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micronucleatum. I t  is ind ica ted  in the i r  s tudy  t h a t  t he  
collapse of the  vacuole occurs due to  t he  force of the  sur- 
rounding  endop la sm and  no t  because of the  con t rac t ion  
of t he  vacuole itself. I t  is, therefore ,  sugges ted  by  t h e m  
t h a t  the  t e r m  'cont rac t i le  vacuole '  is a mi snomer  and  it 
will be  more  accura te  to describe i t  as the  'water -  
expuls ion '  vesicle. However ,  in th is  s tudy  i t  was observed  
t h a t  t he  vacuole  became  turg id  and comple te ly  spherical  
jus t  before  expulsion,  ind ica t ing  an in te rna l  bui ld-up of 
pressure.  If  t he  expuls ion were  to  occur as a resul t  of ex- 
te rna l  pressure  one would have  expec ted  the  vacuole  to  
become f l a t t ened  or i r regular  pr ior  to  expuls ion of its 
contents .  

Rdsumd. Chez le Balan t i d ium  coli, la vacuole cont rac t i le  
se rempl i t  g radue l l ement  e t  s ' agrandi t .  Aprgs une  phase  
s ta t ionnai re ,  p e n d a n t  laquelle elle res te  irr6guli~re en 
apparence ,  elle se gonfle ent i~rement ,  dev ien t  sph6rique,  
et  puis s 'affaisse  s u b i t e m e n t  et  expulse son contenu.  
L ' a f f a i s semen t  est  tr~s rap ide  et  ne p rend  qu 'une  f rac t ion 
de seconde. Le cycle ent ier  dure g6n6ral lement  20 5" 25 
secondes.  
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P r o d u c t i o n  de n i d u l o t o x i n e  par  des  Aspergillus a p p a r t e n a n t  fi d i f f6rentes  espbces  

Dans  une note  p r6c6dente l  nous  avons  fair men t i o n  de 
la mise ell 6vidence dans  des ex t ra i t s  de cul tures  Jn v i t ro  
d 'Aspergi l lus  n idu lans  W i n t  d ' u n e  nouvelle  mycotoxine ,  
la n idulotoxine .  Cette  subs tance  a 6t6 purifi6e 5, pa r t i r  
d ' ex t r a i t s  ch loroformiques ;  elle cristallise en aiguilles 
incolores;  en ch roma tograph ie  en couche mince  son spot  
pr6sente  une in tense  f luorescence rouge-br ique  sous irra- 
d ia t ion  UV;  sa toxici t6 peu t  ~tre r6v616e par  inocula t ion 
int ra-p6r i ton6ale  au cane ton  5`g6 d ' u n  jour, on par  inocu- 
la t ion dans  l'ceuf embryonn6  de poule. L ' obse rva t i on  
for tu i te  de la pr6sence sur des c h r o m a t o g r a m m e s  d 'ex-  
t ra i t s  d 'A .  versicolor Tir. d ' u n  spot  a y a n t  les caract~res de 
celui de la n idu lo tox ine  nous a incit6s 5. rechercher  si ce t te  
m y c o t o x i n e  6taft  synth6t is6e par  des Aspergi l l~s  n ' a p p a r -  
t e n a n t  pas  au groupe nidulans .  

Les souches utilis6es darts l ' exp6r imen ta t ion  on t  6t6 
isol6es dans  no t re  labora to i re  d '6chant i l lons  de c6r6ales 
ou d ' a l imen t s  compos6s dest in6s 5" l ' a l imen ta t ion  du 
b6tail  2. L ' a p p a r t e n a n c e  t a x o n o m i q u e  de chacune  d'el les 
a 6t6 ~tablie selon les crit~res proposes  par  RAPER et 
FENNELL 3. Les souches a p p a r t e n a n t  aux groupes A. 
glaucus, A .  candidus,  A .  clavatus, A .  nidulans,  A .  ochra- 
ceus, A .  f lavus-oryzae, A .  /umigatus ,  A .  restrictus, A .  
/ lavipes ont  6t6 cultiv6es sur milieu l iquide syn th6 t ique  de 
Czapek modifi6 selon BRIAN et al. 4 et  suppl6ment6  en 
asparagine  au t a u x  de 20/oo, celles du groupe A.  versicolor 
sur milieu de Czapek modifi6 selon BRIAN et al. * mais  con- 
t e n a n t  seu lement  5% 0 de glucose et  suppl6ment6  en une  
pep tone  bact6riologique (40/00). La p r6para t ion  des r6ci- 
p ien ts  c o n t e n a n t  les cul tures ainsi que la m6thode  d ' inocu-  
la t ion on t  6t6 p r6c6demmen t  d6cr i tesk  Les cul tures  on t  
6t6 incub6es 5" 30 ~ la dur6e de 1 ' incubat ion a vari6 de 
75" 10 jours  su ivan t  les souches. Les cul tures  on t  6t6 
soumises 5  ̀ une  ex t rac t ion  pa r  le chloroforme boui l lant ;  
l ' ex t r a i t  repr is  pa r  le m6thano l  a subi  une  pa r t i t i on  cont re  
l 'hexane,  puis  a 6t6 chromatographi6 ,  para l l~ lement  5" une  
solut ion de nidulotoxine,  sur couche mince  de silica-gel H 
Merck en 6ther  sulfurique.  Darts le cas off les ch romato -  
g rammes  d ' u n  ex t ra i t  de souche n ' a p p a r t e n a n t  pas  5" 
l 'esp~ce A.  n idu lans  pr6sen ta ien t  un spot  iden t ique  5" 
celui de la n idulotoxine ,  la subs tance  co r r e spondan t  5" ce 
spot  a 6t6 purifi6e pa r  ch romatograph ies  successives en 
6ther  et  ch loroforme-6ther  (6/4, v/v) et  cristallis6e 5  ̀pa r t i r  
de sa solut ion ac6tonique.  L ' iden t i t6  avec la n idu lo tox ine  
a 6t6 recherch6e par  l%tabl i ssement  du spect re  d ' abso rp -  
t ion  en I R  ( spec t rophotom6t re  B e c k m a n  I R  8 - 6chan- 
t i l lons inclus en KBr) .  

Cent  souches d 'Aspergi l lus  ont  6t6 6tudi6es. Les 9 
souches examin6es  a p p a r t e n a n t  5  ̀ l 'esp6ce A.  n idu lans  

W i n t  se sont  av6r6es produc t r ices  de n idulo toxine ;  en 
outre,  3 souches d 'A.  versicolor Tiraboshi  et  4 d 'A.  
Sydowi T h o m  et Church p rodu i sa ien t  un  m6tabol i te  
tox ique  pour  l ' e m b r y o n  de poule t  et  le caneton,  a y a n t  les 
caract6res ch roma tog raph iques  de la n idulotoxine ,  e t  d o n t  
le spectre  d ' ab so rp t i on  en I R  est  iden t ique  5" celui de ce t te  
mycotoxine .  

Des diff6rences appara i s sen t  en t re  ces 16 sonches q u a n t  
5" l ' in tensi t6  de la synth~se de la n idu lo tox ine  dans  des 

Tableau I. Production de nidulotoxine par diff~rentes espgees 
d'Aspergillus 

Groupe Esp~ce Nombre de souches 
Etudides Productrices 

de 
nidulotoxine 

A. glaucus A. repens de Bary 5 0 
A. tonophilus Ohtsuki 2 0 
A. ruber Thorn et Church 5 0 
A. chevalieri Thom et 8 0 
Church 
A. amstelodami Thorn et 3 0 
Church 

A. restrictus A. restrictus Smith 2 0 
A. ]umigatus A. ]umigatus Fresenius 7 0 

A. ]ischeri Wehmer 1 0 
A. ochraceus A. ochraceus Wilhelm 1 0 
A. candidus A. candidus Link 15 0 
A. Jlavus-oryzae A. ]lavus Link 29 0 

A. parasiticus Speare 2 0 
A. versicolor A. versicolor Tiraboshi 3 3 

A. Sydowi Thorn et Church 4 4 
A. nidulans A. nidulans Wint 10 10 
A. clavat~s A. clavatus Desmazi~res 2 0 
A. flavipes A. Jlavipes Thorn et Church 1 0 

1 p. LAFONT, J. LAFONT et C. FRAYSSINET, Experientia 26, 61 
(1970). 

2 Nous remereions Monsieur CL. MOREAU (Faeult6 des Sciences de 
Brest) de nous avoir fourni une des souches d'A. versicolor. 

3 K. B. RAPER et D. I. FENNELL, The Genus Aspergillus (Williams 
et Wilkins, Baltimore 1965). 

4 p . W .  BRIAN, A. W. ~)AWKINS, J. F. GROVE, H. G. HEMMING, D. 
LOWE et G. g. NORRIS, J. exp. Bot. 72, 1 7 (1961). 
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condi t ions  exp6r imenta les  d6finies. Les quant i t6s  de 
n idulo toxine  out  6t6 appr6ci6es, pour  l ' ensemble  des 
souches, pa r  compara i son  sur couche mince  de gel de 
silice des f luorescences dgvelopp6es par  des spots  de dilu- 
t ions successives de l '6chant i l lon et  des s t anda rds  pr6par6s 

Tableau II. Synth~se de nidulotoxine par des souches des groupes 
A. nidulans et A. versicolor 

Espgce D~signation Quantit6 de nidulotoxine 
de la souche (rag/1 de culture) 

Par eomparaison Par pes6e aprbs 
de fluorescences cristallisation 

A. nidulans 516 B 49 26,6 
110 C 35 
120 49 
114 C 23 
47 D 1,5 

537 B 15 
523 C 50 
502 J 32 
535 C 25 

A. versicolor A.VN1 36 19,1 
304 C 3 0,9 
305 A 28 17 

A. Sydowi 577 B 26 18,1 
325 34 20 
352 9 2,6 
366 22 8,9 

par t i r  de p rodu i t  cristallis6; ce t te  m6thode  para i t  com-  
por t e r  une marge  d ' impr6cis ion de l 'ordre  de =c 15%. 
Pour  cer ta ines  souches, des volumes  i m p o r t a n t s  de cul- 
ture  ont  6t6 utilis6s pour  purif ier  e t  cristall iser la nidulo- 
toxine  ; en raison de per tes  su rvenan t  aux diff6rents s tades  
de la p r@ara t ion ,  le poids  de cr i s taux est n e t t e m e n t  in- 
f6rienr aux valeurs  estim6es par  appr6cia t ion de l ' in tensi t6  
de la f luorescence sur c h r o m a t o g r a m m e s  de l ' ex t ra i t  brut .  
Dans  le Tableau II  sont  r appor%s  les r6sultats  fournis par  
les 2 m6thodes ;  ces r6sul tats  m o n t r e n t  que cer ta ines  
souches d 'A.  versicolor Tir. et  d'A.  Sydowi Thom et 
Church 61aborent des quan t i%s  i m p o r t a n t e s  de nidulo- 
toxine  5 6 

Summary.  Strains  of A.  versicolor Tiraboshi  and  A. 
Sydowi  Thorn and  Church produce  a toxic metabo l i t e  
spec t rographica l ly  ident ical  wi th  the  nidulotoxin.  

P. LAFONT et J. LAFONT 
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F-78 Le Vesinet (France), 5 ]anvier 1970. 

5 Ce travail a b~n6ficifi d'une aide financi~re de contrats de re- 
eherches de FAction Concert6e <~Aflatoxine,~. 

6 Nous exprimons nos remerciements ~ MICHEL GAILLARDIN pour 
son excellente assistance technique. 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

M e a s u r e m e n t  of P u m p i n g  Act iv i ty  in the Gastropod Crepidula fornicata 
In  con t ras t  to mos t  prosobranchs ,  the  l impe t  Crepidula 

[ornicata (L.) - a d a p t e d  to its a lmost  sessile way  of life - 
is a suspension feeder. A wate r  cu r ren t  is p roduced  by  the  
la teral  cilia on the  gill f i laments  which makes  gas exchange  
possible as well as f i l t ra t ion of suspended  par t ic les  
(detri tus,  p lankton ,  etc.). The mechan i sm of f i l t rat ion,  by  
means  of 2 endless, cont inuous ly  secreted mucus  fil ters of 
d i f ferent  s t ructure ,  has  a t t a ined  a high degree of perfec- 
t ion in th is  mollusc. The coarse man t l e  mucus  filter, 
spread at  the  en t rance  to the  man t l e  cavi ty ,  re ta ins  
main ly  large par t ic les  and  the  m u c h  f iner  b ranchia l  
mucus  filter, s i tua ted  benea th  the  gills, entangles  small  
par t ic les  f rom the  wa te r  inspired.  Al though  the  s t ruc tu re  
and func t ion  of the  feeding organs have  been thoroughly  
s tudied  in Crepidula/ornicata 1, no in fo rmat ion  has been  
ob ta ined  on the  ra tes  of wa te r  t r a n s p o r t  and  f i l t rat ion.  

Several  t echniques  of r a the r  d i f ferent  rel iabi l i ty  have  
been  employed  in cor responding  physiological  experi-  
m e n t s  conduc ted  wi th  various species of b ivalves  (cf. 
JORGENSEN ~, WINTERS). The de t e rmina t ion  of p u m p i n g  
ra te  (the m e a s u r e m e n t  of the  inha lan t  or exha lan t  wa te r  
flow) requires  a direct  me thod  : while the  de t e rmina t i on  of 
f i l t ra t ion ra te  (the m e a s u r e m e n t  of t he  decrease in concen- 
t r a t i on  of colloidal or pa r t i cu la te  mat te r )  is achieved in an 
indi rec t  way.  Advan tages  and  shor tcomings  of b o t h  
me thods  have  recen t ly  been  emphas ized  by  WINTER s , 
who expressed reservat ions  agains t  the  appl ica t ion  of t he  
di rect  m e t h o d  because it m a y  lead to  a s ignif icant  impair -  
m e n t  of t he  t e s t  animals.  

In  any  case, to measure  the  flow rates  of suspens ion  
feeders, some manipu la t ions  are necessary  for channel l ing 
the  inflowing or outf lowing wa te r  current .  This s t a t e m e n t  
also per ta ins  to the  principle used wi th  Crepidula /orni- 
cata. I t  is based on photo-e lec t r ic  m e a s u r e m e n t  of wa te r  
t r a n s p o r t  b y  means  of a f lowmeter  allowing cont inuous,  
long- te rm recordings.  Regis t ra t ions  made  over  several  
days,  however,  did no t  indica te  any  recognizable dis tur-  
bances  in the  individuals  t es ted ;  hence, th is  device was 
regarded  as being h ighly  sui table for expe r imen ta l  work  of 
th is  kind.  

The m e t h o d  employed  was designed by  REIN 4 for 
m e a s u r e m e n t  of the  veloci ty  of blood t r a n s p o r t  in blood 
vessels. A modif ied  technique  was developed by  KROGER ~ 
for inves t iga t ions  on p u m p i n g  in t ens i ty  of the  lugworm 
Arenicola marina in situ. This pr inciple  has  been adop ted  
for Crepidula /ornicata wi th  some minor  i m p r o v e m e n t s  
w i th  regard to recording. The f lowmeter  is cons t ruc ted  as 

1 B. WERNER, Helgolfinder wiss. Meeresunters. 4, 260 (1953). 
C. B. JOROENSEN, Biology oJ Suspension Feeding (Pergamon Press, 
Oxford 1966). 
J. E. WINTER, Mar. Biol. d, 87 (1969). 

4 H. REIN, in Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden (Ed. E. 
ABDERHALDEN; Urban und Schwarzenberg, Berlin 1935), vol. 8, 
p. 693. 

5 F. KROGER, Helgol~inder wiss. Meeresunters. 77, 70 (1964). 


