac Corp (1917) et ALLzen, faisant absorber à des têtards de l'épiphyse de Mammifères, constatent des modifications pigmentaires aualogues à celles que produit l'hypophysectomie.
Il résulte donc de ce qui précède que pour les auteurs américains l'hypophyse (principalement la pars inteymedia) et l'épiphyse, qui agissent sur la coloration du têtard, fonctionnent à ce point de vue comme deux glandes antagonistes.
Je n'ai pu reproduire les expériences d'hypophysectomie et de greffe à cause de la petite taille des têtards français, qui rend l'opération beaucoup plus difficile que sur les têtards américains (Rana cateshiana, Rana pipiens). Mais j'ai étudié, sur des tôtards de ana lemporaria, Vaction de l'ingestion d'extraits
glandulaires non seulement d'épiphyse où d'hypophyse, mais do corps surrénal, de testieule et de glande thyroïde. Dans
aueun ças je n'ai pu obtenir de modifications de la coloration.
Je ne sais comment interpréter cette contradiction entre les expériences de Arwezz, Mac Corp, ALLEN ét les miennes car, d’une part j'ai pu constater que les animaux absorbaient véritablement la poudre de glande, préparée par la maison Choay avec toutes les garanties désirables, d'autre part, j'ai obtenu chez les têtards soumis à l’action de la thyroïde cette accélération de la croissance et cette précocité des phénomènes de métamorphose qui sont tout à fait. caractéristiques de l'efficacité du traitement. Il me parait impossible que la non concordance de nos résultats tienne à ce que les auteurs américains ont expérimenté sur des espèces différentes de Rana temporaria. L'extrème généralité de l'action des glandes à sécrétion interne, le fait que le têtard est aussi sensible à l'hypophyse de cout qu'à l’hypophyse de Bœuf me paraissent devoir écarter cette hypothèse. ù
En même temps qu'à des têtards, j'ai i fait i ingérer des extraits glandulaires à des Axolotils — presque apigmentés — que je possédais. ei encore, je n'ai observé aucune modification de la coloration, mais j'ai vu se métamorphoser assez rapidement en Amblystome le sujet auquel j'avais donné de la thyroïde
Je compte reprendre ces expériences la saison venue et les compléter en les étendant aux adultes, auxquels J'administrerai les extraits soit par ingestion, soit par injection.
CHAPITRE XI
EXAMEN CRITIQUE DES THÉORIES QUI ONT CHERCHÉ A INTERPRÉTER LA FORMATION DU PIGMENT PURIQUE
Parmi les auteurs qui ont cherché à dégager de données physiologiques, zoologiques ou histologiques la signification du pigment purique, on peut distinguer deux tendances. La première consiste à chercher quelle place il occupe dans le
métabolisme général de l'animal. La seconde, faisant abstraction des propriétés chimiques du pigment, cherche, d’un point de vue finaliste, l'utilité que ne peut nianquer d'avoir pour la défense de l'individu, une substance aussi abondante et aussi visible.
Parmi les théories finalistes, je retiendrai celles qui, s'appliquant surtout à l’argenture des Poissons, font de celle-ci, soit un écran contre les rayons lumineux, soit un instrument de protection contre Les animaux prédateurs.
Comme j'ai eu l’occasion de le dire ailleurs () c'est M. Muünisien (1920) qui à défendu de la façon la plus intéressante l'hypotbèse du rôle protecteur de la guanine contre la lumière. Cet auteur ayant, dans une expérience que j'ai citée plus haut, élevé des Truites (Sa/mo lacustris) à une lumière vive, les unes sur fond blanc, les autres sur fond noir, a constaté que les premières présentent un très vif éclat argenté du ventre et des flancs, alors que lès autres ont une couleur sombre et une argenture à peu près nulle. Il propose d'interpréter le phénomène comme un mécanisme de défense par lequel la Truite, soumise à l’action d’un fond éclairant substituerait à un écran mélanique absorbant, un. écran à guanine réfléchissant. « Elle s'assure », dit-il, « du même coup, par cette réaction admirablementorientée, l’homochromie protectrice et une défense plus efficace contre l’action des rayons lumineux ».
Cette homochromie protectrice qu'indique M. Munster avait déjà souvent été invoquée avant lui. Poporr (1906), Lazoy (1907), KapELKkIN (1907), Franz (1907) ont vu dans l’argenture un moyen pour les Poissons qui habitent les eaux superficielles d'échapper aux espèces carnassières qui les poursuivent : grâce à l'éclat dont ils brillent, ils peuvent se confondre avec la surface de l’eau qui parait argentée vue de la profondeur.
A la théorie qui fait de la guanine un écran contre la lumière on peut objecter tout de suite que la région dorsale des Poissons qui reçoit le plus de lumière est aussi celle qui aurait besoin d’être la mieux protégée. Or, ce sont toujours les écailles ventrales qui contiennent le plus de guanophores, les écailles dorsales en étant même souvent dépourvues.
(1) Bulletin Socièté de Zoologie, juin 1922.
Le rôle protecteur de l'argenture vis-à-vis des prédateurs est Jui aussi sujet à critique. Il est douteux que la surface de l’eau, vue de la profondeur, apparaisse brillante — que les poissons carnassiers nagent toujours au dessous de leurs proies — et que la poursuite ait lieu aux heures où la lumière est la plus forte et où par conséquent l’argenture serait la plus utile. Il suffit d'avoir pratiqué la pêche dite « à la cuiller » pour savoir qu'un des procédés les plus efficaces pour attirer un Poisson carnassier consiste à trainer dans l’eau un objet brillant, en métal ou en nacre, que l'animal prend évidemment pour le ventre argenté d'une proie. Loin de protéger celui qui en est revêtu, l’argenture semble donc plutôt attirer sur lui l’attention de son ennemi. Enfin le meilleur moyen de montrer la fragilité de cette hypothèse est peut-être d’opposer aux interprétations utilitaires précédentes celle que suggère M. Rao (1917). à propos des têtards de Microhyla ornata : la bande dorsale brillante, guaninique, que présentent ces animaux servirait non plus à les empêcher d'être vus par leurs ennemis, Couleuvres et Oiseaux, mais au contraire à les faire reconnaître par ceux-ci, entre toutes les autres larves, comme une espèce non comestible que des glandes nauséabondes rendent désagréable au goût.
Le plus grave défaut des explications de cet ordre, c'est qu’elles ne s'appliquent qu’à certains cas particuliers. Les auteurs qui ont interprété l’argenture des Poissons oublient que la prédominance ventrale des guanophores est générale chez les Vertébrés inférieurs, et que des considérations de défense contre la lumière ou contre des ennemis ne sauraient jouer à propos d'Anoures ou d'Ophidiens, animaux terrestres, dont la face ventrale est fort peu visible et peu éclairée. À mon avis, il est plus important d'expliquer la présence constante de la guanine en certaines régions, que de chercher un sens à l'aspect brillant qu'elle leur donne dans certains cas. C'est une attitude d'esprit très anthropomorphique que de poser en principe que ce qui se voit est fait pour être vu. ne faut pas oublier que les pigments, qui sont si apparents à la surface du corps, se rencontrent aussi, et parfois en grande abondance, dans des régions inaccessibles à la vue et sans doute à la lumière, telle que la vessie natatoire, la cavité générale, où les guanophores forment souvent une véritable argenture interne,
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Parmi les auteurs qui ne se sont pas laissé tenter par des idées finalistes et qui ont essayé d'interpréter les différents pigments én fonction du métabolisme général, il faut d'abord citer Réautur (1716). Il remarqué que les cristaux des écailles de Poissons se rencontrent aussi & dans la membrane qui entoure l'estomac et l'intestin » et émet l'hypothèse que la substance qui les forme est d’origine digestive et se rend par lmtermédiaire des Vaisseaux dans là peau et dans lés écailles. Cette idée fondée sur une observation trop superficielle, mais qu'il était impossible de préciser à l'époque, est contredité par le fait qué les guanophores apparaissent dans la peau avant d'apparaitre dans le péritoine, et qu’on ne rencontre jamais de cellules à guanine dans les vaisseaux.
Je ne reviendrai pas ici sur la théorie qui fait des pigments des substances de réserve pour l'organisme, l'ayant longuement diséutée à propos de l'influence de l'alimentation sur la pigmentation.
Par contre, je voudrais insister sur une théorie intéréssante dont Manbouz à été le principal défenseur et qui fait de la présence de la güanine dans lés tégumerits la conséquente d’une insuffisance de l'appareil excréteur. Pour cét auteur, l'absence de pigment puriqué chez les Vertébrés supérieurs opposée à sa grande abondance chez les Poissons, les Réptilés et les Batraciens, tictit au perfectionnemetit croissant de l'appareil rénal, à mesure qu'on s'élève dans la série animale : « Les déchets imparfaitement éliminés chez les Vertébrés inférieurs s'acéumulent dans l'organisie et vont sé fixer dans les téguments notainment où ils sont utilisés secondairement dans là coloration. La peau suppléé le rein insuffisant ».
Donc d'après Manpouz ét les auteurs qui ont adopté sa manière de voir, là guanine qui se fixe dans les téguments des Vertébrés inférieurs représenterait un produit de désassimilation que le réin est incapable d'éliminer.
Les expériences que j'ai rapportées plus haut et d'après lesquelles les régimes alimentaires n’ont pas d'influence sur la production du pigment purique m'avaient déjà mis en défiance contre cette explication. L'insuffisance habituelle du rein aurait dû être augmentée et la suppléance des guanophores se
manifester bien davantage chez des animaux nourris avec dt foie et du thymus, aliments riches en nucléo-protéides ('), mais l'examen des téguments ne montrait rien de semblable.
Or non séulément les nuéléines naturélles n’agissent pas sur la pigrmentatioh, mais l'acide nucléique, chimiquement préparé m parait sais influence sur célle-ei. En effet, j'en ai fait absorbér pendant plus de déux mois à des tôtards, et à des adultes de Rana térnporaria, pendant une période de six mois, j'ai fait chaque qumzainé, uñe injection sous-cutanée de 1 décigramme d'acide nucléique en solution aqueuse. L'opération ést bien supportée lorsqu'oti prend les précautions nécessairés et qu'on a soin de nourrir les animaux par gävage dé façon à éviter leur amaigrissement.
Si le résultat de ces expériences avait été positif, il aurait été intéressant à an double point de vue : 1l aurait donné des indications très précises sur l'origine chimique du pigment purique, il aurait confirmé physiologiquement cette hypothèse que la désintégration naturelle des acides nucléiques de l'organisme produit des bases puriques, hypothèse qui ne repose jusqu'à présent que sur des études chimiques faites 2n vitro. Le fait que la guanine est contenue chez les Vertébrés inférieurs dans des cellules spéciales et fort visibles faisait de ceux-ci un matériel de choix et aurait donné aux observations une précision toute particulière : non seulement les résultats auraient été lisibles à première vue, mais les variations de nombre des guanophores auraient perniis de mesurer le phénomène. Malheureusement, dans aucun cas je n'ai obtenu de coloration anormale des téguments ou de modifications quelconques du pigment purique. L'éxamen niicroscopique ne m'a révélé aucune augmentation du nombre des formes jeunes où des formes de division des guanophores.
En s'appuyant sur les expériences précédentes, on peut d'une part confirmer la notion établie plus haut que la formation
(:) Chez un homme normal, une ration alimentaire riche en corps producteurs dé purines augmente considérablément l'excrélion d'acide utique. Elle sélève, par exemple, de 2 gr. 50, en 2% heures, à la suite de l'ingestion d’une quantité notable de thymus (Wervrraup). Chez les goutteux, on sait avec quelle facilité les écarts de régime déterminent des crises, et le dépôt d'acide urique et d'urates dans les tissus. Il était intéfessant de le räppélér ici,
(2) Je tiens à remercier ici M. Doyon à l'obligeance duquel je düis cé produit,
du pigment purique est indépendante du régime alimentaire, d'autre part détruire la théorie qui voit dans la présence des guanophores un témoignage d'une insuffisance rénale. Si j'insiste sur ces résultats, c’estque chez les Invertébrés il existe une relation très nette, mise en évidence par Faussek (1909) pour les Araignées, par Krasezska (1910) et surtout Turcnini (1993) pour les Mollusques, entre la quantité d'aliments fournis et l'abondance des concrétions puriques, si bien que l’ensemble des cellules contenant ces dernières a pu être décrit comme une sorte de « rein d'accumulation ». La différence est donc fondamentale, au moins en ce qui concerne les espèces d’Invertébrés étudiées jusqu'ici (').
J'ai institué une expérience complémentaire en faisant absorber à différentes séries de têtards des diurétiques employés en thérapeutique, comme la théobromine par exemple, pour voir si une activation du fonctionnement rénal entrainait une diminution du nombre des guanophores. Le résultat a été absolument négatif. ;
Je sais bien qu’on peut discuter l'identité de l’action produite par une substance chimique chez un Mammifère et chez un Batracien. Mais comme, en faisant agir sur le têtard certains produits qui chez l’homme dissolvent les tophus d’urate de soude que l’on observe dans certaines manifestations de l’arthritisme et particulièrement dans la goutte, j'ai obtenu une altération élective des guanophores et un ralentissement de leur formation, je crois qu'il n’était pas absurde de tenter cette épreuve.
Les substances utilisées en thérapeutique pour dissoudre les concrétions uriques et que j'ai fait absorber à des têtards sont la pipérazine et l’Atophan (C'H'"NO?). Après de nombreux essais, J'ai dù abandonner la première par suite de son extrême toxicité pour les larves, chez qui elle déterminait un œædème considérable, Après avoir flotté quelques heures, le ventre en l'air, elles mouraient. L'Atophan au contraire, que j'ai employé à doses relativement fortes, était très bien supporté par des animaux qui non seulement vivaient dans une solution de ce
(t) Je dois signaler cependant que Verne faisant jeûner des Crustacés ne note aucune modification de leurs pigments,
produit, mais en avalaient visiblement des particules. Au bout de quelques semaines de ce traitement, combiné avec une alimentation normale, les têtards en parfait état que je sacrifiais, présentaient un aspect poussiéreux, irrégulier, quelquefois même déchiqueté, des cellules à guanine, caractéristique de l’état de souffrance de celles-ci.
Ce résultat a, en outre, l'intérêt de pouvoir servir à élucider une question de thérapeutique encore obscure. En effet, certains médecins se sont demandé si l’Atophan était bien capable d’exercer in vivo sur les concrétions uriques la même action dissolvante qu'in vitro. Les expériences que j'ai faites montrent que non seulement l’Atophan dissout également bien #n vi/ro la guanine et l’acide urique, mais qu'il agit ën vivo sur le contenu des guanophores du têtard. Il me parait y avoir là une présomption en faveur d'une action dissolvante réelle du médicament sur les concrétions uriques des goutteux.
CONSIDÉRATIONS GÉNÉRALES SUR LE PIGMENT PURIQUE
Arrivé au terme de ce travail, et avant de conclure, je crois intéressant de dégager des faits nouveaux qu’il a tenté de mettre en lumière quelques idées générales concernant la signification du pigment purique et ses rapports avec les autres pigments.
On peut, à mon avis, considérer le guanophore comme un véritable chromatophore, comparable à un mélanophore, par exemple, et capable comme lui d'élaborer par son activité propre et d’accumuler dans son protoplasma une substance d'aspect physique et de nature chimique bien définis, qui joue un rôle dans la coloration de l'animal, mais dont la signification doit être cherchée avant tout par rapport au métabolisme général de celui-ci. La cellule à guanine, la cellule à mélanine et sans doute aussi la cellule à lipochrome sont des éléments homo-
logües, à caractèrés morphologiques et physiologiques tout à fait comparables.
Je n'insiste pas sur les propriétés banales communes à tous les chromatophores et dont la plus visible est la contractilité : bien que les mélanophorés soient plus sensibles et plus actifs que les guanophores, ceux-ci sont cependant capables de réagir par des chängeinetts dé forme aux excitations chimiques, theriniques, lutninenses, etc. C'est surtout sur l'identité de leur origine et de leur mode de division que je fonde une homologie entre les guanophores ét les mélanophoreés. :
Ces deux ürdres de cellules ont avant tout uné origine tonjonctive. Un très jeune élément ramifié se charge de granules piginentaires qui ne différent que par la taille de ceux de l'élé: ment adulte. La nature éristalline des enclaves du guanophore fait que celles-ci apparaissent brusquement ét qu'elles soit d'emblée assez abondantes en tous les points du protoplasma, alors que les grains de mélanine se forment pour ainsi dire un à un et souvent à la pointe d'un prolongement. Les cellules à guanine ont, comme les mélanophores, une origine leucocytaire accessoire
La division d'un chromatophore quel qu'il soit diffère d’une mitose ordinaire par les caractères suivants : la ceHule rétracte partiellement ses prolongements, rejette son pigment à la périphérie, l’aster, le fuseau ne sont jamais très visibles; à part ces faits, la caryodiérèse est en somme banale. La plasmodiérèse estau contraire souvent atypique. Däns de nombreux cas elle s'ébauche seulement, lés deux cellules filles réstéñt unies par un large pont protoplasmique ; dans d'autres, elle sé produit avec un grand retard ou ne se produit pas. Il s’en suit l'apparition de formes bi où multi-nucléées, qu'on rencontre pour tous les chromatophores, non seulement chez les Vertébrés mais aussi chez les Invertébrés (Crustacés).
La sensibilité à la lumière est une propriété commune à toutes les cellules pigmentaires des Vertébrès inférieurs, et dont les manifestations ont été bien étudiées. Mais peut être a-t-on jusqu'à présent trop confondu deux effets de l'énergie lumineuse, qui est capable, selon les conditions dans lesquelles elle agit, d'une part de modifier l'état de contraction où d'expansion des cellules, d'autre part d'amener au bout d'un certain temps
d'action üne variation dé leur noiibre dans le territoire éclairé. Lorsque l'intensité de la lumière augmente, lé guanophore se contracte, 16 mélanophore éntre en expansion : l'effet est inverse lorsque l'intensité diminue. Il faut distinguer de ces résultats presque iinédiats ceuf quon obtient en faisant agir de façon durable, et de préférence sur un Sujet jeune, soit une forte lumière, soit l'obscurité. En outre dés modifications portatt Sur l’état des chroinatophores et qui se produisent dans le sels signalé précédemment, on constate, selon l'intensité lumineusé employée ét selon la catégorie dé chromätophores considérés, une apparition de cellules nouvelles ou une disparition dé cellules existantés. Pour un éclairage intense le hombre des mélanophores et des lipophores augmente, celui des guanophorës duninue. L'inverse se produit lorsque la lumière est presque nulle. Cette action de la lumière s'explique avant tout et sans faire intervenir de données finalistes (protection, ete.) par ce fait que le chromiatophore utilise l'énergie lumineuse pour l'élaboration de son pigment. À chacun des procéssus chiriqués qui aboutissent à la formation des trois piginents parait bien correspondre uné intensité optima pour laquelle la substañicé favorisée se développe à peu près seule. Lorsqu un éclairage activé la production du pigtént blanc ou du pigment noir, il inhibe presque toujours celle de l’autre pigment; la diminution de l'un correspond à l'auginentation dé l’autré : il se produit entre eux une sorte de balancement.
Ce balancement ne s’observe pas seulement lorsqu'on fait agir la lumière sur les cellules pigmentaires. On le rencontre encore, comme l'ont montré les auteurs américains, lorsqu'on fait agir sur des têtards des extraits d'hypophyse où d'épiphyse, enfin, comme l’ont prouvé mes expériences, lorsqu'on nourrit des têtards avec de la lécithine. Quel que soit le facteur considéré, à une action activante sur la guanine s'oppose une action inhibitrice sur la mélanine et réciproquement : tout se passe comme si une substance unique se trouvait à l'origine des divers pigments et était orientée suivant des influences internes ou externes vers la formation de guanine, de mélanine ou de lipochrome. Le balancement traduirait alors l’impossibilité où serait l'organisme de fournir des matériaux en même temps
à une production exagérée de mélanine par exemple et au maintien des autres pigments.
Cette hypothèse qui ne repose jusqu'à présent sur aucune donnée chimique, m'a été directement suggérée par des résultats expérimentaux. Outre ceux-ci, elle me semble pouvoir expliquer très simplement les cas classiques d'apigmentation, où les trois ordres de pigments sont généralement affaiblis et l'existence des parures de noces où lés pigments sont généralement exaltés, par une modification anormale ou temporaire de la quantité de pigmentogène présente dans l'organisme. Il me parait difficile d'attribuer les modifications parallèles des trois pigments dans l’un ou l’autre cas à l’action concordante d'un même facteur, tel que, par exemple, le produit d'une sécrétion interne, sur les processus formateurs de mélanine, de guanine ou de lipochrome. Dans toutes les expériences précédemment citées, nous avons vu, au contraire, que chaque pigment réagit différemment, et pour ainsi dire selon sa sensibilité propre, à l’excitant employé.
Je regrette que KAmmerER, qui a fait de très intéressantes études sur le Protée, et qui en particulier a vu apparaitre dans la peau de celui-ci des mélanophores après une exposition suffisante à la lumière, ne signale pas ce qui se passe au point de vue des guanophores. Devant l'impossibilité de me procurer le matériel nécessaire, jai dù renoncer à reprendre et à complèter cette expérience.
Si les données que l’on possède actuellement sur la nature chimique et l’origine des diverses substances pigmentaires ne permettent pas de préciser la notion de pigmentogène, ou d'indiquer la composition approximative de celui-ci, elles peuvent par contre servir, dans un tout autre ordre d'idées, à établir la place qu'occupent la mélanine, la guanine et le lipochrome dans le métabolisme général. À mon avis et bien que l'on ait jusqu’à présent surtout insisté sur les différences quiles séparent, les trois pigments ont à peu près la même valeur physiologique et appartiennent à la catégorie des matériaux de déchet. Les cellules pigmentaires contiennent des substances de nature excrémentitielle fixées sans doute définitivement sous forme d’enclaves différenciées et qui paraissent se
tenir en marge du métabolisme de l'animal. On peut se demander quel rôle joue la nature chimique du contenu des chromatophores dans l'extrême résistance des cellules pigmentaires à divers facteurs expérimentaux. Le fait qu’un produit est rejeté au dehors tient peut-être moins à ses propriétés chimiques qu'à la nature de la cellule qui l'a élaboré et le renferme. La mélanine lorsqu'elle est contenue dans cet élément fixateur qu'est un chromatophore, y demeure. Elle est au contraire régulièrement expulsée avec le mucus hors des cellules glandulaires de la poche du noir des Céphalopodes (Turcumi, 1922). En ce qui concerne le cas particulier de la guanine, on peut opposer aux guanophores des Vertébrés inférieurs, insensibles au jeûne, à la suralimentation, les concrétions puriques intra ou extra-cellulaires que Faussex à décrites chez les Araignées, dont l'importance varie selon le régime auquel on soumet l'animal. Cette différence ne saurait tenir au fait qu'il s’agit dans un cas de Vertébrés, sans l’autre d'Invertébrés, puisque chez certains Crustacés, les chromatophores se sont montrés, au moins dans un cas (Verxé) tout à fait insensibles au jeûne. Je serais donc assez disposé à admettre que les substances pigmentaires, une fois fixées dans les chromatophores sont en dehors du métabolisme. Bien entendu cette hypothèse appelle de nouveaux faits.
Je considère la nature excrémentitielle des trois pigments, jaune, noir et blanc, comme absolument certaine. On admet maintenant d’une façon très générale que la mélanine résulte d'une transformation des produits de désintégration des matières protéiques. Par contre l'idée de considérer le pigment jaune comme une substance de déchet est tout à fait nouvelle et opposée à l'opinion généralement admise qui fait d’une substance présentant des réactions microchimiques voisines de celles des graisses un matériel de réserve. J'espère l'avoir établi dans une communication récente au xvui° Congrès des Anatomistes de langue française, à laquelle je renvoie pour plus de détails. Je pense avoir suffisamment insisté au cours de ce travail sur la nature excrémentitielle du pigment purique et je rappelle à nouveau ici l'indépendance qui existe entre la présence de ce pigment d’une part, l’activité ou l'intégrité du fonctionnement rénal, la nature de l'alimentation d'autre part, et qui
pourrait se résumer dans cette formule que les Vertébrés inférieurs ne sont ni des « goutteux » ni des « insuffisants rénaux ».
La distinction que RE a proposé de faire parmi les substances de déchet, entre les produits exogènes, variables avec le régime (urée chez les Mammifères) et les produits endogènes (créatinine chez les Mammifères) indépendants de l'alimentation, est intéressante à rappeler ici. Si l'on admet cette manière de voir, la guanine pigmentaire appartient évidemment au métabolisme endogène des animaux. Il en est de même des autres pigments.
Aucune de ces substances ne représente d’ailleurs un témoin fidèle du métabolisme même endogène. Celui-ci peut être profondément bouleversé par la maladie, l'inanition prolongée sans que la coloration soit modifiée ; inversement, on observe des troubles profonds de la pigmentation (albinisme, mélanisme)
chez des sujets dont l'état physiologique est d'autre part parfaitement normal,
Telles sont les idées générales par lesquelles il m'a semblé intéressant de terminer ce travail, non seulement pour marquer qu'il laisse encore bien des problèmes non résolus, mais pour essayer de placer la question du pigment purique sur son vrai terrain et à l'abri des erreurs qui avaient jusqu'à présent retardé sa solution. |
Après avoir adopté comme hypothèse de travail l'idée d'une relation directe entre Le pigment purique élaboré par un animal et les nucléo-protéides qui lui sont fournis, je suis obligé de conelure à une indépendance eomplète entre la nature des aliments ingérés ef l'abondance de la guanine qui se fixe dans les téguments. Un résultat i inverse, qui eût vérifié une théorie séduisante, eût été plus satisfaisant pour l'esprit et eût jeté une vive lumière sur le mécanisme de la pigmentation purique. Mais il ne faut jamais regretter une hypothèse si belle soit-elle lorsque les faits La eontredisent.
RESUME ET CÔONCLÜSION
Le pigntent puürique se présente chez les Vertébrés inférieurs sous un aspect remarquablement constant, Toujours formé de cristaux, il est contenu dans des cellules différenciées ayant la
valeur de véritables chromatophores. Ces éléments, ou guanophores, sont localisés dans différents tissus (derme, péritoine, iris...) et leur répartition à la surface du corps ou «ans les régions profondes de celui-ci parait soumise à des lois générales qui s'appliquent aux groupes zoologiques les plus éloignés par leurs caractères anatomiques et leur genre de vie. C’est ainsi que les guanophores sont, de façon constante, plus abondants à la face ventrale qu'à la face dorsale de l'animal.
Les eristaux du guanophore sont répartis dans toute la masse de son protoplasma ; par suite de leurs faibles dimensions ils ne peuvent être rattachés à aucun systême défini. Is constituent les seules enclaves de la cellule. Le noyau de celle-ci ne présente pas de caractères suffisants pour faire reconthaître comme tel un guanophore lorsqu'on l’a dépigmenté. Comme les autres chromatophores, le guanophore est souvent bi ou plurinucléé.
Le guanophore reconnait plusieurs origines : il provient de la transformation d'une cellule conjonctive fixe dans laquelle la guanine apparait par brusque cristallisation en tous les points du protoplasma. Les cristaux ne sont pas d'origine mitochondriale. Il reconnait quelquefois aussi pour origine un leucocyte de provenance encore indéterminée, qui vient se fixer dans les téguments. Enfin et surtout il naît par division directe et indirecte de guanophores préexistants. La plasmodiérèse ne suit pas toujours immédiatement la cytodiérèse ; souvent même elle ne se produit pas.
Les premiers guanophores qu'on observe chez l'embryon apparaissent toujours dans l'organe visuel, quelle que soit l’espèce considérée. Cette apparition est contemporaine de l'éelosion chez les Batraciens, plus précoce chez les Poissons. Ultérieurement les guanophores se différencient suivant une direction qui est toujours cranio-caudale, moins constamment dorso-ventrale.
L'étude chimique du pigment montre qu'il est bien formé de guanine, ainsi que l'avait vu Barreswizz. Contrairement à l’opinion généralement admise, cette substance n'est pas contenue dans les cristaux à l’état de guanate de chaux, mais sous forme d'une combinaison organique dont mes recherches permettent d'affirmer l'existence bien qu’elles n’aient pu aboutir à en définir la nature exacte. À
Comme les autres chromatophores, le guanophore présente des apparences de contraction et d'expansion. Ces phénomènes doivent s'interpréter comme un déplacement du pigment à l’intérieur de la cellule dont la forme reste invariable, ainsi que le montre la coloration du protoplasma sur des éléments contractés. Ces déplacements intra-cellulaires, qui se produisent au moins en partie sous l'influence du système nerveux, et qui sont en général de même sens pour tous les guanophores d'un même territoire, jouent un rôle important dans les changements de coloration des animaux.
Les processus formateurs de la guanine se révèlent expérimentalement sensibles à deux ordres de facteurs : d’une part, la lumière, suivant son intensité, favorise ou inhibe le développement des guanophores et la formation de la guanine (dans cette action complexe il faut distinguer de l’action de l'énergie lumineuse proprement dite celle de Ia couleur du fond sur lequel on élève l'animal); d'autre part, les glandes à sécrétions internes tiennent sous leur dépendance la formation du pigment purique : d’après les travaux de l'école américaine, l’action de l’hypophyse serait inhibitrice, celle de l’épiphyse activante. Mes expériences ne me permettent pas de confirmer ou d'infirmer cette manière de voir. L'action de la glande sexuelle qui est évidente (parures de noees) est encore mal précisée quant à son mécanisme.
Par contre, et bien que le pigment purique soit, comme l'indique sa nature chimique, un produit d'excrétion, son abondance dans les tissus est tout à fait indépendante et des aliments absorbés par les animaux et de l’activité ou de l'intégrité de l'appareil rénal de ceux-ci. Cette indépendance invite à ranger la guanine pigmentaire parmi les substances de déchet appartenant au « métabolisme endogène », suivant une distinetion que For à proposée pour les Vertébrés supérieurs.
Le pigment purique, qui est d'une toute autre nature chimique que la mélanine ou le lipochrome, a cependant avee ceux-ci d'étroites relations topographiques et physiologiques. L'expérimentation révèle dans nombre de cas l'existence d’un équilibre tel entre la mélanine et la guanine que toute diminution de la quantité d'un des pigments entraine une augmentation compensatrice de l'autre. J'ai pu montrer un bel exemple de ce
«balancement » en faisant absorber de la lécithine à des têtards ; à l'inhibition de la formation de la mélanine correspond une surproduction de guanine.
Peut-être faut-il voir là une indication en faveur de l'existence d'une substance pigmentogène dont certains facteurs externes ou internes conditionnent l’évolution finale, mais qu'on retrouve à l'origine de tout pigment. Cette hypothèse, pour être sérieusement posée, appelle quelques confirmations expérimentales.
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EXPLICATION DE LA PLANCHE IX
Figures faites d’après des étalements de {issus appartenant à des Poissons ou à des Batraciens, fixés par le liquide de Carnoy et montés dans le baume du Canada sans coloration. .
L’échelle ne s'applique pas aux figures 2, 4, 9 et 10.
Fig. 4. — Peau ventrale de têtard de Rana temporaria. Leucocyte rempli de cristaux de guanine, fixé dans le derme et commençant à s'y ramifier.
Fig. 2. — Queue d’une larve de Triton palmatus. Jeune guanophore d’origine conjonctive. X 1000.
Fig. 8. — Peau ventrale de têtard de Rana esculenta. Jeune guanophore d’origine conjonctive. >< 1000.
Fig. 4 — Alevin de Salmo lacustris. Guanophores jeunes. X 1000.
Fig. 5. — Têtard de Rana temporaria jeünant depuis deux mois. Guanophores altérés. X 1000.
Fig. 6. — Têtard de Rana temporaria nourri exclusivement au jaune
d’œuf depuis deux mois. Guanophores remarquablement étalés et ramifés. X 1000.
Fig. 7. — Peau dorsale de Æyla arborea. Guanophores entourant une glande (à comparer avec la fig. 2 de la PI. XII). X 1000. Fig. 8. — Peau latérale de ARana agilis. Guanophore géant entourant
presque complètement une glande. X 1000.
Fig. 9. — Queue de larve de Salamandra maculosa. Guanophore en étoile double. X 750.
Fig. 10. — Queue de larve de Triton alpestris. Guanophore de type ramifié. X 750.
Fig. 41. — Queue de têtard d’Alytes obstetricans. Deux cellules filles symétriques et opposées résultant de la division d’un guanophore,
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EXPLICATION DE LA PLANCHE X
Fig. 4 et 2. —- Peau ventrale de têtard de Rana temporaria. Guanophore en division. Flemming. Bleu polychrome de Unna. X 1000.
Fig. 3. — Téêtard de Rana temporaria. Peau ventrale. Groupe de guanophores résultant de deux divisions successives. Flemmiug. Bleu polychrome de Unna. %X 700.
Fig. 4,5 et 6. — Têtard de Rana temporaria. Peau ventrale. Mode de division particulier des guanophores (cf. p. 294). Flemming. Bleu polychrome de Unna. X 800.
Fig. 7. — Peau latérale d’une Grenouille rousse, jeünant depuis quatre mois. Auprès de deux prolongements d’un guanophore altéré, plusieurs phagocytes : l’un bourré de mélanine et de pigment jaune, les autres contenant presque exclusivement des grains de guanine. Carnoy. Montage au baume du Canada. X 1500.
Fig. 8 — Peau de têtard de Pelodytes punctatus. Un guanophore et un xanthophore superposés, réalisant l'aspect du xantho-leucophore des auteurs allemands. Préparation fraîche. X 1000.
Fig. 9 et 10 — Peau de têtard de Pelodytes punctatus. Un guanophore et un xanthophore, primitivement superposés, déplacés par dissociation, de façon à montrer l'indépendance des deux cellules et l’existence de deux noyaux distincts. Préparation fraiche. X 1000.
Fig. 11. — Têtard de ana temporaria. Peau ventrale. Guanophore venant de se diviser. Les deux cellules filles vont subir à leur tour la division directe : l’un des noyaux s’étrangle, l'autre présente une incisure profonde. Flemming. Bleu polychrome de Unna X 1500.
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EXPLICATION DE LA PLANCHE XI
Fig. 4. — Cristaux de picrate de guanine obtenus à partir du pigment des écailles d'Ableîte. X 300.
Fig. 2. — Cristaux de chlorhydrate de guanine obtenus à partir du pigment
des écailles d’Ablette. X 300.
Fig. 3. — Cristaux contenus dans les écailles d'Ablette. X 1000.
Fig. 4. — Cristaux contenus dans le péritoine de Carassius auratus. x 2500.
Fig. 5. — Une maille du réseau périltonéal de Gadus luscus. Disposition
longitudinale des cristaux de guanine (à rapprocher de la fig. 4 de la planche XI) X 1200.
Fig. 6. — Cristaux. Anguis fragilis. X 5000.
Fig. 7. — Cristaux. Batraciens. X 8000,
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EXPLICATION DE LA PLANCHE XII
Préparations fixées à l’alcool absolu et montées au baume du Canada sans coloration.
Fig. 1. — Péritoine de Gadus luscus. Les guanophores sont disposés en deux réseaux superposés dont les mailles sont perpendiculaires (cf. fig. 5, PI. XI). X 100.
Fig. 2. — Peau ventrale de Rana temporaria. Les guanophores sont disposés autour des glandes, dont ils enserrent le col. Celui-ci apparaît sous forme d’un petit cercle clair. >< 80.
Fig. 3. — Têtard de Rana temporaria de 3 cm. normalement nourri. Peau ventrale. Guanophores à demi contractés, disposés par petits groupes isolés. X 80. À comparer avec la préparation suivante.
Fig. 4. — Têtard de Rana temporaria de 3 cm., nourri exclusivement au jaune d'œuf. Peau ventrale. Guanophores en expansion maxima, très ramifiés, beaucoup plus nombreux que dans la préparation précédente. rot:
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