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RESUME
ST

L’¢étude d'Ascidiella aspersa Mill, et Phallusia mammillata Cuv., espéces
appartenant a deux familles voisines de la classe des Ascidiacés phlébo-
branches, révéle de trés nettes différences de constitution de leurs revéte-
ments tunicaux.

Trois catégories de substances ont été mises en évidence : des muco-
polysaccharides acides, des protéines et des polyosides neutres, par des
réactions histocliimiques combinées a des traitements chimiques. La loca-
lisation et les proportions de ces trois constituants différent d’une espéce
a lautre.

Cette étude nous amene a conclure que le revétement des Tuniciers
phlébobranches ne posséde pas 'uniformité de structure et de composition
que ’on admet généralement.

I. INTRODUCTION

Les Urochordés se distinguent des autres Chordés par divers
caractéres originaux. Ces animaux sont notamment protégés par
un revétement particulier, /a tunique, sorte de sac dans lequel
ils sont appendus (Tunicata, L amarck, 1816). Chez 1’adulte, la
tunique n’adhére a l’ectoderme qu’au niveau des deux siphons
et, chez certaines formes solitaires, au point d’¢mergence des
lacunes sanguines qui s’irradient dans sa substance, souvent
envahie par des cellules (d’origine hémocoelienne principalement).
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La tunique est plastique; elle a été qualifiée de mésenchyme
périphérique (Brien, 1937) et de conjonctif physiologique
(PErES, 1948).

La consistance de la tunique varie d’un ordre a l’autre, beau-
coup plus qu’il n’en ressort de la lecture des travaux sur la ques-
tion : elle est soit gélatineuse (Ascidies aplousobranch.es, cer-
taines Ascidies phlébobranches, Thaliacés), soit cartilagineuse (la
plupart des Ascidies phlébobranches), soit eoriacée (Ascidies
stolidobranch.es solitaires).

Il est classiquement admis depuis les recherches de SCHMIDT
(1845) que la tunique est constituée de cellulose (tunicine de
BERTHELOT, 1872); toutefois des observations plus récentes ont
montré qu’a coté de la fraction polyglucidique se trouve une
quantité non négligeable de produits azotés, parfois difficiles
a éliminer (*).

BrieN (1930) et surtout Peris (1948, a, b) se sont attachés
a définir la composition de la tunique et a préciser I’'intervention
des cellules hémocoeliennes dans 1’¢laboration et dans la régéné-
ration postopératoire chez diverses Ascidies (notamment Clave-
lina lepadiformis Mill, et Ciona intestinalis L.). Enpean (1955,
1961) s’est particulierement occupé des tuniques de Phallusia
mammillata Cuv. et de Pyura stolonifera Hell, au point de vue
histologique et histochimique. Gobpeaux (1964) a orienté ses
travaux vers la classe des Thaliacés et procédé a 1’¢tude histo-
chimique de lasis zonaria Pali. et de Pyrosoma atlanticum Les.
Dans diverses publications, BarriNGTON et ses collaborateurs
(1957, 1960, 1964, 1968) se sont intéressés a la composition
chimique de la tunique et de sa zone superficielle, la cuticule.
La présence de chitine n’a pu étre prouvée (BarriNGTON, 1960,
chez Ciona intestinalis et Halocynthia papillosa’, J euniaux, 1.963,
chez Ascidia mentula et Ciona intestinalis).

Sans doute en raison du fait que peu d’espéces ont été étudiées
de facon systématique, les informations sur la composition
chimique de la tunique restent imprécises. Si l’existence d’une
certaine quantité de polyosides neutres, la cellulose pour les uns,

(*) Pour la bibliographie concernant cette question, voir Godeaux,
1961.
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la tunicine pour les autres, parait hors de doute, l'intervention
d’autres substances, notamment mucopolysaccharides acides ou
protéines, ne peut étre exclue. De plus, les différences (évidentes
pour qui a quelque peu manipulé les Tuniciers) dans la consis-
tance des tunicpies pourraient s’interpréter par des variations
relatives des constituants, sinon par la nature de ces derniers.

Dans notre travail, nous avons repris 1’étude de deux espéces
d’Ascidies phlébobranches appartenant a des familles voisines :
Phallusia mammillata Cuv. et Ascidiella aspersa Miill., en com-
binant I’examen histologique et histochimique, avant et aprés
extraction des constituants, et 1’¢tude chimique des diverses
fractions extraites, de maniére a déterminer d’une part la qualité,
d’autre part la localisation de ces constituants. Une analyse de
ce genre n’avait pas encore été réalisée sur les Tuniciers, a notre
connaissance.

II. MATERIEL ET METHODES

Les deux espeéces ont été récoltées sur les cotes de France
Ascidiella aspersa Miill, a Wimereux et Phallusia mammillata
Cuv. en rade de Brest.

Par une incision ménagée dans la tunique de la base au
siphon cloacal, on dégage facilement le corps de 1’animal. Cette
opération est complétée par un nettoyage soigneux de la surface
extérieure du revétement afin d’éliminer les épibiontes et la vase
accumulée dans les replis de la tunique.

Les tuniques nettoj’ées sont alors fixées soit a 1’alcool a 70°,
en vue de leur étude chimique, soit au liquide de Bouin ou au
formol salé, en vue des études histologiques et histochimiques.
En outre, une partie du lot a été congelée aprés nettoyage et
conservée a — 30° C en récipient fermé.

Les inclusions ont été faites dans la paraffine avec déshydra-
tation par 1’alcool n-butylique.

Les coupes, réalisées au microtome de Young, sont d’épaisseur
variable soit que 1’on désire obtenir une intensité de coloration
suffisante (5 a 15 microns) lors des manipulations histochimiques,
soit que I’on cherche a localiser ou a décrire des structures par-
ticuliéres (5 @ 10 microns). Les colorations ont été réalisées sur
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des coupes des deux espéces dans les mémes conditions en pré-
sence d’un matériel témoin connu (par ex. des coupes transver-
sales de Lombric).

La mise en évidence des polysaccharides neutres, des muco-
polysaccharides acides, des protéines et des polyphénols a été
effectuée selon les techniques préconisées par Lison (1963). Le
tannage des protéines a été détecté par les réactions argentaffme
et chromaffine. Il s’est révélé intéressant d’utiliser les colorations
combinées selon viarci (Bleu alcian et P.A.S.) et RaverTo
(Bleu et Jaune alcian).

Sur du matériel séché a Pétuve a 105° C et n’ayant subi aucune
manipulation chimique, nous avons dosé l’azote total par la
méthode de Kierpaur. Bans une seconde série d’expériences,
les tuniques séchées et pesées ont été extraites soit par l’eau
distillée bouillante pendant 5 heures, soit par l’eau distillée
bouillante pendant 5 heures puis par la soude 0.5 N bouillante
pendant également 5 heures. Grace a ces traitements, plusieurs
fractions azotées ont été séparées. La présence éventuelle de
substances azotées, résistant a ces traitements successifs, a été
recherchée au niveau des résidus tunicaux.

I1I. RESULTATS

1. Morphologie des tuniques d'Ascidiella et Phallusia

Nous distinguons deux parties dans la tunique, la cuticule,
superficielle et proportionnellement mince, et la substance fonda-
mentale, profonde, trés épaisse.

A. La structure de la tunique d'Ascidiella aspersa (schéma I).

Chez un individu adulte, s’observe une zone trés colorable sur
le pourtour de la tunique : la cuticule. De faible épaisseur
(environ 3 microns) et de contour extrémement sinueux, elle
sépare la substance fondamentale du milieu ambiant. Son épais-
seur est assez constante (fig. 1et 2). Au microscope électronique,
la cuticule se présente comme la condensation en surface de
trainées fibrillaires repérables dans la substance fondamentale.
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La zone sous-jacente (zone A), épaisse de 15 a 20 microns,
tranche sur le reste de la substance fondamentale par ses affinités
moindres pour les réactifs de mise en évidence des polyosides
neutres. C’est dans cette région que le microscope électronique
révele une concentration de fibres. A ce niveau, presque toujours
accolé a la cuticule, se localise un type particulier de cellules :
les cellules a granule, d’aspect similaire aux cellules a granule
réfringent de la zone sous-cuticulaire de Ciona intestinalis L.
(BARRINGTON, 1957, BarriNgTON et Barron, 1960) (:). Elles
sont tres abondantes dans la région sous-cuticulaire (comme chez
Ciona intestinalis) pour devenir extrémement rares dans la zone
profonde (zone B) de la substance fondamentale. Le granule
arrondi est intravacuolaire et occupe presque tout le volume de
la cellule (15 microns). Fait intéressant, la tunique d’un individu
jeune ne nous a pas montré ce type de cellule alors que les autres
structures sont déja présentes.
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Fig. 1. — Ascidiella aspersa.
La réaction argentaffine est positive au niveau de la cuticule et surtout
des granules sous-jacents.
Cut. : cuticule, Gr. : granule intravacuolaire, Gr': enveloppe vidée
de son granule, Cel. : cellules tunicales, Sf. : substance fondamentale
(coupe de 10 microns d’épaisseur).

(*) Ces cellules n’existent pas chez Phallusia mammillata.
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La substance fondamentale profonde (zone B) épaisse de 2700
microns, ne se colore pas de fagon uniforme; elle montre des
trainées «fibrillaires » plus ou moins nettes. En outre, la colora-
bilité s’affaiblit en profondeur, ce qui répond probablement a
une plus grande imbibition de la matiére. La détermination du
poids sec révéle d’ailleurs que la tunique fraiche d'dscidiella
aspersa renferme 95 °0 d’eau. Le microscope électronique con-
firme la présence d’un réseau de fibres constituant localement
des faisceaux denses et serrés, séparés par de la substance inter-
stitielle se présentant comme un précipité floconneux peu con-
trasté. La zone B contient un grand nombre de cellules multi-
vacuolaires, de dimensions généralement plus petites que les
cellules a granule et de forme trés variable, dont les différents
aspects peuvent s’interpréter comme les stades intermédiaires
de la dégénérescence de cellules mésenchymateuscs immigrées
dans la tunique au travers de l’ectoderme (Pérés).
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Fig. 2. — Ascidiella aspersa.

Par la réaction de Vialli, les granules sont colorés en rouge vif et la
substance fondamentale en bleu. On observe des trainées fibrillaires et
de nombreuses cellules vacuolaires peu colorées.

Cut. : cuticule, Gr. : granule, Cel. : cellules tunicales, Sf. : substance
fondamentale, f. : trainées fibrillaires, A : zone A, B : zone B (coupe
de 10 microns d’épaisseur).
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La couche inférieure de la tunique (zone C), de 600 microns
d’épaisseur, se caractérise par ses abondantes vacuoles a contours
trés nets. La nature réelle de ces vésicules reste inconnue : elles
n’ont pas de paroi propre et se présentent comme des espaces
vides au sein de la substance fondamentale qui est épaissie sur
le pourtour des vésicules comme si elle s’était tassée lors de leur
expansion. Ces lacunes contiennent de 1’acide sulfurique (W eBB).
ST. HiLaIRE (1931) leur attribue une origine cellulaire (« Blasen-
Zellen ») et Enpean les fait dériver des vanadocytes.

Sur des coupes d’individus jeunes, les vacuoles sont disposées
en chapelets paralleles a 1’ectoderme, s’¢grénant a la base de la
tunique qui parait étre la zone de formation. A ce stade, la
substance fondamentale est pauvre en cellules et nous n’avons
pu observer d’images de dégénérescence cellulaire pouvant s’in-
terpréter comme des stades intermédiaires de formation de ces
«Blasenzellen » Par contre, certaines coupes montrent nettement
des vacuoles issues par étranglement de vacuoles de plus grand
diameétre. Ces vésicules jouent peut-étre le role de squelette
autour duquel la substance fondamentale se déposerait par stra-
tes. La croissance les refoulerait ensuite vers la zone super-
ficielle.

L’eotoderme, trés plat et unistratifié, n’adhére a la tunique
qu’au niveau des siphons chez les individus agés. Ses relations
avec la substance fondamentale sont, pour cette raison, difficiles
a saisir.

B. Structure de la tunique de Phallusia mammillata (schéma II).

Chez Phallusia mammillata, la tunique, outre la cuticule, com-
prend aussi trois régions distinctes.

La cuticule, beaucoup plus épaisse (15 microns) que celle
d Ascidiella présente des stratifications denses (fig. 3).

Sous la cuticule, la zone A correspond a une couche de sub-
stance moins colorée que le reste de la tunique et est soulignée
par une bande de coloration plus intense marquant le début de
la zone B. Les cellules a granule, si évidentes chez Ascidiella,
ne s’observent jamais.

La zone B est étroits car, chez cette espéce, la zone C occupe
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presque toute la hauteur de la tunique. Des trainées «fibrillaires »
s’observent également dans la substance fondamentale mais elles
sont moins nettes que chez Ascidiella. Peu de cellules sont
visibles au sein de la tunique.

eut v

sf

Fig. 3. — Pholluna mammillata.

La cuticule est nettement colorée par le Bleu alcian dans la réaction
de Vialli. On observe la stratification avec, a droite, une délamination de
la couche cuticulaire. La zone B est étroite; immédiatement en-dessous,
on apercoit les vacuoles de la zone C.

Cut. : cuticule, V : vacuole, Cel. : cellules tunicales, Sf. : substance
fondamentale, A : zone A, B :zone B, C : zone C (coupe de 10 microns
d’épaisseur).

Les grandes vacuoles de la région C, trés abondantes et serrées
au centre de la substance fondamentale profonde, se dispersent
jusque dans la zone B. Elles ne différent pas de celles trouvées
chez 1'autre espéce. Leur taille varie de 60 a 120 microns. A coté
des grandes vésicules, proches de B, s’apercoivent des cellules
de petite taille (2 @ 3 microns), colorées en rouge par la méthode
de viavrcrr

La substance fondamentale est sillonnée par de nombreuses
lacunes sanguines limitées par un épithélium de grosses cellules
cubiques (ectoderme). Ces lacunes sont bourrées d’amas compacts
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d’¢léments de petite taille que eolore vivement le réactif de Schiff
apres oxydation périodique.

2. Histochimie comparée

(Tableau 1)

A. Chez Ascidiella, aspersa, la cuticule et les granules de la
zone sous-cuticulaire renferment des polysaccharides neutres dé-
celés par la réaction du P.A.S. Les granules sont rouge-cerise. La
région cutieulaire est une zone particulierement riche en divers
matériaux : a coté des polysaccharides P.A.S. positifs, elle con-
tient une quantité importante de mucopolysaccharides acides et
de protéines a fonctions S-S et -SH. Les réactions argentaffine et
chromaffine positives indiquent de plus que ces protéines seraient
liées par des ponts quinoniques et correspondraient aux scléro-
protéines signalées par B arrinGTON (1960) chez Ciona intestina-
lis. Les granules sous-cuticulaires sont vraisemblablement consti-
tués par un complexe de polyosides neutres et de protéines
(fonctions -SH) non tannées comme 1’indique une réaction chrom-
affinc faible. Cependant, la réaction argentaffine positive y révéle
la présence de polyphénols ou d’aminophénols en position ortho
ou para. Sur les cellules a granule réfringent de Ciona intestinalis,
les tests au Bleu alcian sont négatifs (BarringTON). La détec-
tion des mucopolysaccharides acides dans les granules d.:Asci-
diella échoue également. Le role des granules est obscur : ils
pourraient représenter des concentrations de déchets du méta-
bolisme de 1’animal. Toutefois, sur des coupes de tunique de
spécimen adulte, on peut observer que 1’em eloppe entourant les
granules s’¢tire vers la cuticule et que ceux-ci montrent des
signes de modification de leur structure comme le fractionnement
du contenu ou l’affaiblissement, voire la disparition, de la colora-
bilité (fig. 1). Les altérations de coloration de certains d’entre
eux indiquent que leurs constituants interviendraient dans 1’¢la-
boration de la cuticule et expliquent leur présence dans son
voisinage. L’origine de ces granules reste énigmatique : ils
manquent totalement dans la substance fondamentale profonde
et aucun stade intermédiaire n’a été observé. On pourrait con-
cevoir qu’ils sont élaborés sur place par les cellules puisant les
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matériaux dans le milieu que constitue la substance fondamen-
tale. Ces matériaux seraient concentrés, voire modifiés, dans ces
cellules.

La zone A est relativement riche en protéines (Bleu alcian
aprés oxydation, aldéhyde fuchsine avec oxydation, D.D.D.) et
en mucopolysaccharides sulfatés décelés par la métachromasie
et le Bleu alcian (coloration selon RAYETTO). Ces colorations dis-
paraissent irréversiblement aprés méthylation et essais de saponi-
fication. Ce qui confirme la présence de groupes sulfatés. Le test
au P.A.S. n’est pas trés marqué. Les polyphénols sont totale-
ment absents, comme dans toute la substance fondamentale.

La zone B renferme une quantité importante de polyosides
neutres tandis que les mucopolysaccharides (Bleu alcian acétifié
sans oxydation et métachromasie par le Bleu de toluidine a pH 4)
y sont médiocrement représentés. Les réactions de détection des
protéines sont faiblement positives (mise en évidence des pro-
téines a fonction -SH).

Dans la zone C, nous retrouvons en moins nets les résultats
obtenus sur les matériaux de la zone B.

B.  Chez Phallusia, la cuticule est constituée de mucopoly-
saccharides acides (en forte concentration) et de protéines a
fonctions S-S, mais les réactions argentaffine et chromaffine y
sont négatives (absence de protéines tannées). La cuticule de
Phallusia semble avoir une origine différente de celle d Ascidiella ;
en effet, elle est beaucoup plus épaisse, présente des strates inten-
sément colorées et pourrait résulter d’une condensation super-
ficielle de la substance fondamentale qui subirait de continuels
remaniements en profondeur avec ¢élimination des couches les
plus externes (des délaminations de la cuticule ont été fréquem-
ment observées sur les coupes).

La coloration au Bleu alcian et la métachromasie sont trés
nettes au niveau de la zone A. Les réactions des protéines sont
positives mais la recherche de I’argentaffinité et la chromaffinité
ne donne aucun résultat. Les zones A et B + C ont cependant
des compositions différentes : en effet, la zone A, faiblement
réactionnelle au P.A.S., est soulignée par une bande de substance
fondamentale (début de B) fortement colorée en rouge. La colo-
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ration décroit progressivement de la couche superficielle de B
jusqu’au bord interne de la tunique, en raison sans doute de la
dilution croissante des matériaux. La tunique renferme également
95 °'0 d’eau d’imbibition.

La substance tunicale (B -f= C) de Phallusia est moins colorée
par la réaction au P.A.S. que celle d Ascidiella. Par contre, les
mucopolysaccharides acides y sont particuliérement abondants.
Les protéines sont présentes en assez faible quantité.

3. Analyse des tuniques d Ascidiella et de Phallusia
apres extraction par Veau et par la soude bouillantes

Les résultats de I’analyse histochimique peuvent étre controlés
par I’étude des modifications qu’apportent différents traitements
aux réactions de mise en évidence des polyosides neutres, muco-
polysaccharides, protéines et polyphénols (Tableau II).

Sur les fragments de tuniques, traités par 1’eau bouillante, les
mucopolysaccharides acides ne sont plus décelables, alors que les
réactions de détection des protéines et des polyosides neutres
sont inchangées, tant au niveau de la substance fondamentale
des deux espéces que de la cuticule et des granules sous-cuticu-
laires chez Ascidiella.

Les fragments de tuniques des deux espéces, débarrassés des
mucopolysaccharides acides par le traitement préalable par 1’eau
bouillante sont soumis a l’action de la soude 0,5N pendant
5 heures a 100° C. Toutes les réactions histochimiques sont
devenues négatives sauf celle caractéristique des polysaccharides
neutres. Les granules sous-cuticulaires d Ascidiella ont disparu
complétement, ce qui confirme le caractére mixte de leur com-
position : protéines et polysaccharides.

Les dosages d’azote total réalisés sur des morceaux non traités
de tunique indiquent (Tableau III) une richesse plus grande de la
tunique d Ascidiella aspersa en substance azotée; soit 5,5 mg.
d’azote pour 100 mg. de poids sec contre 3 mg. chez Phallusia
mammillata.

Les dosages de ’azote extrait par le traitement a 1’eau bouil-
lante révélent que cette fraction azotée est proportionnellement
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téines y sont peu abondantes et on ne retrouve pas trace de
tannage dans la zone cuticulaire.

La propriété d’¢laborer la cellulose caractérise les deux
especes étudiées dans ce travail. Cependant, cette substance (plus
exactement les corps ternaires qui résistent a 1’extraction) repré-
sente une fraction relativement modeste (40 % au maximum) du
poids sec de la tunique. Dans quelle mesure cette substance
intervient-elle dans la composition d’une tunique gélatineuse
d’Aplousobranche ou dans celle d'une tunique fibreuse de Stolido-
branche ?

A titre comparatif, nous avons déterminé la teneur en eau et
en azote de la tunique de deux Ascidies stolidobranches : Den-
drodoa grossularia et Halocynthia papillosa. 11 ressort de 1’analyse
que si les teneurs en cau s’avérent beaucoup plus faibles, les
substances azotées sont en concentration double de celles
extraites chez les deux Phlébobranches.

Ce travail préliminaire indique que la tunique des Urochordés
ne posséde pas 1’homogénéité de composition et de structure
qu’on lui préte volontiers.

La poursuite de 1’étude comparée du revétement chez les repré-
sentants des diverses classes des Tuniciers nous parait susceptible
d’apporter des informations intéressantes sur les tendances évolu-
tives décelées au sein de I’lEmbranchement.

ENGLISH SUMMARY

By combining histochemical methods and progressively extracting
technics, the structure and composition ofthe tunics oftwo phlebobranch
Ascidians, Ascidiella aspersa and Phallusia mammillata, have been
investigated. Beside of a very high water percentage, three kinds of
materials, namely acidic polysaecharids, neutral polysaccharids and pro-
teins, have been detected, but in different proportions, and their distri-
bution examined throughout both tunics. No chitin was detectable. The
neutral polysaccharids representing the so-called tunicin, are at most
amounting to 40 % of the crude dry weight.

Qu'il me soit permis d exprimer totete ma gratitude a Monsieur
le Professeur Ch. Jeuniaux qui, en m accueillant dans son Labora-
toire et en me prodiguant ses précieux comseils, m a permis de
mener a bien cette étude.
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C'est avec beaucoup de reconnaissance que j'adresse a Monsieur
le Professeur J. Godeaux, mes plus vifs remerciements pour | aide
et les encouragements bienveillants qu il m a apportés au cours de ce
travail.
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