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résumé

L’endostyle des Doliolidés se compose de cing bandes paralléles de cellules fla-
gellées et glandulaires séparées par une zone médiane étroite de cellules portant de trés
longs flagelles. L’organe est plus simple que celui des autres Tuniciers.

Investigations on the endostyle of the Doliolida
(Tunicata cyclomyaria) by means of the electron microscope

SUMMARY

Tho endostyle of the Doliolida consists of five parallel bands of flagellated and
glandular colls, separated by a narrow median band of cells bearing very long flagella.
This type of endostyle is simpler than the corresponding organ of the other Tunicates.

INTRODUCTION

L’endostyle est une gouttiere ciliée et glandulaire caractéristique des Chordés
inférieurs microphages, Tuniciers et Céphalochordés. Il occupe le plancher de la
cavité pharyngienne chez ces animaux. Chez I'ammocoete, larve microphage de la
lamproie, se trouve un organe homologue, secondairement clos et qui déverse sa
sécrétion dans le pharynx par un canal.

Le plan de structure, méme chez les Tuniciers, présente une grande variabilité
dans le nombre des bandes ciliées ou glandulaires et leur importance relative (mar-
quée par exemple par le nombre de cellules constitutives des bandes).

L ultrastructure de I'endostyle a été décrite chez diverses espéeces d’Ascidiacés
(Olsson, 1962; Lévy et Porte, 1964; Ghiani et Orsi, 1966; Godeaux et Firket,
1966, 1968; Milanesi, 1971), les Appendiculaires (Olsson, 1965; Bogoraze et
Tuzet, 1974) et les Thaliacés (Godeaux, 1971a, b; Bogoraze, Tuzet et De Billy,
1979).



Plusieurs bandes ont un reticulum granulaire trés développé et élaborent tres
probablement des protéines (Olsson, 1963; Godeaux et Firket, 1968) et sans
doute des enzymes (Fiala-Medioni et Pequignat, 1975).

A la métamorphose, I'endostyle de I'ammocoete devient la glande thyroide. Par
I’emploi de 1311, il a été prouvé que I'’endostyle de divers Tuniciers (et de I'amphioxus)
synthétise la triiodothyronine et la thyroxine (Barrington, 1957; Roche, Salva-
tore, Rametta et Varrone, 1959; Salvatore, Vecchio et Macchia, 1960; Roche,
Rametta €t Varrone, 1962; Thorpe et Barrington, 1965, Thiebold, 1972;
Thorndyke, 1978). Chez Giona intestinalis, la fixation de I'l parait s’opérer dans
une partie de I'organe ou 1'ultrastructure est simple (inédit).

L’endostyle intervient également dans la multiplication asexuée des Pyrosomes
et des Salpes (Thaliacés) dont les individus bourgeonnants conservent un cul-de-sac
postérieur méristématique a caractére embryonnaire permanent d’ou dérive tout
ou partie du systeme digestif de I'adulte (Brien, 1928; Godeaux, 1957).

matériel et méthodes

Le matériel étudié a été récolté a Villefranche-sur-Mer a différentes époques et
comprend des larves et des oozoides de Doliolina mulleri, des larves et des gonozoides
de Dolioletta gegenbauri, des phorozoides de Doliolum nationalis et des trophozoides
non déterminés. La fixation a été réalisée soit au formol ou au Bouin, soit a la glu-

taraldéhyde 6 % avec post-fixation par I'acide osmique. Montage dans I'épon pour
I’'observation en microscopie électronique a transmission, coloration a lI'uranium et
au plomb selon Karnowsky, examen aux Elmiskop | et 101 de Siemens.

Les études en lumiére photonique ont été réalisées aprés coloration par I'héma-
toxyline ferrique-éosine, le PAS aprés oxydation périodique et I'aldéhyde fuchsine
sans préoxydation.

observations

a) Différenciation de I'endostyle

Au terme de sa segmentation, I'embryon de Doliolum passe du stade blastula
au stade gastrula avec la formation d’'un massif endomésoblastique occupant la
cavité blastocoelienne.

L’endoblaste se présente comme un amas de hautes cellules encadrant une
fente verticale virtuelle (Doliolina mulleri, Fig. 1, 1).

Ensuite, la cavité se forme et se développe dans la moitié supérieure dont I'épi-
thélium s’aplatit et devient peu & peu pavimenteux. La moitié inférieure (Fig. 1, 2)
deviendra I’endostyle de I’'0ozoide; ses cellules resteront volumineuses comme celles
de lI'anse digestive.

Chez le blastozoide, I'ébauche endoblastique, massive au début, évolue comme
chez I'oozoide.

L’endostyle du Doliolum ne comprend jamais qu’une seule cellule d’épaisseur;
toutes les cellules s’étendent de la périphérie jusqu’a la cavité de I'organe. Seul un
petit nombre de cellules se localisera secondairement au voisinage de la gouttiéere,
au cours de la différenciation des diverses bandes constituant I’'endostyle, soit une
bande flagellée médiane A entre deux bandes glandulaires (B et D) alternant avec
deux bandes ciliées (C et E). Il n’existe aucune différence fondamentale entre les



divers endostyles examinés, quelle que soit I'espece ou quelle que soit la phase
observée (Fig. 1, 3).

1 — Embryon de Doliolina mulleri (longueur 1 mm). Coupe transversale au niveau du
céphalenteron. Echelle : 25 microns (Godeaux 1957).

2. — Oozoide de Doliolina mulleri en cours de métamorphose. Coupe transversale dans
le céphalentéron. Echelle : 25 microns (Godeaux 1957).
C. ph. : cavité pharyngienne en expansion; Ect : ectoblaste; E. end. : ébauche de
I’endostyle; E.n. : ébauche neurale. End. : endoblaste; Més. ; mésoblaste (anneau
musculaire).

3. — Schéma de la coupe transversale de I’endostyle du Doliolum. A, B, B’, C, D, E :
différentes bandes ciliées ou glandulaires constituant I'organe; C. ph. : cavité pharyn-
gienne. Echelle : 10 microns.



Comparé aux organes d’autres tuniciers, I’endostyle du Doliolum est simplifié;
lui font en effet défaut la bande ciliaire et la bande glandulaire supérieures si mar-
quées chez le Pyrosome par exemple.

b) Ultrastructure de Vendostyle

La bande médiane A qui forme le fond de la gouttiére, est constituée de trois
rangées de cellules allongées et flagellées (PI. I, 4 et 5) qu’écrasent a mi-hauteur les
grosses cellules B voisines.

Les cellules A sont moins hautes que leurs voisines (< 8 [xm) ménageant une
rainure longitudinale médiane plus ou moins profonde du cété externe de I'endostyle.

Au sommet, chaque cellule porte un flagelle (rarement deux) tres long, attei-
gnant, voire dépassant, les levres de la gouttiere. Le flagelle n’est jamais entouré
de microvillosités; par contre la paroi apicale présente souvent deux protubérances
coniques latérales, délimitant une sorte de coupe d’ou émerge le flagelle.

L’appareil radiculaire occupe la région supérieure de la cellule ou s’observent
de nombreuses mitochondries et un réseau dense de microtubules (Pl. I, 6). Ces
microtubules existent aussi chez la Molgule mais sont distribués en files paralléles
sur toute la hauteur de la cellule (Godeaux et Firket, 1966, 1968). Il n'y a pas
de vacuole de sécrétion.

Le noyau allongé, a petit nucléole, est logé sous la couche des mitochondries
et s’enfonce parfois dans la zone corsettée par les cellules B. En-dessous, la cellule
s etale sur la membrane basale et le mésenchyme sous-jacent; la membrane ne
montre aucun repli intracellulaire. Le cytoplasme, clair, renferme quelques mito-
chondries, des ribosomes isolés et des grains de glycogéne. Toutefois, les réactions
au PAS et a laldehyde fuchsine sont peu marquées; la cellule n’exhibe aucun signe
d’activité mucipare.

La bande A est peu développée comparée a celle d’autres Tuniciers (Clavelina
lepadiformis, Ciona intestinalis), bien que chez beaucoup d’especes le nombre des
cellules soit réduit (Didemnum gelatinosum, Botryllus schlossen, etc).

La zone B ou zone muqueuse inférieure, a la forme d’'un quart de cercle et
compte de 4 a 10 cellules sur coupe transversale (Fig. 1, 3). Ces cellules de forme
triangulaire sont tres larges a la base, rétrécies et serrées les unes contre les autres
vers la lumiere de I'organe. Les cellules paraissent plus nombreuses chez les individus
jeunes; il y a sans doute une réorganisation secondaire.

PLANCHE 1

4. — Endostyle de Dotiolina mitteri (oozoide nageur). Coupe transversale montrant les
bandes A (flagellée fl), B’ et B (reticulum endoplasmique Ret et vésicules v);
Hem. : hémocoele; m.b. : membrane basale. Echelle : 2 microns (Cl. G. Gofftnet).

5. Endostyle de Doliolum nationalis (phorozoide). Coupe transversale dans la moitié
supérieure des 3 cellules de la bande A. Echelle : 1 micron (Cl. J. Godeaux).

Endostyle de Dotiolina mutteri (oozoide). Détail de la racine ciliaire d’une cellule A
montrant le réseau de microtubules m.t. associé. Echelle : 0.25 micron
(Cl. G. Goffinet).






Déja la microscopie photonique permet de distinguer trois régions. Vers la base
siéege un noyau volumineux a gros nucléole. Le cytoplasme de la partie moyenne
est dense et fortement basophile (coloration par I’hématoxyline ferrique). Le cyto-
plasme apical est peu colorable et riche de quelques granules. La cellule est flagellée.

Le microscope électronique permet d’interpréter ces images.

Le noyau, trées marqué et parfois entierement enveloppé par une mitochondrie,
voisine un reticulum endoplasmique tres régulier (Pl. I, 4). Sa membrane porte des
pores nucléaires trés evidents. La membrane plasmique basilaire s'applique contre
la membrane basale et ne montre aucun repli intracellulaire.

Le reticulum endoplasmique granulaire est remarquable par sa densité et sa
régularité, évoquant les images du pancréas exocrine. Ses membranes paralléles
occupent les 2/3 de la hauteur de la cellule et correspondent a la zone basophile.
Quelques grosses mitochondries sy mélent. L appareil de Golgi n'a pu étre observé.

Le reticulum disparait brusquement au sommet de la cellule ou le cytoplasme
est chargé de ribosomes épars, de quelques mitochondries et de vésicules a paroi
simple et remplies d’'un matériau granulaire plus ou moins opaque aux électrons.
Entre ces vésicules passe un reseau de longs microtubules. Les vésicules sont plus
volumineuses dans le bas de la zone (Pl. 11, 7a); a la base des microvillosités, s’ob-
servent des amas de petites vésicules vides. De la cellule, sort un flagelle entouré
de microvillosités courtes et serrées. Le long du cil et dans son voisinage se trouvent
des amas de produits de secretion, fortement pelotonnés et repérables en microscopie
photonique. Ces sécrétions s’observent aussi sur les flagelles de la bande C voisine.
La racine du flagelle est horizontale et s’attache sur la membrane latérale a hauteur
du desmosome, en regard de microfilaments dépendant de la structure radiculaire

de la cellule voisine (Pl. 11, 7b) : dispositif de renforcement (Olsson, 19(i2)?

Les cellules, comme en témoignent leur gros noyau et leur cytoplasme riche en
ribosomes, sont le siege d’'un métabolisme intense et élaborent probablement des
substances de nature protéique.

Une cellule B* est insérée comme un coin entre les cellules A et B voisines
(Pl. 1, 4). Son ultrastructure est trés simple : elle se limite & un gros novau sans
nucléole occupant la plus grande partie du volume cellulaire et quelques mitochon-
dries arrondies, parfois trés grosses, dispersées dans un cytoplasme clair renfermant
quelques vésicules. La cellule est flagellée et la racine horizontale s’attache au

desmosome de la membrane opposee a la cellule B. 1l n'y a pas de microvillosités.

Ces cellules sont constantes dans I'endostyle des Ascidiacés. Leur fonction reste
cependant énigmatique.

La bande C a, comme chez les autres Tuniciers, I'aspect d un épithélium pseudo-
stratifie. Les coupes montrent toujours plusieurs couches superposées de noyaux
finement granuleux, sans nucléole, et serrés les uns contre les autres (PI. 111, 8). lls
répondent a des cellules allongées, étroitement imbriquées I'une dans I'autre; elles
sont plus nombreuses chez le phorozoide que chez I’'oozoide.

Le cytoplasme est trés réduit avec quelques rares mitochondries et des vési-
cules; il n'y a pas de reticulum endoplasmique.

Dans lendostyle en voie de différenciation, les mitoses sont nombreuses a ce
niveau; en outre, conséquence de la pression exercée par les bandes glandulaires
voisines pourrait résulter le chevauchement des noyaux. Au sommet des cellules
(PI- 111, 9), le cytoplasme clair contient une grosse mitochondrie arrondie occupant
tout le diametre disponible, de petites vésicules et la racine du flagelle étendue



horizontalement jusqu’au desmosome voisin. Il semble d’ailleurs que les appareils
radiculaires des cellules voisines soient reliés par un réseau de fibrilles (coordination
des battements?).

PLANCHE I

7. — Endostyle de Doliolina mulleri (oozoide).

a) Détail de la partie apieale d'une cellule B : microvillosités (m.v.) et micro-
tubules (m.t.) en meéche; a.r. : coupe tangentielle de I'appareil radiculaire.
Echelle : 0.5 micron.

b) Détail de la base du flagelle : relation entre la racine (r) et le desmosome (d) ;
m.v. : microvillosités;s : produit de sécrétion. Echelle : 1 micron (Cl. G. Goffinet)



La coupe transversale de I’endostyle montre toujours le sommet de quatre
cellules dont le flagelle émerge d’une sorte de puits délimité par quatre a cing rangs
de microvillosités, a la base desquelles s’observent des amas de vésicules claires.
Ces flagelles forment des rangées paralleles, séparées par les microvillosités (cf. Bogo-
raze, Tuzet et De Billy, 1979).

La bande D, qui répond a la bande glandulaire moyenne des Ascidiacés et des
autres Thaliacés, est constituée d’'un petit nombre (deux a cing) de grosses cellules
de section triangulaire ou I'on distingue trois niveaux. La région basilaire est occupée
par le noyau volumineux, a gros nucléole et débordé par le reticulum endoplasmique.
La région moyenne renferme un reticulum granuleux dense, parfois moins réguliére-
ment disposé que celui des cellules B, ou s’observent quelques grosses mitochondries
éparses (PI. 111, 10). Cette région est fortement colorée par I'hématoxyline ferrique
et par I'aldéhyde fuchsine sans préoxydation et par le P.A.S. apres oxydation pério-
dique. La zone ergastoplasmique laisse la place vers le haut de la cellule a un cyto-
plasme peu dense, bourré de grosses vésicules a paroi simple et généralement remplies
d’un produit opaque aux électrons (PI. 111, 11 et PI. 1V, 12). Ces vésicules répondent
probablement aux granulations colorées en rouge par l'aldéhyde fuchsine (sans
préoxydation) : mucopolysaccharides acides. Le P.A.S., aprés oxydation périodique,
colore légérement ces granulations.

La face apicale porte un unique flagelle et quelques longues microvillosités. Du
corps basai partent des méches de longs microtubules s’enfongant dans le cyto-
plasme jusqu’a la zone occupée par le reticulum endoplasmique (Pl. 111, 11). Des
trainées de produits de sécrétion sont visibles. Une seule cellule en général atteint
la lumiere de I'endostyle.

La zone E assure la transition entre I'épithélium D et I'épithélium banal du

pharynx. Cette zone est réduite a une seule grosse cellule étirée le long du bord
supérieur de la bande D.

PLANCHE 111

8. Endostyle de Doliolum nationalis (phorozoide). Coupe longitudinale dans un
amas de noyaux (N) de la bande C; sur le coté, fragment de reticulum granulaire
d’une cellule D. Echelle : 1 micron (Cl. J. Godeaux).

9. — Endostyle de Doliolum nationalis (phorozoide). Coupe dans la partie apicale de
la bande C montrant les flagelles (fl.) enveloppés par les microvillosités (m.v.),
les produits de sécrétion (s.), les microvésicules (v.). M : mitochondries; N
noyau. Echelle : 1 micron (Cl. J. Godeaux).

10. — Endostyle de Doliolum nationalis (phorozoide). Coupe dans la région basilaire
de deux cellules D. M : mitochondrie; m.b. : membrane basale; m.c. : mem-
branes cellulaires séparant les 2 cellules; N : noyau a membrane percée de pores;
Ret. : reticulum endoplasmique granulaire. Echelle : 1 micron (Cl. J. Godeaux).

11. — Endostyle de Doliolina mulleri (oozoide). Détail de la région apicale d’une cellule D
montrant la base du flagelle et les nombreux microtubules associés (m.t.) traver-
sant les amas de vésicules (v.) a contenu dense. M : grosse mitochondrie apicale
de la cellule E voisine, logée au-dessus du noyau N ; Ret. : reticulum granulaire.
Echelle : 0.5 micron (Cl. G. Goffinet).






Son ultrastructure se limite a un long noyau de forme rectangulaire surmonté
d une grosse mitochondrie. Le reste du cytoplasme est clair, dépourvu de reticulum
endoplasmique; au sommet se voient de nombreuses vésicules (Pl. 1V, 12).

PLANCHE 1V

12. — Endostyle de Doliolum nationalis (phorozoide). Détail de la région apicale de
deux cellules D et de la cellule E voisine. Ml : mitochondrie de la cellule D;
e-n:.™ ,101U" “* *il cellule E; m.v.l : microvillosités de D; m.v.2 : micro-
villosités de E entourant la base du flagelle (a racine insérée sur le desmosome) ;
Ph. : cellule pharyngienne; Ret. reticulum granulaire; v. : vésicules remplies

de produits de sécrétion opaque. Echelle : 1 micron (Cl. J. Godeaux).

La face apicale est coupée en biseau et porte un flagelle entouré de trois cercles
comprenant de nombreuses microvillosités. La racine ciliaire est horizontale et
s attache a hauteur du desmosome a la membrane proche de la cellule D voisine.
La cellule E a l'allure d’'un choanocyte.

L unique cellule E répond topographiquement a la zone ciliée moyenne dg
I’endostyle des Ascidiacés; en outre, la zone glandulaire et la zone ciliée supérieures
de ces derniers (ex. Molgula manhattensis, Godeaux et Eirket, 1966) font défaut
aux Dolioles, car la cellule E est accrochée a | épithélium pharyngien pavimenteux
ou des renflements espacés signalent la présence des noyaux. L’épithélium pharyn-
gien nest ni cilié, ni glandulaire et ne parait remplir aucune fonction particuliéere;
on y observe cependant un reticulum granuleux réduit a quelques membranes. La
zone do jonction entre les cellules est renforcée.



CONCLUSIONS

L’endostyle des Doliolidae est constitué d'un petit ensemble de bandes ciliées
et glandulaires disposées symétriquement par rapport a une zone A médiane, et
comprenant un nombre limité de cellules, en rapport avec la petitesse relative de
I'organe. Il est plus simple que celui des autres Tuniciers; certaines bandes sont
réduites a I'extréme (bande E) ou font défaut (zones ciliée et glandulaire supérieures).

Toutes les cellules sont pourvues d un flagelle plus ou moins long, entoure ou
non de microvillosités. A I'exception des cellules A, toutes les cellules renferment
des microvésicules et paraissent capables de sécrétion, parfois de fagon discréte
(cellules C). Les volumineuses cellules des bandes B et D possedent un reticulum
granuleux trés développé et des vésicules remplies d’un produit opaque (surtout
au niveau de D), particularités qui se retrouvent chez les Tuniciers les plus divers
et qui suggérent une sécrétion de nature protéique, éventuellement d’enzymes inter-
venant dans une prédigestion des particules alimentaires retenues par le mucus
élaboré par les cellules siégeant aux extrémités de I'endostyle (Bogoraze et al., 1979).
Le produit de sécrétion se présente comme un tortillon trés colorable, visible en
microscopie photonique et intéressant les flagelles de la bande B et de la partie
inférieure de la bande C. Le comportement des produits élaborés au niveau de B
et de D plaide en faveur de I'hypothése de propriétés différentes. De plus I'absence
de tout équivalent de la bande glandulaire supérieure (bande G de la Molgule dont
les cellules ont également un reticulum granulaire trés important) suggere que la
physiologie de la digestion chez les Doliolidae pourrait différer de celle des autres
Tuniciers.

L’endostyle des Doliolidae n’intervient pas dans les processus de hlastogenése,
au contraire des expansions épicardiques de I’'oozoide (Godeaux, 1957).
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