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SUR QUELQUES PROBLEMES DE LA SYSTEMATIQUE
DES MICROSPORIDIES *

PAR

RADU CODREANU

It is pointed out that a revision up to date of M. Hartmann’s (1923) classifying
system shows in a more satisfactory manner the relationships between Cnido-
sporidian groups and Haplosporidia than the proposals of recent authors. The
true stricture of Telomyxa glugeiformis diplospores requires tﬁeplacement of
the old suborder name Dicnidea Léger and Hesse, 1922 by the more adequate
term Polycytosporea Codreanu, 1961. The presence of three acicular divergent
appendages distinct from the polar filament in all the Thelohania octospora
spores, leads us inevitably to disjoin the octosporous Nosematid species into
the two genera Thelohania Henneguy, 1892, and Parathelohania Codreanu, 1966.

I, — POSITION TAXONOMIQUE PARMI LES CNIDOSPORIDIES

Les connaissances de plus en plus approfondies acquises actuelle-
ment, surtout a ’aide de la microscopie électronique, sur différents
groupes de Protozoaires parasites attachés autrefois aux Sporozoaires
lato sensu, justifient certainement les tendances de révision formulées
successivement par Lom et Vavra 1962 (19), Honigberg et coll.
1964 (13), Sprague 1965, 1966 (21, 22), Issi et Shulman 1967, 1968
(14, 15) et d’autres auteurs.

Oependant, tout en devant exprimer les rapports différentiels réels,
dus & une diversification parasitaire complexe, il faudrait, & mon avis,
éviter de perdre la coordination d’ensemble que nous offre un bon systéme
clagsique, en le pulvérisant inutilement ou en le surchargeant de catégories
taxonomiques superflues.

* Communication présentée au III® Congrés International de Protozoologie, Lenin-
grad, le 7 Juillet 1969.
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402 RADU CODREANU 2

En ce qui concerne leg Microsporidies, leur définition 3 quelque
niveau taxonomique qu’elle soit, ne me sembple pas devoir é&tre séparée
du nom de Balbiani, 1882 (1). (Pest pourquoi il me parait arbitraire
de l'associer aux noms de Corliss et Levine, 1963, qui n’apportent
aucune donnée nouvelle sur ce groupe (5). Il est tout aussi prématuré
d’introduire dans la diagnose des Microsporidies I’assertion sur Pinocula-
tion de leur sporoplasme 3 travers le filament polaire (19,5), que de
considérer ce dernier comme une formation purement convergente vis-4-vis
des filaments polaires des autres Cnidosporidies (15, 22). I’homologie
de ces organites n’est pas moins fondée que celle des flagellums ou des

cils qui caractérisent deg groupes unitaires de Protozoaires et se retrou-\

vent avec la méme structure électrono-optique aussi dans les cellules des
Métazoaires. /

Les Microsporidies gardent donc une position primitive parmi les
Cnidosporidies, se détachant des Actinomyxides et des Myxosporidies
par leurs spores d’origine unicellulaire, ce qui les rapproche en une cer-
taine mesure des Haplosporidies, avec qui elles ont en commun un spo-
roplasme amiboide. Ces différents liens phylogénétiques sont représentés
d’une maniére tout i fait satisfaisante dans la classification bien connue
de Max Hartmann (1923 /10/), qui reprend d’ailleurs la disjonction fon-
damentale des Sporozoaires en Rhabdogeniae et Amoebogeniae par Delage
et Hérouard (1896/6/), pour subdiviser ensuite les Amoebosporidia en
Acenidosporidia Cépeéde, 1911 et COnidosporidia Doflein, 1901.

Dés lors, on aboutit au systeme synoptique suivant, qui exprime
nettement le polyphylétisme des Sporozoaires d’autrefois :

Phylum PROTOZOA Goldfuss, 1818, emend. Von Siebold,
1845.
Subphylum I. — RHIZOFLA GELLATA Grassé, 1952,

Syn. Sareomastigophora Honigberg et Ba’amuth, 1963.

Subphylum TII. — SPOROZOA Leuckart, 1879 stricto sensy
Syn. Rhabdogeniae Delage et Hérouard, 1896;
Telosporidia Schaudinn, 1900,

Classe 1.~ GREGARINI DEA Dufour, 1828, emend. auct.
Classe 2 — COCCIDI A Leuckart, 1869.
Classe 3.— HAEMOSPOR IDIA Danilewsky, 1889, emend. auct.
Classe .— PIROPLASMIDE A Wenyon, 1926,

Syn. BABESIOIDEA (Poche, 1913) Poisson, 1953.

Classe 5.— TOXOPLA SMEA Bioccea, 1956, part.
Classe 6.— SARCO SPORID1A Balbiani, 1882,

Subphylum IIT, — AMOEBOSPORIDIA Hartmann, 1923.
Syn. Amoebogeniae Delage et Hérouard, 1896,
Neosporidia Schaudinn, 1900,
Plasmosporidia Sprague, 1965.
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Super-classe 1.— ACNIDOSPORIDIA Cépéde, 1911.

Classe .— HAPLOSPORIDIA Caullery et Mesnil, 1899.
Annexe 1.— — Paramizidia Chatton, 1911.
Annexe 2.— — Helicosporidia Kudo, 1931.

(= Mycetes?)

Super-classe 2.—CNIDOSPORIDIA Doflein, 1901
Classe 1.— MICROSPORIDIA Balbiani, 1882
Syn. ISONUCLEIDEA Lom et Vévra, 1562

Classe 2.— ACTINOMYXIDIA Stolc, }899
Classe 3.— MYXOSPORIDIA Biitschli, 1881
Syn. HETERONUCLEIDEA Lom et Véavra, 1962

Subphylum IV.— CILIOPHORA Doflein, 1901.

1. — VALIDITE DES DEUX SOUS-ORDRES MONOCYTOSPOREA ET
. POLYCYTOSPOREA CODREANU, 1961

Léger et Hesse (1922 [18/) ont divisé les Mlcrosporgilise I?frérr%%l:;
s-ordres, Monocnidea et Dicnidea, selon que leurs; sp%r ey
i n, ou deux filaments polaires. Or, ayant retrouve, ta 11014
fx?:;;nzg’en France, Telomyxa glz{geiformisdIiJSegg; e(aite sI,irfysfr?i) o d’E;phe-’
Leni i hit le corps a S Ny he-
g typ:al dgﬁal)(%ﬂ%éﬁe)a’ &mrﬁgg&lgtqu’elle I; forme en réalité eef.thue 61;2,;
Zggglé ggg diplospow’as (c’est pourquoi lcelles(ici _ gg}g;ls%r;’gn?;;x( vlo?;néga-
i r la caduci
polalris){]%?;aetig%rger/lgg/;:L &engngz;signer les deux sous-ordreg (%aég 11?18
}[leflrflgs plus ax’)propriés de Monocytosporea et Polycytosp;)gfgsw% - élecz
1961 (2,3). Une étude des diplospores de Telomyazfz e:n Iﬁous s e
’rroniqu:a 4 publier prochainement avec M. J. Vavra, Bkl
(;onfirmer Poriginalité de ce type structural par rapp
res Microsporidies. , : :
autr Bien quI:a Phydrolyse alcaline prolongée résolve 112‘1, %g)lg;%g;% r?)li
deux endospores élémentaires, on ne sal.lr,alt la ran;lfp? aa B3t
blaste, car elle devient la véritable wunité plropagﬁ_ 11,00 1,0 Borlies Ty
R L il ooz oo, e o0 Ppuivel G S
ie électronique, tout comm es : ' po-
gio(%)ig;eli%tsr Ol(lh%los’pores de Telomywa réalisent do?cmlézia;gzpecolxgg-
lulaire d’intégration supérieure dans une voie de po ?(/)res o il
gente avec ’évolution qui a donné naissance aux Spore
des Myxosporidies (cf. Schulman 1969/20/)‘. L
Telomyxa nous montre ainsi que I'hiatus entr(eia 1clrte ]I)r s
Myxosporidies n’est pas aussi infranchissable que esE ﬁ; 'a i
le voudraient (Sprague, Issi et_S,chulman 22, 15(4) ae T
d’une preuvé concréte de 1'unité des Cnidosporidies,

. |




404 RADU CODREANU 4

également pour son maintien dans un sous-ordre & part, opposé aux autres
Microsporidies.

Il 'y a cependant des auteurs qui n’ont pas hésité & faire valoir
les caractéres nouveaux que j’ai mis en évidence, mais uniquenjent dans
le but de prolonger la nomenclature périmée de Léger et H]é;se (Liom
et Vavra 1962 [19/, Honigberg et coll. 1964 A3/, Kudo 1966 /16/).

III. — DEMEMBREMENT DU GENRE THELOHANIA HENNEGUY, 1892

D’aprés les critéres actuellement en vigueur, la présence de pro-
longements rigides aux Spores ou aux sporontes de Microsporidies justifie
la création de genres indépendants, et ceci a conduit J, Weiser & établir
son Caudospora en 1947, Toutefois, un travail de ce méme auteur avee
Doby, Vavra et Beaucournu-Saguez (1966 /7/) s’oppose & ma proposi-
tion de séparer Thelohania octospora, Henneguy, 1892, dont les spores
possedent trois appendices aciculaires de 10—18 u, des autres espeéces
de Thelohania qui en sont dépourvues, et que j’ai réunies sous le nom
générique nouveau de Parathelohania Codreanu, 1966 (4).

Observons tout d’abord qu’en accord avec les considérations de ces
auteurs, il s’agit 13 de filaments persistants dans les préparations fixées
et nullement de productions gélatineuses fragiles et temporaires. Quant
aux objections de nomenclature, c’est & tort que Gurley (1893 /9/) avait
désigné Th. giardi Henneguy, 1892, comme Pespéce-type du genre The-
lohania Henneguy, 1892, car d’aprés le nom spécifique et sa position
initiale dans la description originale (Henneguy et Thelohan 1892 /12)),
cette qualité revient incontestablement a Th. octospora Henneguy,
1892, d’ailleurs la premiére connue avant méme la création du genre
Thelohania et de ses autres especes (Henneguy 1888 /11/). Le devoir
de nous rapporter aux « types » ne doit pas nous empécher de reconnaitre
que la présence des trois appendices filiformes découverts par H. Pixell
Goodrich (1920 /8/) chez les spores de Th. octospora des muscles de
Palaemon (Leander) de la cote anglaise de la Manche et retrouvés par
moi-méme dans la Thelohania de la mer Noire, est la meilleure preuve
de la constance de ces caracteres, inapergus auparavant. La disjonction
du genre Thelohania Henneguy, 1892, devient dés lors inévitable, pour
des raisons au moins aussi valables que celles qui ont amené Weiser 2
driger sa Caudospora, elle-méme octosporée, en un genre 3 part.
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AN EMBRYONIC GONAD IN ADULT MALES OF
ANOPSOBIUS NEOZELANDICUS SILV.(CHILOPODA)

BY

C. PRUNESCU and P. M. JOHNS

The presence of an embryonic gonad is shown in adult normal males of A. neo-
zelandicus. The second gonad is a functional testis, formed as in the neighbour
class Notostigmophora of a macrotestis and a microtestis in which a macro-
and micro-spermatogenesis (similar to those described in the ord. Scutigero-
morpha) occurs.

The Anopsobiidae family is a group of Chilopoda comprised within
the Lithobiomorpha order. It is represented by several genera inhabiting
Tasmania, New Caledonia, New Zealand, Australia, South Africa and
the south of Latin America. So far, this family did not constitute the
object of any anatomical or histological studies.

Being interested in the anatomy of the genital system, we sectioned
transversally, after embedding into paraffin, three male individuals of
the species Anopsobius neozelandicus Silv., collected and determined by
P. M. Johns, of Kaituna Valley, Banks Peninsula, New Zealand.

The seriated sections, 8p thick, were stained with Mayer’s acid
hemalun and eosin.

The three studied specimens were normal, adult males; the sym-
metrical gonopodae are typical. Neither do the other internal or external
organs present any anomaly. We observed no parasitic phenomenon,
except for some intestinal gregarines, very frequent in Chilopoda, which
do not induce any notable organism modifications. In all the specimens.
we found, besides a normally developed testicle, yet another rudimentary,
sexually undifferentiated gonad.

The normal testicle is a long, tubular, strongly curled organ, made
up of two anatomically and histologically distinct zones : one fore, more
dilated zone named macrotestis, in which spermatogonia, spermatocytes,

REV. ROUM. BIOL. ~ ZOOLOGIE, TOME 14, NO 6, p. 407 —409, BUCAREST, 1969




408 C. PRUNESCU and P. M. JOHNS 2

spermatids and gigantic spermatozoids are to be found, and a much lon-
ger and thinner hind zone, named microtestis, in which the spermatogonia,
spermatocytes, spermatids and spermatozoids produced are smaller.

The macrospermatocyte diameter is comprised between 25-—50 @
(Fig. 1), while the maximum diameter of microspermatocytes does not
exceed 2.5 u (Fig. 2). The microtestis is continued by a long and curled
‘deferent duct.

So far, this testicle structure is only known in the Scutigeromorpha

. order [1], a well distinet group, comprised within the Notostigmophora

subclass, while the rest of the Chilopoda, to which the Anopsobiidae
family likewise belongs are comprised within' the Pleurostigmophora
subeclass. v ;

The other gonad is a rudimentary organ about 150 u long and with
a b—17 p diameter (Fig. 3). It is surrounded by a conjunctival cover. No
lumen was formed inside. Gametogonies kept in a sexually indifferent
phase are similar to their homologues from the first stage larva of Litho-
bius  forficatus [4]. The very large nucleus (2.5—3p. diameter) has two
nucleoles, and is surrounded by a thin layer of cytoplasm. Within the
rudimentary gonad there are likewise numerous conjunctival cells
constituting the follicular cover of gametogonies. At the hind extremity,
the rudimentary gonad is continued with a narrow, compact cord, made
up of 2—3 cell rows covered by a thin conjunctival sheath. After a
stretch, somewhat longer than 1 mm, between the cord cells, now cir-
cularly directed, a very narrow lumen is delimited. The duct thus consti-
tuted, about 800 p. long, is progressively dilated towards its hind extre-
mity, where it is united to the functional deferent duct. After some 20p
the single deferent duct opens into the seminal vesicle median basin.

The cellular cord which is continuing the rudimentary gonad represents, -

together with the non-functional duct by which it is continued, the ru-

dimentary gonoduct of this gonad.

1. The presence of two gonads within the male genital system in
the Anopsobiidae family, will permit, should this character prove general,
the reconsideration of the systematic status of this group, and of its phy-

logenetic relationships with the other Chilopoda. The existence within

the normal testicle of certain specialized zones as macro- and microtestis
plead already for this reconsideration.

2. The maintenance in adult male individuals of a gonad at a sex-
ually indifferent stage sets the problem of the factors conditioning sexual

differentiation in the Anopsobiidae family, and in Chilopoda generally.

Researches concerning sexual differentiation in M. alacostraca [2] and

Insecta [3] certify the presence, at least in a postembryonic development

phase of the male organism, of certain endocrine, androgenous factors
which induce the development in a male sense of an undifferentiated

gonad, irrespective of its genetic sex. In Chilopoda, the data we dispose of

[4] are less conclusive : the sexually undifferentiated gonads implanted
into males (larval or adults) always evolve in a female sense. In Anopso-

bius, the male organism capacity of inducing the differentiation and deve-

lopment in a male sens of one of the gonads, proves to be practically

null, while the second gonad develops normally as a testicle. For the time
being, this situation is open to two interpretations :

AN EMBRYONIC GONAD IN MALES OF ANOPSOBIUS NEOZELANDICUS SILV. 409

t least in one phase of postembryonic development, in Anop-
,sobiusa)lngles a masculinilz)ed h'ormonic medium is created Whosedz‘tcl%(l)lr;
determines the differentiation in a male sense qf one of the gonads. e
maintaining of the other gonad in a sexually indifferent stavgel mayt e
the result of a genous repression hereditary phenomenon which, ac Hf'b
solely in the respective gonad, would block the action of the masculi-
i bl)mg}?gnﬁ;)rmonal-humoml medium cannot induce gonal dlffereln—
tiation in a male sense. This differentiation would be ELChler)d byﬁ’an
intrinsic, testicular, genetically absent factor in the gonad remaining

i iated. : :
undlff%f(ﬂg?ltethis explanation may seem hardly plausible, it could be
taken into consideration by experimenters.
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Fig. 1. — Normal testicle, macrotestis, 1200 .
Fig. 2. — Normal testicle, microtestis, 2100 x.

Figs. 3. and 3. — Rudimenlary gonad, 5100 x.




PHENOMENES DE NEUROSECRETION DES IMAGOS
DEPHEMEROPTRRES (INSECTA, EPHEMEROPTERA)

PAR

A. SAFTOIU

The oviparous Ephemeroptera with longer imaginal life presents a new neuro-
secretory cycle in Pars intercerebralis. This concludes with a true overflow in
the laying of eggs. In the ovoviviparous species Cloéon dipterum neurocrine
phenomena are occurring in the ventral ganglion chain (metathoracal ganglion).
A descending pathway of the paraldehyde-fuchsinophilic granula of the A and B
types running along almost the whole abdominal nervous chain is described in
this species.

0

Des recherches antérieures concernant les aspects histo-physio-
logiques endocrines chez les Ephémeres ont été publiées par L. Arvy et
M. Gabe (1;2;3;4). Les travaux de ces auteurs sont basés surtout sur
P’évidence sélective du produit de neuro-sécrétion a 1’aide de la méthode
de coloration de Gomori. 5

Il en résulte ’idée générale qu’il y a chez les Paléoptéres une évo-
lution neurosécrétrice lente, cumulative, qui atteint le maximum peu
avant la mue subimaginale ; I’état de subimago avancé et I'imago sont
caractérisés par la diminution et la disparition des aspects dynamiques.
Des localisations neurosécrétrices dans la chaine ganglionnaire ventrale,
le transport intranerveux du produit élaboré, de méme que les cycles
séeréteurs complets ne sont pas suffisamment connus dans ce groupe.

En partant des données dont nous disposons sur les Néopteéres
et en tenant compte aussi du fait que chez certaines espéces d’Ephémé-
roptéres les femelles adultes ont une vie relativement longue (par exemple
21 jours pour Cloéon dipterum) on prédomine la fonction reproductrice,
et vu également le fait que les recherches récentes dans ce domaine uti-
lisent des méthodes histologiques plus sélectives, nous avons commencé
Pétude détaillée des insectes adultes.

REV. ROUM. BIOL. — ZOOLOGIE, TOM 14, NO 6, p. 411—420, BUCAREST. 1969




412 A. SAFTOIU 2

Le r6le de la neurosécrétion protocérébrale dans le contrdle ovarien
et la ponte chez les Insectes, ayant des aspects diamétralement opposés
selon le groupe considéré [5], [7], [8], il serait nécessaire d’établir des
rapports décélables histologiquement entre les différentes phases de la
reproduction et les modifications morphologiques dans le processus de
neurosécrétion.(*)

MATERIEL ET TECHNIQUE

Nous avons utilisé de préférence des imagos capturés dans la nature et plus rarement
obtenus dans le laboratoire, par I’élevage des nymphes d’ige avancé ou des stades subimagi-
naux.

Les adultes surpris dans différentes phases de leur cycle reproducteur ont été immé-
diatement fixés, aprés leur avoir sectionné les appendices et les ailes, ou méme sans recourir a
cette ablation.

On a établi le moment physiologique respectif tant par des constatations de compor-
tement (ponte, vol nuptial) que par des indices morpho-physiologiques (coloration du corps,
stade ovarien).

Les exemplaires étudiés ont été capturés prés du lac de Béneasa dans la banlieue de
Bucarest, a Briila sur le Danube inférieur et le long de plusieurs ruisseaux (Tufa, Sipa,
Valea Cerbului) affluents de la Prahova, entre Sinaia et Busteni, a des altitudes de 800 —1200 m.

Les espéces étudiées sont les suivantes: (**)
Sous-ordre Badtoidea

Fam. Baétidae : Baétis rhodani (Pictet)
Baétis carpaticus Morton

Cloéon dipterum (Linné)

Sous-ordre Heptagenoidea
Fam. Ecdyonuriidae : Heptagenia sulfurea (Miiller)
Ecdyonurus helveticus Eaton

Rhithrogena semicolorata (Curtis)

Nous avons utilisé¢ les fixateurs de Bouin, Zenker, Halmi et Helly, I’épaisseur des coupes
étant de 4—7p, et la coloration avec les méthodes : fuchsine-paraldéhyde (Gabe) et partiel-
lement avec hématoxyline chromique (Gamori) ou Alcian blue (Herlant).

RESULTATS OBTENUS

Par I’examen microscopique des coupes histologiques des imagos,
on peut surprendre des moments fonctionnels neuro-endocriniens &
des différents étages merveux :

1. Pars intercerebralis.

2. Les merfs de la Corpora cardiaca I

3. Pars lateralis.

4. Corpora cardiaca.

(*) Nous remercions vivement le professeur Radu Codreanu pour ses conseils qui nous

ont aidé dans nos recherches.
(**) Les déterminations ont été faites et vérifiées par le professeur C. Bogoescu, 4 qui nous

adressons nos vifs remerciements.
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5. Le ganglion sous-cesophagien.

6. La chaine ganglionnaire ventrale (le ganglion métathoracique
ot les ganglions abdominaux).
1. Des cellules meurosécréirices de la Pars intercerebralis restent char-
gées de granulations de sécrétion pendant toute la période précédant
Ja ponte. Nous avons trouvé des images concluantes (fig. 1) chez de nom-
breuses % de Baétis carpaticus, capturées lorsqu’elles volaient & une

Fig. 1 Coupe horizontale de la pars intercerebralis
de I'imago Q de Baétis carpaticus avant la ponte.
C.N.S.A., cellules neurosécrétrices actives. X 1350.

petite hauteur au-dessus de la surface de 1’eau; ce vol correspond habi-
tuellement au moment de I’accouplement. On peut observer les mémes
aspects chez des -imagos @2 de Rhithrogena semicolorata, capturées dans
des essaims contenant aussi des &J, chez des Heptagenia sulfurea cap-
turées la nuit isolément et aussi chez des Eedyonurus helveticus (pl. I, fig.
1,2,3,4). Pour toutes ces espeéces, il s'agissait de la période immédiate-
ment avant la ponte, & en juger d’apres les stades du développement
ovarien.

Cette remanence du produit dans certaines cellules neurosécrétrices
aprés le vidage massif durant la mue subimaginale, représente le commen-
cement d’un nouveau cycle, moins intense, caractérisant le stade imaginal.
Cette activité neurosécrétrice a surtout lieu dans les neurones périphéri-
ques de la zone médiane de la Pars intercerebralis.

Parallélement & cette conservation du produit de sécrétion, nous
n’avons observé chez les Q9 examinées, aucun aspect de trajet intra-
axonique (dans la zone respective de la Pars ou dans la N.C.C.I).

On peut méme observer dans la partie caudale de la corpora car-
diaca, une certaine réduction des granules stockés lors du déversement
subimaginal. (pl. I, fig. 5) :

Chez les males de Rhithrogena semicolorata et Heptagenia sulfurea
les cellules de la Pars intercerebralis sont vidées et il est prqb;;nble que ce
vidage ait eu lieu peu aprés la mue imaginale. Cette supposition est con-
firmée par les aspects de chargement constatés chez un imago g de
Cloéon dipterwm capturé la nuit (pl. I, fig. 6). X
2. Les nerfs du corpora cardiaca I. Nous avons observé, sans exception,
chez les imagos Q9 de Baétis rhodani, capturés sous les pierres dans l'eau
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«des rivieres, indubitablement au moment de la ponte, que le traget

des nerfs respectifs était jalonné de granules (fig. 2). On peut méme
établir une gradation du déversement, probablement en fonction du degré
plus ou moins avancé de la ponte. On peut par exemple surprendre des
images de transmission intra-axonique dans le voisinage immédiat des
neurones de la Pars, ou d’accumulation granulaire dans les zones ini-
tiales du N.C.C, I (fig. 3) et enfin du marquage net de tout le trajet in-

“tracérébral. Dans ces cas, le synchronisme de I’émission neuroséeré-

trice et de la ponte est évident. Soulignons que chez les imagos 29, les

meémes trajets sont complétement vides avant la ponte.

3. Pars lateralis. Nous avons constaté des cellules neurosécrétrices la-
térales dans un seul cas chez un imago Q d’Hedyonurus helveticus, obtenu
au laboratoire & partir d’'une nymphe avec des ptérothéques noires
fixée quelques heures aprés la mue imaginale. Ces cellules ont un con-
tenu plus ou moins granulaire, ayant une teinte violacée rougeitre et
non pas bleu violacé, comme le contenu des neurones de la Pars inter-
cerebralis.

PLANCHE I

Fig. 1 Cellules neurosécrétrices (pars intercerebralis) de l’imago - Q de Rhithrogena
:semicolorata avant la ponte. X 200. Zenker, Paraldéhyde-Fuchsine.

Fig. 2 C.ns. (pars intercerebralis) de 'imago Q@ de Heptagenia sulfurea avant la ponte.
X 200, Halmi, P.—F

Fig. 3 et 4 Imago Q de Ecdyonurus helveticus. Cellules dorsales superficiclles du
groupe gauche (pars intercerebralis, fig. 3) ; cellules profondes du méme groupe (fig. 4). x 200.
Bouin, P.—

Fig. 5 Coupe caudale dans la corpora cardiaca de 'imago Q de Baétis carpaticus avant
la ponte. X 200. Bouin, P.—F

Fig. 6. Pars intercerebralis de I'imago & de Cloéon dipterum. % 200. Zenker, P.—TF,

Fig. 7 Deux cellules neurosécrétrices sous-cesophagiennes. Imago Q de Ecdyonurus
_helveticus. x 200. Bouin, P.—F.

Fig. 8 Rameau gauche du N.C. Al jalonné par des granulations paraldéhydo-fuchsi-
nophiles x 200. Bouin, P.—F.

Fig. 9 et 10 Imago Q Cloéon dipterum. Cellules neurosécrétrices métathoraciques ven-
tra]es Le méme ganglion fig. 9, plan supérieur ; fig. 10, plan inférieur. x 200. Zenker P.—F,

Fig. 11 Le trajet des granulations paraldéhydo-fuchsinophiles dans le ganglion abdomi-
nal IV. Imago Q de Cloéon dipterum. x 200. Helly, P,—F,

Fig. 12 Région contenant des granulations dans le nerf terminal. Imago Q de Cloéon
dipterum. x 200. Helly, P.—F

PLANCHE 1
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Fig. 2 Reconstitution d’aprés les coupes médio-sagitales de la région céphalique de
Iimago Q de Baélis rhodani durant la ponte. C.N.S.P.1L., groupe pars intercerebralis ; N.C.C.1,
nerf de la corpora cardiaca ; C.C., corpora cardiaca chargée massivement; G.S., ganglion sous-
on frontal; O.L., O.M., ocelle latéral et médian ; L.O., lobe optique ;
O., cesophage; O.P., organe de Palmén.

cesophagien ; G.F., gangli

£

{ Fig. 3 Coupe horizontale de la pars intercerebralis droit de
Pimago Q de Baétis rhodani durant la ponte. C.N.S.D.,
cellules neurosécrétrices en déversement; Z.I.N.C.C., zone
initiale de N.C.C.I. avec des granulations paraldéhydo-

fuchsinophiles. X 1350

) 2 — ¢. 3930
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Le cas est & signaler, car le méme exemplaire renferme aussi deux
cellules sous-cesophagiennes actives.

4. Corpora cardiaca. Cette glande endocrine, considérée comme un réser-
voir du produit élaboré par le protocérébron, a aussi une fonction active
chez les Ephéméropteéres adultes, surtout chez les femelles. On peut par
exemple observer, pendant la période consécutive 3 la mue imaginale de
Baétis carpaticus, des granules paraldéhydo-fuchsinophiles, dont 1a
proportion décroit graduellement. Elles représentent sans doute la réserve
constituée lors du déversement subimaginal. Le moment de la ponte
est accompagné chez Baétis rhodani par un remplissement supplémentaire
massif de la corpora cardiaca, tandis que l'incubation des larvules chez
Oloéon dipterum est au contraire marquée par un vidage total de ce réser-
voir.

5. Le ganglion sous-@sophagien. Dans le méme cas de I'imago Q@ d’Hedy-
onurus helveticus, obtenu en quelques heures au laboratoire, on observe
nettement Dactivité intense de deux cellules neurosécrétrices situées
dans la couche neurale ventrale antérieure du ganglion (pl. I, fig. 7).
Les granules sphériques variés sont disposés autour du noyau. Leur déver-
sement peut étre suivi de voies axoniques ventro-dorsales. La portion
terminale de ces axons forme deux rameaux minces sur la face ganglion-
naire dorsale, jalonnés de gouttes de substance paraldéhydo-fuchsino-
phile (pl. I, fig. 8). Ils représentent probablement le N. C.Al

6. La chaine ganglionnaire ventrale. On a décrit, chez d’autres ordres
d’Insectes certains types de cellules neurosécrétrices dans les champs
neuraux des ganglions thoraciques, de méme que les voies de déverse-
ment, représentées en général par le nerf médian et ses organes neuro-
hémaux. On n’a pas signalé pareilles localisations dans la chaine ven-
trale des Ephéméropteres.

a. Le ganglion métathoracique. En examinant des coupes sériées
de Iimago @ de Cloéon dipterum, & différentes étapes physiologiques,
nous avons pu mettre en évidence deux ilots symétriques de cellules
neurosécrétrices situées dans les agglomérations neuronales ventro-cau-
dales du ganglion métathoracique. (pl. I, fig. 9, 10) Ces cellules con-
tiennent des granules qui y sont restés depuis la mue imaginale. On les
constate tant chez les femelles tenues en captivité pendant 21 jours
sans méles, mais qui présentent & la fin des altérations réductionnelles,
que chez des femelles écloses dans des conditions naturelles, fécondées
et renfermant des embryons en train de développement, complétement

A

développés ou en train d’étre expulsés dans Deau.

b. La chaine ganglionnaire abdominale. Chez les imagos femelles des
Baétidés on n’observe pas de cellules neurosécrétrices actives entre
les neurones des ganglions abdominaux; mais & 'intérieur de la neuropile
ventrale et le long des connectifs ou des nerfs terminaux, nous avons pu
observer un trajet presque continu de granules et de gouttes paraldé-
hydo-fuchsinophiles, qui suggérent une voie antéro-postérieure de dé-
versement. Une femelle de Cloéon dipterum capturée & la fin de la pé-
riode d’incubation et en train de libérer graduellement ses larvules dans
Peau, offre une image concluante. On peut y observer en commencant
avec les connectifs postérieurs du ganglion II, un trajet granulaire qui
s’épaissit et présente des agglomérations dans les ganglions suivants
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Ce trajet est trés évident dans les ganglions III et IV (plI,

gig.ﬁ)). et peut étre retrouvé, sans avoir subi d’interruptions définitives,
ig.

dans une grande portion des nerfs terminaux qui émergent du ganglion
génital (fig. 5 et pl. I, fig. 12).

Fig. 4 Coupes sagitales des ganglicns abdominaux III, (IlV, ]V, VlI et(j(,hlAncrfctoerll‘IIIlei(?t?i‘
2 4 a 3 " 3 21s . . es. 4
¢ de Cloéon diplerum durant lehmmatlo‘n es ?rvu :

sgtlf;xjf? CQP econnectif ppostérieur; N.T., nerf termma.l; ,\.., le niveau de la coupe
; e 'élans laquelle on voit le trajet intraganglionnaire. X 200

La position exacte de cette voie neuro_sécrétrice,e§t umed;ggleé
subissant une déviation latérale dans le ganglion VI,Od 0}1 ecofl tiz e
se ramifier, en donnant naissance aux d((aiux tra;{gts. fna g&%ntaires -

Ites 29 et 33, des portions fir
quemment, chez les adu P e 1 ! :
cette voie, spécialement de la voie finale des deux nerfs terminaux

DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS

drieur d » les Ephémé-

11 résulte des travaux antérieurement effectués sur
roptéres & l'aide de la technique & I’hématoxyline chromique que gettt;
méthode permet de mettre en évidence seulement des agglomération
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massives du produit de neurosécrétion tandis qu’elle ne montre pas
des phénoménes moins intenses qui peuvent étre, par contre, reconnus
par coloration avec fuchsine-paraldéhyde.

Les données nouvelles du présent travail nous permettent d’abou-
tir aux considérations suivantes. L. Arvy et M. Gabe ont tracé une
limite nette entre les Ephéméroptéres d’une part et les Odonates et
lJes Néopteres d’autre part, dans le sens que chez les premieres les phé-
noménes neuroséeréteurs cessent chez le subimago, tandis que chez les
seconds, ces phénomenes continuent pendant toute la vie imaginale.
Nous avons constaté cependant que chez les Ephéméroptéres les plus
évolués (les Bietides), dont Padulte a une vie plus longue et qui ont
fourni le principal matériel pour notre étude, les phénoménes neurosé-
créteurs sont présents pendant toute la vie imaginale, surtout chez les
09, en culminant avec le déversement massif au moment de la ponte.
Nous pouvons done affirmer qu’il y a, de ce point de vue, une parfaite
jdentité des Odonates et des Néopteres.

En ce qui concerne la voie neurosécrétrice intraganglionnaire ven-

ipterum
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les autres groupes d’insectes, il y a, chez les Ephéméroptéres un autre
mécanisme.

CONCLUSIONS

1. Les cellules neuroséerétrices protocérébrales médianes des ima-
gos Q9 des espéces d’Ephéméropteres étudiées contiennent un produit
neurosécréteur, & la période précédant la ponte.

2. Ce produit est déversé au moment de la ponte, chez les Bieti-
dés ovipares, dans la corpora cardiaca par le N.C.C.I.

3. Le corpora cardiaca de 1'imago @ continue & stocker le produit
neuroséeréteur cérébral, en le libérant graduellement, au fur et & me-
sure que les ceufs ou les embryons se développent.

4. On trouve dans la partie caudale du ganglion métathoracique,
& partir de la mue imaginale, des cellules neurosécrétrices remplies du
produit de séerétion (fig. 6).

5. Chez Cloéon dipterum le moment de Dexpulsion des larvules
est marqué par une libération de substance paraldéhydo-fuchsinophile,
produit probablement par les cellules métathoraciques et qui passe par
la voie intraneuropillaire le long de toute la chaine ganglionnaire abdo-
minale, étant conduite ensuite par les nerfs terminaux vers lappareil
génital.
6. Etant donné que 1’on n’a constaté la présence de deux neurones
neurosécréteurs sous-cesophagiens actifs que chez un seul exemplaire,
obtenu au laboratoire, on ne peut retenir que leur position topogra-
phique dans la masse neurale ventrale antérieure et non pas dans celle

caudale (fig. 7).

sagittale de ’abdomen terminal de I’

.VI, ganglion abdominal VI

C.I.1, chambre incubatrice 1, vidée ; C.I.2

niéres larvules (L.); I., intestin postérieur.

4 la période d’élimination des larvules. G.A

Fig. 5 Reconstitution de la région médio-
Z.G., zone a granulations;
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Fig. 6 Localisation des 4 Fig. 7 Cellules neurosécré-

cellules neurosécrétrices trices dans le ganglion
dans la partie ventro-cau- sous-cesophagien. Imago Q
dale du ganglion méta- de Ecdyonurus  helveti-

thoracique. Imago Qde Clo-

cus. X 70
éon dipterum. x 70
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DONNEES SUR QUELQUES TINEIDAE (LEPIDOPTERA)
DE LA REGION ETHIOPIENNE

PAR

IOSIF CAPUSE

The author presents new data on the African Tineids i.e. the description of
two (Monopis gozmanyi n.sp. and Syncalipsis avrucanaeli n.sp.) new species
and new recordings for other seven species.

Les Tinéides africaines sont généralement bien connues, grice aux
travaux publiés ces derniers temps (1960—1969) par L. A. Gozmany
qui, a part la description de nouveaux taxa a revisé aussi les données
systématiques plus anciennes, tenant compte de l’actuelle taxonomie de
cette famille.

Les espéces qui font I’objet de la présente note ont été identifides
dans une riche collection de Lépidoptéres africaines, confiée & 1’étude
par MM. A. Gallay (Abidjan — Cote d’Ivoire) et E. Coussement, (Mous-
cron — Belgique), auxquels nous adressons nos vifs remerciements.
Nous sommes reconnaissant de méme au D* L. A. Gozmény pour la
confrontation de certains matériaux du présent travail et pour la sugges-
tion de publier les résultats obtenus, en vue de leur inclusion dans la
monographie des Tinéides africaines, qu’il prépare actuellement.

Phthoropoea oenochares (Meyrick, 1920) — 13, V.1965, Abidjan
(Cote d’Ivoire).

Tinea abseisa Gozmany, 1967 — 13, VIL. 1967, Kisozi (Congo).

Monopis speeulella Zeller, 1852—13, V. 1967, Kisozi (Congo).

Monopis gozmany n. sp.

Holotypus : 1 3, 1967, Kisozi (Congo), Pr. gen. n° 2480, dans la
collection du Musée d’Histoire Naturelle « Grigore Antipa » — Bucarest.

Le thorax brun noirdtre, a sur le métathorax une petite tache
Jaunatre. Les tégules sont noir brunitre. Les ailes antérieures brun noira-
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Fig. 1. — Monopis gozmanyi n.sp. Armure génitale male: A — vue
deagus, C — extrémité apicale de I’aedeagus, agrandie.
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tre sont parsemées de nombreuses écailles jaune cendré. La tache trans-

arente est située un peu en avant du milien de DPaile. Les franges
des ailes antérieures ayant la méme couleur de fond sont plus claires sur
lo bord anal. Les ailes postérieures cendré jaunatre ont des franges
planc jaunatre.

Larmure génitale mdle (fig. 1). Le tégumen, I'uncus et le gnathos
sont caractéristiques pour le genre. La valve rectangulaire, au bord apical
tronqué légérement inclinée vers la base, est 2,5 fois plus longue (y com-

ris la transtilla) que sa largeur maximale ; son bord costal présente une
forte démivellation. Sur la surface de la valve la brosse de poils carac-
téristique, développée, est constituée par deux types de poils : les uns minces
ot longs, dans la partie dorsale, les autre larges et courts dans la
région ventrale. Le saccus long, faiblement recourbé dans la partie ter-
minale, est environ 1, 5 fois plus long que la valve; la région apicale
est légérement dilatée. L’aedeagus, de 1/7 plus long que le saccus, gros,
g’amincit vers l’extrémité distale ol il présente un grand crochet et
une petite plaque pointue, spatulliforme. Les cornuti sont extrémement
nombreux, en forme d’épines et la pars inflabilis recouverte de nom-
breux spinules.

D’aprés Parmure génitale, notre espéce se rapproche de M. per-
similis Gozm. [1]. Elle différe de celle-ci par la forme et 'armure de
1aedeagus, ainsi que par l’habitus.

Perissomastix pantsa Gozméany 1967 — 13, VIL.1967, Kisozi (Congo).

Synealipsis avrueanaeli n. sp.

Holotypus : 1 &, 19.111.1968, Tunbo (Guinée), Pr. gen. n® 2467;
Poratus=1 &, 12.111.1968, Tunbo (Guinée), dans la collection du Musée
d’Histoire Naturelle « Grigore Antipa » — Bucarest.

La téte jaune-gris clair. Les palpes labiaux de méme couleur
que la téte sont parsemés d’écailles brunes ; les antennes jaune brunitre.
Le thorax jaune brunétre rougeitre. Les ailes antérieures sont jaune
brunitre rougeatre clair. Les ailes postérieures, de la méme couleur que
celles antérieures, ont une teinte cendré.

Larmure génitale male (fig. 2). Tégumen large. L’uncus dévelop-
pé, formé par deux minces bras, arrondis dans la partie distale et recou-
verts de rares poils courts. Le gnathos, fort, constitué par deux bras
libres, pointus du c6té distal et fortement recourbés, en forme de fau-
cille, dans la région dorsale. Les pénicules sont étroits et longs. Le vinculum
large et fort, est prolongé du coté antérieur par un saccus en forme de
plaque recourbée, dont le bord légérement concave a deux petites pointes
latérales. Les valves massives, larges, 1,5 fois plus longues que larges,
ont le bord apical fortement arrondi et prolongé du coté dorsal par une
petite pointe arrondie; sur la costa, elles présentent une petite lamelle
sclérifice qui dépasse le bord de la valve. Le sacculus relativement déve-
loppé présente prés du milieu une forte excavation et au bord anté-
rieur, dans la région dorsale un petit lobe triangulaire. La surface des
valves est recouverte de poils rares. La transtilla large, est longue et
arrondie du coté distal. I’aedeagus étroit, tubulaire, présente & la partie
basale une forte dilatation et un prolongement lamelliforme trés fin.Dans
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la région apicale I'aedeagus a au coté dorsal un petit prolongement en
forme de visiére, et de chaque coté une petite pointe. L’aedeagus, com-
paré au reste de 'armure génitale, est extrémement réduit, sa longueur
(y compris le prolongement lamelliforme dorsal) ne dépasse pas la lar-
geur maximale de la valve.

La structure trés spéciale de Parmure génitale male distingue notre

.

Fig. 2. — Syncalipsis avrucanaeli n.sp. Armure génitale male.

espece nettement de tout les autres espéces du genre [1], [4].

Tracheloteina eccephala (Meyrick, 1914).

Matériel : 1 &, IX. 1967, Kisozi (Congo), Pr. gen. n° 2483;
1 g, I11.1967, Kisozi (Congo), Pr. gen. n° 2901, dans la collection de
Pauteur.

La téte et les palpes labiaux sont noir brunétre. Les antennes
sont noires & la base et jaunes dans le reste. Le thorax jaune doré. Les
tégules jaune doré sont & la partie latéro-antérieure noir brunitre. Les
ailes antérieures jaune doré sont plus claires dans la région apicale. Les
ailes postérieures cendré jaunitre ont des franges plus claires.

L'armure génitale male (fig. 3) Le tégumen large et bien développé.
L’uncus, extrémement réduit, est constitué de deux lobes triangulaires
dont le bord postérieur est droit et recouvert de poils courts. Le gnathos
massif est formé de deux bras qui, dans la région apicale, sont pointus
et légérement recourbés dans la partie ventrale, et fortement dilatés dans
la région basale. Les pénicules sont larges. Le vinculum rectangulaire,
grand, présente sur le bord ventral une large concavité. Les valves rectan-
gulaires avec le bord apical arrondi sont deux fois plus longues que leur
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largeur maximale ; dans la moitié apicale elles sont plus é.troii.:es q1’1e dans
celle basale. La Surfa/ce des valves est recouverte de poils dlqusles dans
la région du sacculus (faiblement développé) 9‘5 dans la mou'zlg dorsq—
apicale. La transtilla, étroite et longue, est pointue dans la reglorll api-
cale. L’aedeagus trés long, fortement recourbé en forme d’ar'c, presgnte
dans la partie basale une dilatation prononcée et dans la réglon\aplcale
une apophyse externe, longue, en forme de tige, pointue et légérement
recourbée. La fulture supérieure treés développée est en forme de tente.
IL’apophyse externe de 1’aedeagus, ainsi que l’aspect de larmure
génitalegméble, séparent notre espece des autres especes du genre.

Fig, 3. — Tracheloteina eccephala (Meyr.). Armure génitale male: A — vue
postéro-ventrale, B — aedeagus, C — vue latérale.

Hapsifera pachypsaltis Gozmany, 1965 — Kisozi (Congo): 534d.,
IV. 1967; 3 33, V. 1967; 4 33, VIL 1967; 3 33, IX, 1967.

Sealidomia fetialis (Meyrick, 1917) — Abidjan (Cote d’Ivoire): 233,
I. 1966; 13, VI. 1966.
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LA STRUCTURE FINE DE LA GLANDE MEDIO-INTES-
TINALE D’ASTACUS FLUVIATILIS FABRICIUS

M. I. VARO et M. D. IONESCU

The cells of the medio-intestinal gland cell have microvilli, pinocyte and absorb
materials which store in the ergastoplasm and in the smooth endoplasmic reti-
culum. In the latter are resynthesizing lipids which deposit as drops of different
sizes.

The Golgi apparatus elaborates at the end dense bodies which are lysosomes.
The cells which do not eliminate the accumulated products have autolytic va-

cuoles.

Chez les Crustacés décapodes, 'intestin moyen présente une multi-
tude d’appendices ramifiés — I’hépato-pancréas — ou, & proprement
~ parler, la glande médio-intestinale (Fig. 1), qui remplit presque entiére-
. ment la cavité thoracique, étant constituée par un grand nombre de pe-
' tits tubes groupés en trois lobes symétriques. Ceux-ci sont drainés par
trois canaux principaux se réunissant en un seul qui débouche de chaque
~ ¢oté dans la portion pylorique du sac stomacal.
La glande est du type tubulaire-ramifié se terminant en cul-de-
" sac par des cellules jeunes en prolifération [5], [9]. Les tubes sont revétus
- d’6léments myo-épithéliaux ; entre eux il y a un tissu conjonctif inters-
- titiel et des éléments de 1’hémolymphe.
i Les auteurs plus anciens [6], [9] décrivent une série de types de
- cellules dont les plus importantes sont : a) les cellules d’emmagasinage
- (Restzellen) ou les cellules R, étroites, longues, avec des gouttes de lipides
- et du glycogéne. Elles ont été interprétées comme des cellules de réserve
- et d’absorption ; b) les cellules sécrétrices (Blasenzellen) ou les cellules B
- & granules de sécrétion et vacuoles, dont le contenu est évacué dans la

- lumiére tubulaire [2].

- REV. ROUM. BIOL.— ZOOLOGIE, TOM, 14, N° 6, p. 427431, BUCAREST, 1969
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La glande médio-intestinale accomplit toute une série de fonctions.
jmportantes : elle dépose certaines substances organiques (lipides et
glycogeéne) et minérales (phosphates de calcium et de ma;gnésu.lm), elle
élabore certains enzymes pour la digestion des glucides, des lipides et
des protéines (8) (amylase, maltase, lipases estérases, des enzymes.
protéolytiques comme la protéinase, la carboxypeptidase, ’aminopeptidase,
1a dipeptidase) ; enfin elle a une fonction d’absorption et d’excrétion. La
complexité fonctionnelle de cette glande est mieux comprise si I'on en
connait la structure fine.

MATERIEL ET METHODE

La glande médio-intestinale d’Astacus fluviatilis a été fixée a losmium-cholidine, a
J’osmium-véronal et au formaldéhyde avec ou sans apport de sucrose. IL’inclusion a été
faite dans du Durcupan et les coupes ont été sectionnées & I’ultratome L.K.B. avec un couteau
en verre. Les coupes ont été examinées a un microscope électronique J.E.M.—5y.

OBSERVATIONS

Les cellules de la glande médio-intestinale présentent toutes un
plateau strié de microvillosités qui donne sur les coupes incluses dans la
paraphine de réactions A.P.S. et bleu aleian, pour les mucopolysacchari-
des [2]. Un contenu fibrillaire occupe I'axe des microvillosités et se pro-
longe en bas, pénétrant dans I’hyaloplasme apical. Entre les microvillosi-
tés, le plasmalemme présente de fréquentes invaginations de vésicules.
pinocytaires (Pl. I, fig. 2).

De telles invaginations sont nettement visibles dans toute la zone
apicale. Elles témoignent de la fonction absorbante des cellules glandu-
laires. Les limites entre les cellules sont marquées au podle apical par une
bréve zonula occludens, avec une zonula adhaerens infinement petite,
suivie de la grande région desmosomique des membranes cellulaires.
Dans le reste, les membranes adjacentes présentent par-ci, par-la de
bréves zonulae occludens alternant avec des portions plus ou moins éten-
dues ol les membranes de deux cellules voisines se détachent, en délimi-
tant un espace toujours rempli de matériel opaque aux rayons d’élec-
trons. Au-dessous du plateau de microvillositds on trouve de régle un
champ de mitochondries (fig. 3) dont la caractéristique est du polymor-
phisme des cristae: cristae droites, cristae & section circulaire et aussi
des petits tubes. Dans les autres régions les cristae ne sont pas trop
dé.veloppées et on rencontre souvent de grands mitochondries avee des
eristae trés réduites. Parmi les mitochondries apicales, comme dans le
reste du cytoplasme, on peut nettement observer les lysosomes. Des
structures lysosomiques peuvent d’ailleurs étre observées dans les cellu-
RS ; les de la glande médio-intestinale.

e A é]al;;"*m‘;é;‘_‘t tj‘ 1 =t ; i '. i _Au. sein du réticulum endoplasmique.lisse appaljai\ssel,l-t des corps
des cellules ; MO, zonula occludens ; MA zonula-gzﬂ(::e];:e?lse-(lj)e ﬁzlctilclus f(IiL}Tmnhs : e ml.CI‘OVl“é i tl‘VéSIGulés, De telle.s structures apparalssent ?.LHSSI @ Dintérieur de
; MA, ; D, a achacrens; MA, mitochol Certaines vacuoles golgiennes. En effet, dans les dictyosomes — souvent.

apicales ; SIC, espace intercellulaire ; VA, vacuole autolyfique ; REN, réticulum i iss:
> s 5 <N, endopl: i B . P
{ noyau ; Nu, nucléole; CMV, corps multivésiculés ; D, dictyosome; CD, corps densesI;) aAsg,lq(;liit){g:g entourés de 3—4 sacs golglens — on trouve des vacuoles munies de vési-

LR, lipides; Cl, cellule B.; MB, membrane basale.
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cules ou bien des corps a plusieurs vésicules qui se transforment en des
corps denses ayant un contenu enzymatique, trés opaques aux rayons
d’électrons (fig. 4). Enfin, dans le cytoplasme on constate la présence de
vésicules d’autolyse qui ont une évolution extrémement intéressante
(fig. 5). Une masse de petites vésicules ayant une paroi fortement osmio-
phile sont entourées par le réseau de l'ergastoplasme. Grice 3 leur ac-
tion lytique, ces vésicules digerent les structures incluses dansle centre
de cette vacuole, pour qu’a un stade plus tardif, les débris apparais-
sent sous la forme de figures myéliniques, osmiophiles (fig. 6). Parfois
cette sorte de vacuoles d’autophagie sont trés grandes, de 2p., d’autres fois,
elles sont plus petites, nettement délimitées par une simple membrane
et englobant des mitochondries, I’ergastoplasme et de petites vésicules
4 hydrolases acides caractéristiques aux structures lysosomiques. Dans
le reste, le eytoplasme contient une série de petits tubes et de vacuoles
du réticulum endoplasmique sur la surface duquel les ribosomes ont une
disposition plus rare que dans l’ergastoplasme typique du pancréas de
mammifére, par exemple. A coté de 'ergastoplasme on observe des régions
surtout & la périphérie de la cellule ou prédomine le réticulum endo-
plasmique lisse. Le noyau a une chromatine fibrillaire disposée & 1l’in-
térieur sous la forme de portions plus denses parmi lesquelles on peut
voir des fibres rares et des granules de la méme taille que les ribosomes.
Le noyau, avec ses trois composants, est souvent attaché & un chromo-
some, sur la face interne de la membrane nucléaire. La partie granulaire
apparait trés irréguliére en section, ayant un aspect réticulé. Elle est
englobée dans une masse fibrillaire & rares granules qui se trouvent éga-
lement dans le cytoplasme. Le rapport entre le nucléole et le chromo-
some est direct, dans le sens que la partie granulaire vient directement
en contact avec le chromosome (fig. 7). Lia membrane nucléaire, aux pores
trés irrégulierement distribués, établit un large contact entre l’espace
périnucléaire et ’intérieur de l’ergastoplasme.

Les lipides occupent de vastes portions dans le cytoplasme sous
la forme de sphéres de 1—3 microns. Ils n’ont pas de membrane propre,
mais ’ergastoplasme a tendance a entourer avec de petits sacs et des
tubes les aires lipidiques de I’hyaloplasme (fig. 8). La portion basale de
la cellule s’appuie sur une membrane basale et détachable en couches
sous Dl’influence du fixateur dont les fibres vont dans toutes les direc-
tions.

DISCUSSIONS

Les données fournies par l'’étude aun microscope électronique font
ressortir d’une maniére évidente le réle absorbant et d’accumulation
de la glande médio-intestinale. Les microvillosités apicales et la pino-
cytose intense qui a lieu dans les espaces de base qui les séparent, attes-
tent pleinement la fonction absorbante. Les mitochondries situées sous
le feutrage basal apical, suggérent l’existence d’un apport énergétique
nécessaire & la transformation immédiate du matériel pinocytaire. D’autre
part Dlexistence de lysosomes avec leur contenu finement granulaire
nous suggeére une action hydrolasique immédiate sur le matériel pinocyté.

PLANCHE I

F.ig. 2 Microvillosités de deux cellules. VP, vésicules pinocytaires ; IP, inva-
ginations de la membrane au début de la pinocytose; IT, feutrage terminal.
X 14 000.

Fig. 3 Mitochondries apicales accusant un polymorphisme prononcé des crétes.
X 18 000.




PLANCHE 11

Fig. 4 Dictyosome. De la surface du réticulum endoplasmique se détachent

des vésicules qui s’entourent d’une membrane en se transformant en des corps

multivésiculés au sein des petits sacs golgiens, CMV, et ensuite en des corps
denses, CD, remplis d’un contenu enzymatique. x 20 000.

Fig. 5 Vacuoles autolytiques a contenu vari¢ constitué de mitochondries, de
réticulum endoplasmique et de granules denses. X 14 000.

PLANCHE III

Fig. 6 Grande vacuole autolytiques laissant voir a 'intérieur une série de figures
myéliniques. x 14 000.

Fig. 7 Nucléole. CG, composant  granulaire ; CF, composante fibrillaire ; CA,
composante amorphe ; CR, chromosome ; Cr, chromatine. % 30 000.




PLANCHE 1V

Fig. 8 Goultes de lipides, 1., entourées d’ergastoplasme, EG. x 14 500.

Fig. 9 Assise basale de la cellule formée de couche de fibres qui se croisent dans
i toutes les directions. > 18 000.
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Dans le cytoplasme, le matériel pinocyté s’accumule dans le réticu-
lum endoplasmique lisse ot il devient intensément osmiophile [1]; ensuite
il passe dans les sacs golgiens ou il forme des corps multivésiculés qui
se transforment en des corps denses lysosomiques [4], [7]. Les lipides
s’accumulent dans ’hyaloplasme de deux facons: au début comme de
petites gouttes qui confluent, ensuite elles forment des gouttes géantes
de 0,1—3 p. L’existence du réticulum endoplasmique lisse doit étre
rattachée justement au métabolisme des lipides. Il a été démontré [1]
que les monoglycérides et les acides gras absorbés par simple diffusion
au niveau des microvillosités s’accumulent dans les petits tubes du ré-
ticulum endoplasmique ou ils se transforment en triglycérides. En effet,
on peut voir dans le réticulum de nos images un contenu intensément
réducteur, le réticulum entourant toujours les gouttes de lipides dans les-
quelles il verse sont contenu. L’appareil de Golgi dans le cas analysé
est un exemple concluant de ses rapports avec Iergastoplasme et avec
les lysosomes. Les enzymes et les protéines en général synthétisés par
Pergastoplasme s’agglomeérent dans l’appareil de Golgi sous forme de
corps multivésiculés qui s’englobent dans les sacs golgiens, ot ils se cons-
tituent sous forme de corps denses. Comme toute cellule qui synthétise
des protéines, le nucléole est tres développé par rapport & sa fonction de
mobilisation et d’accumulation des différentes sortes d’acides ribonucléi-
ques nécessaires aux synthéses protéiques de Pergastoplasme.

Les vacuoles autolytiques impliquent la destruction partielle de
certains constituants du cytoplasme dans le cas ol la cellule se remplit
de gouttes lipidiques. Elles évoluent vers des corps résiduaires pleins
de figures myéliniques [3]. Celles-ci apparaissent de novo dans les vacuoles
d’autolyse. Leur existence est due & la désintégration du matériel phos-
pholipoprotéique des membranes du réticulum endoplasmique, des
mitochondries, ete. Les organites cellulaires accumulés au début de la for-
mation de la vacuole autolytique sont hydrolysés par les enzymes catepsi-
niques qui digérent la fraction protéique du contenu vacuolaire, tout
en laissant intacte la fraction lipidique. Les lipides, et surtout les cépha-
lines et les lécytines, se disposent alors en des figures myéliniques.
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CYTOMORPHOLOGICAL AND CYTOCHEMICAL ASPECTS
IN THE BLOOD OF EMYS ORBICULARIS

BY

CONSTANTA DINCA

The hematological picture, cytomorphology, cytochemistry and cytoenzimology
of blood cellular elements and of elements in development in the spleen of 13
Emys orbicularis males, were studied. The differential count of leukocytes shows
prevalence of lymphocytes (52.5 per cent) and basophilic leukocytes (15.8
per cent). Neoformation of elements occurs in the spleen, among which also of
a specific element ““the eosinophil with giant granules’’. Frcm the cytochemical
point of view the cells are characterized by a moderate amount of glycogen,
neutral lipids, peroxydases, acid phosphatase and by a slight increase of alka-
line phosphatase.

In the speciality literature there are but few references concern-
ing the Dlood chart in Emys orbicularis [3], [9], [10]. The cytochemi-
stry of figured elements is only incidentally approached as adjuvant
in the description of human blood cells [7]. The absence of a complete
illustration of the elements figured, also in evolution, as well as the
quantitative assessment of the latter is being felt.

MATERIAL AND METHQOD

Thirteen male specimens ¢f Emys orbicularis, cobtained from Balta-
Sat-Chinez were worked on. They were collected in the months of June-
July 1963. Blood was drawn from the heart with a syringe, and after
decapitation imprints were executed from the spleen. The following
methods were applied : May-Grinwald Giemsa, Sato, Gomori modified
for alkaline and acid phosphatase, Hotkiss McManus, Sudan III-Schar-
lach and Brachet for nucleic acids.

REV. ROUM. BIOL. — ZOOLOGIE, TOME 14, NO 6, p. 433—436, BUCAREST, 1969
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RESULTS AND DISCUSSIONS

The results of researches are concretized in tables 1—3 and in figu-
res 1—2.

Erythrocytes have 20.10 (15.24—26.64)p. in diameter, are elliptical
with slightly rounded poles, with slightly acidophilous cytoplasm and
intensely chromatic nucleus. Basophilous and polychromatophilous
erythroblasts appear frequently on the smear (29%).

In peripheral blood of Emys orbicularis the same categories of
leukocytes are recorded which are generally met with in vertebrates (Fig.1)
with the exception of pseudoeosinophilous leukocyte (heterophilous 8,9),
an element common to reptiles and birds, homologated with neutrophi-
lous leukocyte. It is round, with almond-shaped nucleus, adhering to
the membrane, seldom broken up into two polarized lobes, with slightly
acidophilous cytoplasm, loaded with bacilliform granules of a pink-
violet colour. As noteworthy we likewise consider the shape and disposi-
tion of the nucleus of granular leukocytes which recall the shape and dis-
position of the nucleus of granular leukocytes of carp, as well as the aspect
of granules specific to eosinophilous leukocyte, identical with the aspect
of the granules of frog eosinophilous leukocyte. We underline the pre-
sence of mononuclears with the nucleus in the “post-divisional’ stage [6].

Thrombocytes, by their disposition in seldom isolated groups,
by the intensely and uniformly blue-violet coloured nucleus, by the
pink-grey, slightly granular, sometimes retracted cytoplasm, differ plainly
from lymphocytes. We systematize in the next table the quantita-
tive results obtained by us on the blood chart in Emys orbicularis.

Table 1
Blood chart in Emys orbicularis
Erythr. Leuk. |Pseudo-| Leuk. Leuk. |Lympho-| Mono~ Cell. Erythr.
cu mm cu mm | eos. % e0s. % bas. % cytes % | cytes % | retic. % | blasts %
|

0.310 [:°1800 6—20 | 7.5—24 9—27 35—60 4—12 0.5—2 0.5—3
0.960- | 8:800 9 12.2 15.8 52.5 7.3 1.2 2
0.680 | 4.500 . | | |

"By comparing the results obtained by us with the data furnished
by speciality literature we find, as regards the number of erythrocytes,
values close to the values indicated by Girod [4], identical with the
results obtained by Motelicdi, Picos [9]. Compared to the results obtained
by Duguy [3], Saint Girons [10], our results present higher values.
The number-of leukocytes found by us approaches that obtained by
Girod [4] but has lower values than those shown by Duguy [3]. The leu-
koeytic formula tallies with the data from literature [4], [6]. From the
table, the presence of monocytes, likewise results, which is not recorded
by all the authors [3], [4].

The spleen is an active hemopoetic organ in reptiles [2], [11], but
medulla also comes into play [5] without having a primordial role. On
spleen imprints we noted, as in tritons [1], the filiation of all the series
(Fig. 2). We mention the presence of a personal element ‘‘the eosinophi-
lous myelocyte with giant granules”. Considering the absence of the
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quantitative assessment of these elements we deemed it useful to pre-
sent it in the following table :

Table 2
Spleenogram in Emys orbicularis

Undiff. retic. cell 21—4)% Basophil. Granulocyte 5.8(3—8)%
Retic. cell with pigment 4(3—6)% Lymphoblast 4(1—6)%
Hemocytoblast 3.8(4—6) % Lymphocyte 9(5—16)%
Promielocyte 11—-1)% Monoblast 1(0—2)%
Pseudoeos. Myelocyte 1.5(1-3)% Monocyte 2.5(2—4.5) %
Eosinophil. Myelocyte 2.3(3—5)% Thromboblast 10.5(9—11) %
Basophil. Myelocyte 3(2—5)% Thrombocyte 21(9—-31)%
Pseudoeos. Metamyelocyte 1.5(0.5—3)% |Proerythroblast 1(0—2)%
Eosinophil. Metamyelocyle 4(3—5)% Basophil. Erythroblast 34—N%
Basophil. Metamyelocyte 4B3—7% Polychr. Erythroblast 5(3—10) %
Pseudoeos. Granulocyte 1.5(1—4)% Phagocytic cell 2(1—4)%
Eosinophil. Granulocyte 3.6(2—5)% Plasmatic cell 1.5(0.56—2) %

The cytochemistry of figured elements in Emys orbicularis and
in other reptiles was approached incidentally [7], [12], [13], which deter-
mined us to apply certain more accessible technique (Table 3).

Table 3
Quantitative eytochemicais results expressed in average figures
Reaction used + 4+ ++ + 0 FAL index
p.a.S. 0 8 88 4
Sato 51 30 19 0
Sudan III-Scharlach 0 4 92 4 ‘
Alkaline phosphat. 6 17 14 66 66

In the yvoung elements on spleen smears, the mentioned reactions
were very low or absent in stem cells, and higher as the maturation of
elements of the granulocytic series is more advanced. Thus p.a.S. reac-
tion is high in pseudoeosinophilous myelocytes, even higher than in mature
elements. Reaction with Sudan ITI—Scharlach and reaction Sato have
o similar behaviour to reaction p.a.S. Acid phosphatase is more accen-
tuated in the series of mononuclears and of reticular cells. Nucleic acids
vary in relation to the degree of maturation of blood elements. Cytoplasmic
RNA diminishes in proportion to the evolution of elements, while
nuclear DNA is accentuated in proportion to their maturation.

Synthetizing our observations on the elements figured from periphe-
ral blood and on young elements from the lymphogranulopoetic tissue
of the Emys orbicularis spleen, we reach the following conclusions :

— predominance of lymphocytes in the leukocytic formula ;

— increased number of basophilous leukocytes in the peripheral
blood ;

— the presence of pseudoeosinophilous leukocyte-granular blood
element, characteristic only of reptiles and birds, confirms also hematolo-
gically the relationship between these two classes ;
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— eosinophilous leukocyte granules are similar to the frog eosinophi-
lous leukocyte granules ;

— the nucleus of pseudoeosinophilous and eosinophilous granulo-
cytes reminds by its shape, structure and disposition the nueleus of the
corresponding elements in carp ;

— young elements are formed in the spleen, among these a specific
element ““the eosinophilous myelocyte with giant granules” is also to
be found ;

— evolution of thrombocytes is parallel with the evolution of lym-
phocytes ; "

— the cytochemical stock is characterized by a moderate quantity
of glycogen, neutral lipids, peroxidase, acid phosphatase and by a slight
increase of alkaline phosphatase (FAL 66).
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1. — Emys orbicularis (male). Peripheral blood.

Dseudo-eosinophilous leukocyte; 2, eosinophilous leukocyte; 3, basophilous leu-

kocyte; 4, lymphocyte; 5, mononuclear with nucleus in “post-divisional”” stage;
6, erythrocyte. Giemsa stain. Clear chamber drawing. Ob. Tm. oc. 15,




Glucose tolerance and the insulin-like activity of Plasma Were studieq during
the ontogenesig of white rats. The insulin—like activity yyag determined both
before and 10 Minuteg after the rapid intravenous glucose loading.

It was found that the glucose tolerance decreageq With the age of animals, The

insu]in~1ike activity of Plasma 19 minutes after glucose Ioading decreaseq DParalle]ly
With 8lucose tolerance,

Die Glukosetoleranz Widerspiegelt die Fihigkeit des Pankreag zur
Insulinsekretion 3], [4], [12], 17T [23] ung den urspriinglichep, Im-
préigna,tionsgrad der Gewebe mit Wirkungsfé;higem Ingulin 7], [8].

ie bisherigen Kenntnigge Uber dag mengenméLBige Verhétltnis, Wihrend
der Ontogenese der Weillen Rg te, Zwischen Glukosetoleranz und yp-

Fig, o _ Emys orbicularis (male), Spleen smear,

7, reticular cell; o hemocytoblast: 3, macrophagoyg Teticular cell,; 4, pigmentnry
Teticular cell; 5, mastocy tary Teticular cell; ¢, proerythroblasl:; % basophilous ery-

throblast ; 8. polychromatophilous erythroblast ; 9, erythrocyte ; 10, €0sinophjloyg

myelocyte ; 11, nseudoeosinophilous myelocyte ; 12, hasophiloyg myelocyte With giang

granules ; 14, ilxonoblast; 15, trombohlast; 16, Jnnorl.ncyte; 17, tr(mL((nes;
18, basophilous leakoeyte, Giemsa stain. Clegy chamber drawing, Ob. Ipp, Oc. 15,

EXPER IMENTELLES

Verwendung fanden weiBe Ratten ménnlichep Geschlechts, die in vier Altersgruppen
eingeteilt Wurden, Dje Tiere Wurden vop Beginn der Versuche 10 Tage lang unter Aufsicht

*) Mit technischer Mitarbeij von St, Ilyes ung L. Weiss,
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ernihrt, und die Versuche nach einem vorhergehenden 18stiindigen Hungerzustand durch-
gefiihrt,

In der ersten Versuchsreihe wurde die Glukosetoleranz, in der zweiten Reihe die
insulinische Aktivitiat des Plasmas, unter urspriinglichen Bedingungen, sowie unter den Bedin-
gungen einer rapiden intravendsen Glukosebelastung verfolgt. Die rapide intravengse Glu-
koseinjektion erfolgte nach dem Verfahren von Cristophe [6], wobei den Tieren 50 mg
Glukose/100 g Kdorpergewicht verabreicht wurden.

Sowohl die urspriingliche als auch die 5, 10, 15, 20, 25 und 30 Min, nach der Glukose-
zufuhr sich einstellende Glykémie, wurde nach der Somogyi-Nelson-Methode [16] bestimmt.
Zur Analyse wurde Blut aus den Schwanzvenen verwendet. Der Assimilationskoeffizient der
Glukose (K) wurde nach der Formel Conards und seiner Mitarbeiter [9] berechnet. Die an-
fangliche insulinische Aktivitdat des Plasmas (ILA0’) und diejenige, 10 Min. nach der Glu-
koseverabreichung (ILA 10’) wurde nach der Methode von Martin und Mitarbeiter [13] bei
zwei verschiedenen Arbeitsgruppen bestimmt. Die Bestimmung erfolgte in 1 ml heparinisier-
tem Plasma, auf Grund des Glukoseverbrauches durch das epididymische Fettgewebe der
Ratte. Das Blut fiir die Analyse der insulinischen Aktivitit des Plasmas wurde durch Enthaup-
ten der Versuchstiere erhalten. Als Standard wurde 6mal umkristallisiertes glukagonfreies
,,Organon‘-Insulin verwendet (25 I E/mg).

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Glukosetoleranz und der insulinischen Alkti-
vitat des Plasmas sind in Tabelle 1 und Abbildung 1 enthalten.

Der Assimilationskoeffizient der Glukose betrigt bei einem Monat
alten Tieren 6,104-0,30 (Arbeitsgruppe I). Dieser Koeffizient weist auf
ein schnelles Verschwinden der Glukose hin, die dem Blutkreislauf
zugefilhrt wurde. Dem oben genannten Wert gegeniiber fillt der Glu-
koseassimilationskoeffizient der zweimonatigen Tiere (Altersgruppe II)}
um 1,560 (p < 0,05), der zwolfmonatigen Tiere (Gruppe III) um 2,52
(p < 0,02) und der iber 24 Monate alten Tiere (Gruppe IV) um 2,95

(P < 0,01).

Die urspriingliche insulinische Aktivitdt des Plasmas (ILAO’) der
einmonatigen Ratten weist einen Mittelwert von 1804-32 pE/mlauf.
Diesem Wert gegeniiber ist ILAO’, der zwei- und zwolfmonatigen Alters-
gruppe nicht wesentlich verdndert. Bei iiber 24 Monate alten Tieren
hingegen sinkt ILAO’ unter den Wert ILAO’ der einmonatigen Alters-
gruppe (p < 0,05).

Zehn Minuten nach der Glukosezufuhr betridgt die insulinische
Aktivitit des Plasmas (ILA 10’) im Falle der einen Monat alten Tiere
850478 pE/ml. Diesem Wert gegeniiber sinkt ILAO’ bei zweimonatigen
Ratten um 340 pE/ml (p < 0,05), bei zwolfmonatigen Ratten um 400
wE/ml (p<0,05) und bei iiber 24 Monate alten Tieren um 580 pE/ml
(p < 0,01).

BESPRECHUNGEN

Die klinischen Beobachtungen zeigen eine verringerte Glukose-
toleranz bei é&lteren Personen [5], [9], [14], [22].
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Christophe [6] priifte die Anwendungsmoglichkeiten der Conard-
schen Formel [9] bei der Bestimmung der Glukosetoleranz weiller Ratten
und fand, daB nach rascher intravendser Glukosebelastung die Assimila-
tionsgeschwindigkeit der Glukose wesentlich groBer als die bei Menschen
bestimmte ist. Unter den Bedingungen einer raschen intravenosen Glu-
koseverabreichung besteht sowohl bei Hunden [18] als auch bei Menschen
[15], [19] ein mengenméBiger Zusammenhang zwischen dem Wert des.

250

200

Abb. 1. — Halblogarithmische Darstellung der

durch rapide intravendse Glukosebelastung &150 1
(50 mg Glukose auf 100 g Korpergewicht) her- E‘
vorgerufenen Hyperglykdmie, bei weilen Ratten
verschiedener Altersgruppen. s
(I=1 Monat, IT = 2 Monate, IIL = 12 Monate, IV = iber ‘§
24 Monate). >
8

100 |

80

0o 5 o 15 20 &5
Minulen

Assimilationskoeffizienten der Glukose und dem Grad der Insulinsekre-
tion. Conard zu Folge [7], [8] hingt die Assimilationsgeschwindigkeit
der intravends verabreichten Glukose von dem urspriinglichen Imprig-
nierungsgrad der Gewebe mit wirksamem Insulin und nicht von der zu-
sitzlichen Freisetzung des Insuling durch hyperglykidmische Reize ab.

Aus unseren Ergebnissen ist ersichtlich, dafl die Glukosetoleranz
bei den weillen Ratten parallel mit dem Alter absinkt. Die urspriingliche
insulinische Aktivitdt des Plasmas bleibt im Alter zwischen 1 und 12
Monaten unverédndert und nimmt erst bei iber 24 Monate alten Tieren
wesentlich ab. Diese Ergebnisse bestitigen die Forschungen von Solenova.
[20], die dhnliche mengenmiBige Verdinderungen des freien Insulins im
peripheren Blut der (im Hungerzustand gehaltenen) weillen Ratten fest-
stellte. Hine Ubereinstimmung in den Verdnderungen der Glukoseto-
leranz und der Insulinaktivitit des Plagsmas wéhrend der Ontogenese,
kann nur im Zustand der experimentellen Hyperglykidmie, d.h. zehn
Minuten nach der intravenosen Glukosezufuhr beobachtet werden, da-
in diesem Fall die Werte der insulinischen Aktivitit gleichzeitig mit den
Werten der Assimilationskoeffizienten der Glukose, dem Alter entsprechend,
sinken.

Auf Grund dieser Ergebnisse kann das Abnehmen der Glukose-
toleranz wiahrend der Ontogenese der weillen Ratte, durch das Nachlas-
sen der Insulinfreisetzung aus gespeichertem Reserve-Insulin, auf hyper-
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glykémische Reize hin, erklirt werden. Die Moglichkeit einer ontogene-
tischen Verinderung der Aktivitdt antagonistisch oder synergisch mit
dem Insulin wirkender Stoffe, ist ebenfalls nicht ausgeschlossen, wenn
man in Betracht zieht, dafl die insulinische Aktivitidt des Plasmas die
Resultante eines derartigen Zusammenspiels darstellt [10], [11], [21].
Die Modifikationen des Insulin-Imprignierungsgrades der Gewebe [7],
[8], die Verdnderung der Empfindlichkeit einiger Gewebe dem freigesetz-
ten Insulin gegeniiber, sowie Verdnderungen in den Moglichkeiten der
Freisetzung kreisenden Insuling aus protein-insulinischen Komplexen
[1], [2], kann hier ebenfalls in Betracht gezogen werden, da alle ange-
fiihrten Erscheinungen, unserer Meinung nahe, im Laufe der Ontogenese
Verdnderungen erfahren.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

1. Die Glukosetoleranz sinkt wihrend der Ontogenese der weiBen
Ratte mit zunehmendem Alter.

2. Das Abnehmen der Glukosetoleranz verliuft parallel mit dem
Abnehmen der insulinischen Aktivitit des Plasmas nach rascher intra-
vendser Glukosebelastung, ein Umstand, der auf eine Verringerung der
Fahigkeit zur Insulinsekretion des Pankreas wihrend der Ontogenese
schlieflen 148t.

Tabelle 1
Assimilationskoeffizent der Glukose (K) und insulinische Aktivitit des Plasmas bei weiBen Ratten verschiedenen Alters
= ILA O’ s ILA 10° 5
Gruppe K AK wE/ml AILA O E/ml AIOA 10
I. 6,10+0,30 — 180432 — 850478 —
~1 Monat (11) — () (10) —
II. 4,604-0,28 —1,50 165438 —15 510445 —340
=~ 2 Monate 9) p < 0,05 9) p > 0,25 (7 p < 0,050
II1. 3,584-0,27 —2,52 2104-45 +30 450438 —400
=~ 12 Monate 9) p < 0,02 (11) p > 0,50 (13) p < 0,05
1Vv. 3,1540,22 —2,95 75+12 —105 270432 —580
> 24 Monate (14) p < 0,01 (12) p < 0,05 (10) p < 0,01

TLAO’ = urspriingliche insulinische Aktivitit des Plasmas, ILA 10’=insulinische Aktivitit des Plasmas 10 Min. nach

<der intravendsen rapiden Glukosezufubr von 50 mg Glukose auf 100 g Korpergewicht. Die eingeklammerten Zahlen be-

zeichnen die Anzahl der zur Bestimmung verwendeten Tiere. Die Differenzen zwischen den Mittelwerten (A) und p
sind in bezug auf Arbeitsgruppe I berechnet.
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SOME ASPECTS CONCERNING THE INFLUENCE OF
ELECTRO-MAGNETIC FIELDS ON IMMUNOLOGICAL
REACTIONS. THE INFLUENCE OF HOMOGENEOUS
MAGNETIC FIELDS ON PHAGOCYTOSIS IN VITRO

BY

" N. D. TOPALA and O. AILIESEI

On studying the influence of homogeneous magnetic fields of 6300 Oe on the
phagocytic reaction in vitro of granulocytes in the peritoneal exudation of Gui-
nea pig, a 37.99% increase in the phagocytic index was established.

One came up against the problem to explain the influencing mechanism of mag-
netic fields on phagocytosis both by the decrease in the tension surface of
granulocytes, following the change of direction of the macromolecule superficial
citoplasm, and the increase in the dehydrogenasic activity.

In previous papers [1]—[4] we dealt with the stimulating influence
of non-homogeneous pulsatile magnetic fields of 100—300 Oe on the
immunological reaction in animal organisms. Our findings have recently
been confirmed by Pautrizel et al. and Stavir et al. [5]—[6].

The experimental data we recorded enabled us to conclude that
the non-homogeneous magnetic fields of small intensity applied as im-
pulses enter the category of non-characteristic stimulating factors of
immunity and that their influence is dependent upon the intensity and
the duration of the action.

Through further studies concerning the influence of magnetic fields
on immunological processes, we followed up the development of phagocytic
reaction in vitro with uninterrupted and homogeneous magnetic fields of
high intensity.

The investigation of this aspect was motivated for one thing by
the very slight number of works touching upon the influence of mag-
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netic fields on the phagocytic reaction and for the other by the contro-
versy existing in literature data as to the influence exerted by magnetic.

fields on biological systems.

MATERIAL AND METHOD

To perform the study of the phagocytic reaction in vifro, Guinea pig leucocytes,
obtained through two-reprise intraperitoneal inoculations of 30 ml peptonized water, were
used. The peritoneal liquid, rich in leucocytes, was extracted on an anticoagulant, by a
two-hour punctioning after the last inoculation, then centrifugated to remove the liquid. The:
deposited leucocytes were washed three times in succession, centrifugated and brought
thereafter into a homogeneous suspension of saline solution. At the same time, out of a 24-
hour culture on gelose a cell suspension of Staphylococus aureus was prepared.

After having prepared these two cell suspensions in two tubes of haemolysis, a leuco-
cyte suspension, a staphylococus suspension and a fresh Guinea pig serum were taken in
equal quantities. The tubes were stirred for homogenization and then incubated at 37° for
45 minutes in two water microthermostats. During this period one microthermostat was
placed between cylindrical poles having 10 cm in diameter of an electromagnet Weiss, which,,
set at 50 mm distance between the poles, produced a homogeneous magnetic field of 6300
(4100) Oe. The further microthermostate was used as control. The tubes of both micro-
thermostats were stirred every 5 minutes in order to maintain the homogeneity of the mixture..

Lastly, in both tubes several smears were prepared and stained after the method May-
Griinwald-Giemsa.

To estimate the phagocytic reaction, the germs of each plate included in 200 granulo-
cytes were counted on the microscope.

For each experiment, two plates taken out of the tubes held on magneticfields as well
as two control tubes were examined. The phagocytic index was calculated through dividing the
amount of germs by the number of the counted granulocytes (200 in each case).

RESULTS

Table 1 contains the data recorded on 15 experiments. It brings
out the following :

— The phagocytic activity of the granulocytes is quite intense in
the peritoneal exudation of Guinea pigs.

— The average value of the phagocytic index in control experi-
ments is 3.35.

— The value of the phagocytic index in experiments performed with
magnetic fields is 4.62 — up to 37.99, higher than in control experiments.

— The standard error and the value of factor P which is lower
than 0.0001 exerts through homogeneous magnetic fields a high stimula-
ting influence on the phagocytic reaction.
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Table 1

Variations of phagocytic index by a homogeneous magnetic field of 6,300 Qe

Control Experiments with
experiments | homogeneous M.F.
of 6,300 (4-100) Oe

Number of experiments 15 15

Fagocytic index 3.35 4.62

Effect % 100 137.9(+37.9%)

E.S. +0.024 4-0.410

P— <0.0001
DISCUSSIONS

Investigation results are at variance in regard to the biological
influence of magnetic fields. This is due, according to Dantu [8], to the
fact that the influence of magnetic fields is chiefly studied related to biolo-
gical complexes integrated in a highly differentiated organism which
creates certain difficulties in distinguishing the influence of magnetic
fields from the secondary manifestations brought about by experimental
conditions.

For this reason, the idea was put forward that the study of the
influence of magnetic fields should be performed, first and foremost,
on isolated cells.

In accordance with this idea, we investigated the influence of
magnetic fields on the phagocytic reaction in vitro, excluding the secondary
factors and all other phenomena which might disturb this reaction in
the organism.

The influence of magnetic fields on phagocytosis was only slightly
studied. Thus, Leo Gross [9] reported an inhibition of the phagocytic
reaction in mice subjected to the influence of magnetic fields of 4000
gauss. Tomug el al. [10] following up the phagocytic activity of granu-
locytes in dog’s blood under the influence of homogeneous and conti-
nuous magnetic fields of 700 gauss revealed that under certain conditions,,
a 71.8%, stimulation of the phagocytosis in vitro was produced.

In our experimental conditions, the homogeneous and continuous
magnetic fields of 6.300 Oe produced a stimulation of the phagocytosis
of only 37.9%,. The difference could be explained by the various inten-
sities of the magnetic fields applied as well as by the more intensive
phagocytic activity of the granulocytes in the peritoneal exudation of
Guinea pigs.

Besides, in Tomug’s experiments the more intense the normal
phagocytic activity is the less marked is its stimulation by magnetic
fields (being of only 48.5 9,).

A large number of researches in connection with the biological
effects of magnetic fields have failed up to now to elucidate their influen-
cing mechanism. According to Labes [11], Presman [12] and Dorfman
[13], it is taken for granted that the magnetic fields influence the develop-
ment of biological processes through a molecular mechanism. Since the
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organic macromolecules behave like diamagnetic substances, they change
direction on the field, implying, as a matter of fact, that repercussions are
to be expected in regard to the kinetics of biochemical reaction.

As far as the phagocytic reaction is concerned, we consider that
the influence of magnetic fields manifests itself during the inclusion stage.
It is well known that in the phagocytosis stage an important part is
played not so much by the electric charge differences between phago-
cytes and germs, as, precisely, by the physico-chemical processes occur-
ring at the periphery of the cytoplasm, especially on the tension surface,
in the sense that the lowering of the tension surface in leucocytes intensi-
fies the phagocytosis.

However, according to Rubin [14], the inclusion of germs in pha-
goeytes cannot be boiled down to a mere physico-chemical process, since
this phenomenon is brought about by the consumption of energy released
by the anaerobic glycolysis.

Tomus thinks that the stimulation of phagocytosis by direct in-
fluence of magnetic fields could be achieved both by changes in the phy-
sico-chemical state of the leucocyte membrane as well as by changes in
the activity of infrastructures conveying the electrons involved in the
yielding of energy in the cell.

The results of our recent research devoted to the influence of
homogeneous magnetic fields of 6,300 Oe on the dehydrogenase of Kreb’s
cycle in cell suspensions of Staphylococus aureus and Hscherichia coli
revealed a significant intensification of dehydrogenasic activity, point-
ing to an increase in the energy yield in the cell.

The literature data supported by our results are conducive to the
hypothesis that in experimental conditions, under the influence of mag-
netic fields, the tension surface of granulocytes is modified owing both to
the change in direction taken by the molecules of the superficial cyto-
plasm and to the release of energy as the increase in the dehydrogenasic
activity is intensified in the cell.

We may well expect that the research work under way will disclose
new elements meant to clarify the influencing mechanism c¢f magnetic
fields on phagocytic reaction.

CONCLUSIONS

Our investigations make for the following conclusions :

1. The homogeneous magnetic field of 6,300 (+100) Oe determine
a 37.99 increase in the phagocytic activity in wvitro. The value of fac-
tor P being lower than 0.0001, the increase appears significant.

9. The stimulating influence of homogeneous magnetic fields on
phagocytic reaction n vitro could be explained both by the decrease in
the tension surface of granulocytes, as well as by the intensification of
energy yield in the cell following the anaerobic catabolism, as a result of
the activation of hydrogenasic systems. -
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