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Observations

La liste qui précéde exclut un certain nombre d’espéces dont la
présence en France est probable mais n’a pu étre établie, soit par
malchance, soit du fait d’une réelle rareté - un mot auquel on est
tenté de substituer celui de raréfaction, conséquence de la destruction
accelérée des biotopes et des pollutions de toutes sortes. Hormis ceci,
nous émettrons seulement deux remarques.

a) Laboulbenia luxurians Peyritsch, 1873.

Signalée sur divers Bembidiini d’Europe et méme de toute la région
holarctique, mais affectée de nombreuses synonymies, ne figure pas
dans notre matériel, pourtant riche en espéces-hotes présumeées.

b) Laboulbenia subterranea Thaxter, 1893.

Signalée sur des Trechini cavernicoles nord-américains, mais aussi
européens, continue d’étre sujette a discussion, en raison de son
affinité a L. vulgaris. Aucune forme observée dans notre matériel
recueilli sur les Trechini cavernicoles de France ne peut lui étre
valablement rattachée (nous en avons isolé spécifiquement L. lecoa-
rerii : cf. plus haut). La question demeurera en suspens, tant qu’on ne
disposera pas d’un matériel nord-américain suffisant.
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NOTE TECHNIQUE

Le DMHF : un excellent milieu de montage
en entomologie

par Franck BAMEUL

45, rue Eugéne Olibet, F 33400 Talence

Résumé : Le Diméthyl hydantoine formaldéhyde (DMHF) est préconisé comme milieu de
montage de piéces microscopiques d’insectes, aussi bien pour des préparations microscopiques
que pour le montage des édéages sur carte bristol ou en plastique transparent. Les
caractéristiques du DMHF sont détaillées.

Abstract : Dimethyl hydantoin formaldehyde (DMHF), a water-soluble synthetic resin is
proposed as a mounting medium for microscopical preparations as well as for the mounting of
aedeagus on bristol or plastic cards. The characteristics of DMHF are detailed.

On a souvent besoin en entomologie d’examiner des piéces anato-
miques d’insectes, en particulier les édéages. Ces pi€ces sont ensuite
placées dans un milieu' de montage, soit en préparation microscopi-
que traditionnelle, soit collées sur une paillette de bristol ou de
matiére plastique transparente jointe en collection a ’exemplaire
disséqué. Le milieu de montage le plus souvent utilisé est le baume du
Canada, une résine extraite du méléze, soluble dans les hydrocarbu-
res benzéniques. Ce milieu de montage traditionnel a de grandes
qualités, si on excepte qu’il jaunit un peu en vieillissant ; néanmoins
le montage de piéces dans le baume du Canada nécessite un
protocole opératoire fastidieux comprenant un éclaircissement par
une solution d’hydroxyde de potassium a chaud ou a froid ou par
tout autre éclaircissant, une déshydratation par des alcools de degrés
croissants et un passage dans un hydrocarbure aromatique (xyléne,
toluéne ou benzeéne). Ce protocole est directement inspiré des
méthodes employées en histologie (LANGERON, 1925 ; LOCQUIN et
LANGERON, 1978 ; NEZELOF et coll., 1972) et a été largement
préconisé en entomologie, aprés quelques adaptations, en particulier
récemment par LHONORE (1976). Mais cette technique est trop
longue et nécessite des produits qui sont souvent malodorants,
inflammables (alcool, xyléne...), ou corrosif (hydroxyde de potas-
sium). Le xyléne, le toluéne et le benzéne sont également toxiques par
inhalation : ils provoquent des céphalées désagréables et leur inha-
lation prolongée peut entrainer des hémolyses. On conseille de les
employer sous hotte, mais les entomologistes amateurs ne possédent
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pas ce genre d’équipement, ce qui conduit a la stagnation des vapeurs
de ces hydrocarbures dans I’atmosphére de leur logement. CLAS-
TRIER (1984) a proposé judicieusement de remplacer le xyléne par la
créosote de hétre ou une solution saturée de phénol dans 1’alcool
absolu. Mais ces produits sont également malodorants, ou toxiques
pour le dernier.

Pour ces raisons, le montage de pieéces anatomiques d’insectes
rebutte beaucoup d’entomologistes amateurs, surtout les débutants,
qui préferent alors se consacrer a I’étude de groupes « classiques »,
aux especes aisément identifiables, ne nécessitant pas I’examen des
génitalia ou de tout autre piéce anatomique interne. On peut
reprocher également au baume du Canada de ne pas permettre un
démontage suffisamment rapide des pi€ces anatomiques pour leur
examen sous un certain angle, comme c’est souvent le cas pour les
édéages. Il faut alors dissoudre la goutte de baume avec du xyléne.
Cette résine naturelle est également longue a polymériser. Il fallait
donc trouver un milieu de montage présentant les qualités du baume
du Canada sans avoir ses inconvénients. Il devra donc sécher
rapidement en gardant une dureté vitreuse, étre stable et parfaite-
ment transparent, dépourvu de toxicit¢ et bon marché. Il faut
également que le protocole de montage soit le plus court possible, ne
nécessite ni alcool, ni hydrocarbures et qu’il soit possible de monter
un édéage sortant de I’eau, de I’alcool ou du glycérol. Un tel milieu
de montage doit donc étre hydrosoluble.

Un milieu de montage idéal en entomologie est le Diméthyl
Hydantoine Formaldéhyde (DMHF), préconis¢ par STEEDMAN
(1958) pour le montage en préparations microscopiques de petits
crustaceés et insectes. Il a €té employé pour le montage des édéages de
Coléoptéres Hydrophilidae par ANGUS (1969, 1970) et il est trés
utilisé en Grande-Bretagne, en particulier par les entomologistes du
Balfour-Browne Club (SINCLAIR, 1978 ; HUNBREGTS, 1988). En
revanche, le DMHF n’est pas du tout employé en France. Beaucoup
de micrographes et d’entomologistes sont hostiles a ’emploi de
milieux synthétiques, sous prétexte que I’on n’en connaitrait pas en
détails la composition et les propriétés. Pour éviter ce reproche, les
caractéristiques du DMHF seront détaillées ci-apres.

Caractéristiques et propriétés du DMHF.

Le diméthyl hydantoine formaldéhyde est une résine synthétique
hydrosoluble, dérivée du diméthyl-5,5 hydantoine. Il est obtenu par
chauffage du 1-(Hydroxyméthyl)-5,5 diméthylhydantoine (MDMH)
(WINDHOLZ, 1983). Le DMHF a été employé pour la formulation de
laques pour cheveux en aérosols (COHEN, 1957).
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e Formule brute : (CsHgN,O,, CH,0),
e Formule développée :

0 H----..0

N
e ) e
|

H3C

H

e Poids moléculaire : 240 a 300.
e Point de liquéfaction : entre 59° et 80 °C.

e Soluble dans les solvants polaires: eau, éthanol, méthanol,
acétate d’éthyle, acétone, butanone-2, dichlorométhane. Compatible
aussi avec: glycérol, propanediol-1,2 (propyléneglycol), phénol,
gélatine, acétate de polyvinyl, éthyl cellulose.

e Insoluble dans les solvants apolaires : benzéne, toluéne, xyléne,
diéthyle oxyde (« éther »), tétrachlorure de carbone, trichloréthyléne,
etc.

e Solubilité¢ dans I’eau : plus de 80 %.
e pH des solutions : 6,5 a 7,5.

e Indice de réfraction (IR) : 1,54 (résine pure), + 1,457 (solution
aqueuse), + 1,466 (solution alcoolique). L’IR du DMHF en solution
est proche de celui du verre de faible indice, du quartz et du glycérol,
il est inférieur a celui du baume du Canada (1,526 a 1,535). Pur, son
IR est proche de celui du baume.

e Toxicité : Etudiée par DRAIZE et coll. (1959) chez le lapin et chez
I’homme sous forme d’inhalation d’aérosol, elle n’a pas montré de
toxicité particuliére. Cependant, il faut noter que I’effet du DMHF
par voie orale n’est pas connu, et que d’autres dérivés du diméthyl-
5,5 hydantoine ont des propriétés pharmacologiques, notamment
hypnotiques et anticonvulsivantes.
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Préparation du DMHF pour usage entomologique

Le DMHF pur a I’état de résine se présente sous forme solide :
poudre ou granulés translucides de tailles trés variables. Il faut
préparer une solution aqueuse avant usage. Utiliser un flacon en
verre a col large, un pilulier par exemple, et placer a I'intérieur une
petite quantité (5 & 10 ml) d’eau déminéralisée, ou mieux d’eau
désionisée par résines échangeuses d’ions si on peut s’en procurer.
Remplir I’eau entierement de DMHF et attendre sa dissolution
compléte au bout de quelques heures en agitant de temps en temps
avec une baguette en verre. Rajouter du DMHF jusqu’a obtenir une
solution sirupeuse, épaisse et ductile. Laisser reposer. Filtrer si
nécessaire. Rajouter de I’eau lorsque le DMHF a tendance a
s’épaissir. STEEDMAN (1958) conseille de préparer une solution pour
usage micrographique en dissolvant 70 g de DMHF dans 30 ml d’eau
distillée, contenant éventuellement 5 % de phénol.

Usage du DMHF en routine pour le montage d’édéages de micro-
coléoptéres

La méthode décrite ici est celle employée par ’auteur en routine
pour lidentification des Coléoptéres aquatiques de la famille des
Hydraenidae. Les Hydraenidae sont trés difficiles a identifier sans le
recours a I’examen de leur édéage. Pour examiner des détails de la
structure de leurs édéages, il est préférable de faire un examen au
microscope a lumiere transmise. Il faut donc réaliser une préparation
microscopique, mais il est préférable de ne jamais séparer un
spécimen de son édéage. On doit donc réaliser une préparation
temporaire et remonter ’édéage aux cotés de 'insecte.

L’Hydraenidae est disséqué sous un stéréomicroscope dans une
goutte d’eau, a 'aide d’une pince de type Dumont n° 5 et d’une
aiguille emmanchée « minutie » de Lépidoptériste. Son édéage est
extrait par les tergites aprés avoir 6té ’abdomen. L’édéage est placé
sur une lame porte-objet et recouvert d’une lamelle couvre-objet de
16 x 16 mm portant une goutte de glycérol sur sa face inférieure. On
examine ainsi I’édéage dans le glycérol. Aprés examen au microsco-
pe, la préparation est démontée en la recouvrant d’eau distillée a
I’aide d’une pissette, pour dissoudre le glycérol. Une goutte de
DMHF est déposée sur un morceau de Rhodoid” transparent
découpé a la taille d’une paillette entomologique en bristol (on peut
se procurer des feuilles de Rhodoid” chez les papetiers). A I’aide de
la « minutie », I’édéage est placé dans la goutte de DMHF et orienté
dans une position convenable. Le milieu séche en 2 a 3 mn, en
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fonction de la température ambiante et garde sa forme de goutte
posée sur une surface. En 15 mn environ, la résine est complétement
polymérisée, et elle reste parfaitement transparente, réalisant une
sorte d’inclusion de I’édéage qui peut parfaitement étre examiné dans
sa goutte de DMHF. Il ne se forme pas de bulles. Des rides peuvent
apparaitre en surface et on les supprime facilement en redissolvant la
surface de la résine avec une goutte d’eau. On pique ensuite la
paillette en Rhodoid” sous la paillette de bristol de I’insecte. Il est aisé
de démonter une telle préparation de I’édéage : il suffit de dépose une
goutte d’eau sur la goutte de résine pour la dépolymeériser, ce qui ne
prend que 2 a 3 mn, surtout si ’eau est tiede. Cette technique de
routine ne nécessite aucun solvant toxique. On peut acheter du
glycérol dans n’importe quelle pharmacie.

Si I’objet a monter se trouvait au préalable conservé dans I’alcool,
on peut le monter directement dans le DMHF. Le montage peut bien
entendu se faire directement sur la paillette en bristol, a coté de
I'insecte, si on préfére. Il est facile de s’inspirer de cette technique
simple pour préparer d’autres parties d’insectes.

Montage en préparations microscopiques définitives au DMHF

On procede simplement comme plus haut, mais en remplagant la
goutte de glycérol par une goutte d¢e DMHF. On appuie doucement
sur la lamelle. La solution employée doit étre un peu plus fluide que
celle utilisée pour le montage d’édéages, soit a peu pres la consistance
du baume du Canada pur. La polymérisation compléte est obtenue
en laissant les lames a plat pendant 3 a 4 jours.

Si dans ce cas une déshydratation a I’alcool et au xyléne est inutile,
il peut étre nécessaire d’éclaircir ’objet a monter. BAYLAC (1986) a
proposé d’éclaircir dans le benzoate de méthyle. Cependant, ce
produit est classé « nocif » et surtout, il est volatil et répand dans la
piece une forte odeur aromatique peu agréable dés ouverture du
flacon ! De plus il n’est pas miscible a I’eau et il faut passer ’objet a
éclaircir dans I’alcool avant de I'immerger dans le benzoate de
méthyle. Nous préférons éclaircir les piéces au lactophénol d’Amann
(AMANN, 1896 ; LANGERON, 1926), a conserver en flacon brun :

Phénol .....ccccevveeeeeiiieeeeeeeeee. 20g
Acide lactique .......cccceeeeeeennnenn. 20g
(€177¢53 Vo) IS 40¢g
Eau distillée ......ccccceveeeeeinnreeennn. 20 ml

Ce produit garde les piéces souples et les éclaircit un peu plus
rapidement que le benzoate de méthyle. Il est disponible aussi tout
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préparé dans le commerce (gamme des réactifs RAL de la Société
chimique Pointet-Girard, 35, avenue Jean-Jaurés, 92390 Villeneuve-
la-Garenne). A défaut, BERTHELEMY (1979) recommande 1’emploi
de I’acide lactique pur pour éclaircir des piéces (on peut s’en procurer
en pharmacie, de chez Gifrer & Barbezat, en flacon de 250 ml). En
revanche, I’hydroxyde de potassium en solution aqueuse a 10 %
(potasse), toujours trés employé, est un produit tres corrosif, et il a le
defaut de faire disparaitre les structures fragiles, telles que les soies et
on ne peut en recommander 1’'usage en routine.

Enfin, on peut souhaiter colorer les piéces & monter. Les colorants
usuels sont solubles dans I’eau ou dans I’alcool et on peut craindre
que le DMHF ne dissolve ou ne ternisse la coloration. En fait, nous
avons monté dans le DMHF des Laboulbéniales colorées a la
fuchsine de Ziehl et des Cladocéres colorés a 1’éosine aqueuse a 1 %
sans le moindre probléme. Il faut dissoudre au préalable I’excés de
colorant en immergeant la piéce dans 2 ou 3 bains d’alcool a 90° ou
95 °GL, suivis d’un lavage a I’eau.

Le DMHEF est un produit d’usage trés commode qui convient bien
pour le montage de petites pieces anatomiques d’insectes, en parti-
culier d’¢édéages. Contrairement a ce qu’écrivent COOTER et CRIBB
(1985), il est parfaitement utilisable en routine, le protocole de
préparation décrit ici prenant moins de 1 mn, avec de ’habitude.
Cette résine synthétique est utilisée depuis plus de 20 ans par notre
collégue Robert ANGUS (communication personnelle), sans le moin-
dre probléme et sans altération des édéages montés dans ce milieu.
Nous souhaitons qu’il puisse rendre service a nos collegues qui
souhaitent utiliser une technique simple, rapide, anodine, avec un
milieu de montage de bonne qualité.

Le DMHF, fabriqué aux Etats-Unis, n’est pas commercialisé en
France pour le moment, mais on peut s’en procurer facilement
auprés de son importateur en Europe: Chemical Intermediates
Company Ltd., Barnfields Industrial Estate, Leek, Staffordshire
ST13 5QG, Angleterre. Cette société britannique vend le DMHF
sous forme de morceaux de résine en sachet plastique de 250 g, qu’il
faut dissoudre soi-méme. 250 g de DMHF cotte 7,50 £, port compris
(prix de 1989), ce qui est meilleur marché que le baume du Canada.
I1 est possible de régler I’achat en Francs.
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