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RESUME

Dans la coquille de Nautilus, le canal siphonal est constitue de deux tubes emboites, un
tube externe, poreux, calcaire, compose de spicules aragonitiques et un tube interne,
organique, forme de feuillets concentriques. On a admis la nature chitineuse de ces feulillets,
toutefois sans contréle biochimique.

Le microscope éelectronique a montre recemment que ces feuillets etaient constitues de
feutrages fibrillaires denses, associes a une substance nodulaire ou amorphe. L'hydroxyde
de soude N a 100°C detruit cette substance, sans altérer les fibrilles. Ces resultats sug-
geraient que les fibrilles etaient constituees en majeure partie de chitine.

A l'aide d'une methode enzymatique specifique, nous avons demontre de fagon certaine la
participation de la chitine a la constitution des deux tubes constituant le canal siphonal. Par
chromatographie sur colonne de resine echangeuse d’ions, nous avons determine la com-
position des proteines associees a la chitine au niveau de ces deux structures.

ABSTRACT

In the Nautilus shell the connecting rings of the siphonal tube are composed of two layers:
an outer, porous, chalky tube, with aragonitic spicules and an inner horny tube, consisting of
numerous concentric sheaths of organic matter.

TEM studies have demonstrated that these sheaths are composed of feltings of un-

orientated, powerful fibres embedded in an amorphous or nodular substance. Normal sodium
hydroxide at 100°C destroys this latter substance but leaves apparently unaltered fibrils,
which suggests a chitinous nature for these fibrils.

Specific enzymatic tests demonstrate that chitin is a constituent of the two layers compos-
ing the connecting ring.

Chromatographic analysis after acidic hydrolysis indicates that proteins are major com-
ponents of these layers and provides their aminoacid composition.

Le siphon de la coquille du Nautile est constitue de segments tubulaires (tubes siphonaux, “con-
necting rings”), qui s'etendent de I'apex a la chambre d’habitation et traversent les septa, ou ils
forment les goulots septaux (“septal funnels”).

Les tubes siphonaux sont formés de deux couches, tubes emboites, decrits par de nombreux
auteurs depuis Owen (1832):

—Uune couche externe calcaire poreuse (“‘chalky tube”: Denton & Gilpin-Brown, 1966), composee
de spicules aragonitiques, paralleles ou divergents, assemblés en faisceaux non orientes. La cohe-
sion de ces structures est assuree par une substance organique. Les residus de decalcification des
tubes calcaires sont constitues de feutrages microfibrillaires (Gregoire, 1973). Dans la region interne
de ces tubes calcaires les structures minéerales sont traversees par des membranes organiques
(Mutvei, 1972).

—une couche interne (“horny tube”), comprenant un grand nombre de feuillets organiques con-
centriques. Ces feuillets sont constitues d'entrelacs ou feutrages microfibrillaires denses (Gregoire,
1967, 1972, 1973; Mutvei, 1972) enrobes dans un materiel organique nodulaire ou amorphe. La
soude a chaud fait disparaitre ce dernier matériel et laisse subsister les fibrilles (Gregoire, 1973).
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METHODES

Dans le present travail, nous avons aborde I'etude chimique des tubes siphonaux a deux points de
vue:

—Recherche de la presence de chitine au niveau des deux couches a l'aide d'une méthode
enzymatique specifique (Jeuniaux, 1963, 1965).

—Dosage et caracterisation des acides amines d'origine proteique participant a la constitution de
ces couches par chromatographie sur colonne de resine echangeuse d'ions a 'aide d'un analyseur
Beckman Spinco equipe d’'une colonne unique, selon la methode de Devenyi (1968).

Le dosage de la chitine dans la couche interne (“horny tube”) a ete realise apres lavage a I'eau
distillee et traitement rapide par une solution d'HCI 2 N afin d'eliminer les spicules aragonitiques de
la couche externe qui auraient pu adherer aux lamelles concentriques internes.

La decalcification des spicules de la couche externe (“chalky tube™) a ete realisee egalement a
I'aide d’'une solution d’'HCI 2 N. Le pourcentage de materiel organique de cette couche est de 3.58%.

Aprés decalcification, les deux couches ont éte traitees par une solution de NaOH 2 N a 100°
pendant 6 heures, afin de demasquer la chitine de ses complexes glycoproteiques. Le materiel
résiduel a ete lave a I'eau distillée puis incubé en présence de chitinase purifiee (Koch Light) a pH 5.2
(tampon acide citrique 0.1 M, Na,HPO, 0.2 M) et a 37°, jusqu'a hydrolyse compléete de la chitine.
L'acetylglucosamine libérée aprés une nouvelle incubation en présence de chitobiase a eté dosee
par la methode colorimetrique de Reissig, Strominger et Leloir (1955).

Les dosages de proteines ont été réalisés apres hydrolyse acide de 24 heures a 110° par HCI 6 N,
en tube scellé sous vide, sur le materiel prealablement decalcifie.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les resultats des analyses des constituants proteiques et du dosage de la chitine dans les deux
couches du tube siphonal sont consignes dans le Tableau 1.

TABLEAU 1. Caractérisation et dosage des protéines et de la chitine dans le tube calcaire externe (“chalky tube”)
et dans la couche organique interne (“horny tube”) du siphon de Nautilus pompilius L.

Nacre Tube organique interne Tube calcaire externe  wpg/g mat.
residus AA/100 résidus residus AA/100 residus ng/g résidus AA/100 residus  decalcifie

1. Caracterisation et dosage des acides amines proteiques

Asp 7.8 10.30 34.59 14.86 46.31
Thr 1.4 4 91 14.91 5.87 16.07
Ser 9.5 9.60 24.79 9.13 21.53
Glu 4.5 11.81 45.24 13.16 45.98
Pro 0.7 10.61 30.58 6.86 18.04
Gly 32.0 12.57 2127 10.78 16.65
Ala 24.7 7.68 16.21 /.31 14.07
Cys tr tr tr tr tr
Val b 813 15.09 0,37 14.41
Met 0.3 1.05 411 1.20 4.29
lle 1.6 2.80 9.42 3.23 9.92
Leu 2.4 5.54 18.61 5.91 18.10
Tyr 1.3 2.59 12.57 2.58 11.41
Phe 6.1 4.78 20.86 3.7 14.79
Lys 0.3 2.31 8.80 3.29 11.41
His 0.4 1.48 6.06 1.27 4.72
Arg 4.7 6.86 31.80 5.41 22.87
99.2 99.91 314.91 99.94 290.57
2. Chitine 212.27 57.51

——————————————— e —————
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Les structures minérales et organiques composant le goulot septal continuent celles qui forment
les septa. Mais, comme I'a montre Mutvei (1972), au microscope a balayage (SEM), les structures
septales subissent au niveau du goulot des modifications considerables. Ainsi, les elements
organiques de la couche interne du siphon (“horny tube”) qu’il denomme “couche interne de
conchyoline” proviennent de la conchyoline de la partie adapicale de la nacre septale. Le microscope
electronique par transmission (TEM, Gregoire, 1973) permet de voir |la transformation graduelle des
travees des membranes de conchyoline de nacre interlamellaire en fibrilles caracteristiques du tube
interne du siphon (“horny tube”).

Nos analyses montrent des differences de composition chimique entre conchyoline de nacre et
materiel fibrillaire du “horny tube.” Si I'on retrouve dans ce dernier les deux types de substances qui
constituent la nacre septale, a savoir chitine et proteines (Jeuniaux, 1963; Goffinet, 1965), la chitine
represente 21.22% du poids de la matiere organique du “horny tube” alors qu’elle constitue 6% du
poids de la conchyoline de la nacre septale (Jeuniaux, 1963). La teneur en proteine de la couche
interne du tube siphonal (31.5% du poids de matiere organique) est par contre beaucoup moins
elevee que celle mise en evidence par Goffinet (1965) dans la conchyoline de la nacre septale.
D’autre part, la composition en acides amines des proteines associees a la chitine dans la couche
interne du tube siphonal differe de celle des proteines de la couche de nacre.

La confrontation entre les donnees chimiques et celles de la microscopie electronique, celles
etablies par le TEM essentiellement, plaide en faveur de I'hypothése selon laquelle la conchyoline de
nacre serait constituee d'un materiel glycoproteique fibrillaire, formant des entrelacs non orientes,
parfois des faisceaux, ou encore des arrangements plus ou moins paralleles, auquel seraient adjoints
differents types de proteines qui confereraient a I'ensemble sa structure en dentelles (Gregoire,
Duchateau et Florkin, 1955, Gregoire, 1967, 1972). Toutefois, ce modele d’architecture n’a pu étre ni
confirme ni infirme a I'examen de coupes ultrafines (Goffinet, Gregoire et Voss-Foucart, 1977). Dans
le materiel organique formant la couche interne du tube siphonal (“horny tube”) les proteines formant
avec la chitine le materiel fibrillaire enchevétre seraient caracterisees par la presence de cing acides
amines en proportions relativement equivalentes: I'acide aspartique, la serine, I'acide glutamique, la
proline et la glycine (de l'ordre de 10% du nombre de residus d'acides amines) et non par la
preponderance absolue de I'un ou l'autre acide amine.

Il n'existe pas d’etude chimique des minces couches septales externes, d'ailleurs discontinues, qui
permette d'etablir une comparaison avec les constituants de la couche spiculaire (“chalky tube”) qui
en deriverait, d'apres Mutvei (1972). Dans cette couche spiculaire, nous retrouvons les deux types de
substances decelees au niveau de la couche interne, a savoir la chitine et les proteines. Le pour-
centage de chitine (qu'il soit determine par methode enzymatique ou par dosage de la glucosamine
apres hydrolyse acide) est cependant relativement bas (5,75% de la matiére organique). Les
proteines sont en concentration relativement voisine de celle de la couche interne (29,05% de la
matiere organique) mais presentent une composition legerement differente, notamment par leur
teneur plus elevee en acides amines acides.

Comme nous l'avons deja signale, d'apres Mutvei (1972, SEM), la partie interne de la couche
spiculaire est traversee par des membranes de conchyoline. Les donnees du TEM (Gregoire, 1973 et
Fig. 1, 2, 3, 4) indiquent que les voiles organiques auxquels sont amarres les faisceaux spiculaires
sont composes de fibrilles et de materiel nodulaire d’aspect semblable ou identique a celui de la
substance organique de la couche interne non calcifiee. Cette ressemblance ou identite d'ultra-
structure entre les composants organiques des ‘“chalky” et “horny” tubes, parait a premiere vue
iIncompatible avec les donnees chimiques obtenues sur le méme materiel.

On peut rappeler cependant que les analyses chimiques requierent 'emploi de quantites de
materiel beaucoup plus importantes que les etudes au microscope electronique (TEM). De ce fait,
des substances de nature proteique ou non identifiee, eventuellement susceptibles de jouer un role
dans la formation des spicules, et differentes des feutrages fibrillaires et du materiel nodulaire
deceles au TEM, pourraient étre absentes dans les echantillons du tube externe, préeleves pour la
microscopie electronique.
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FIGS. 1 & 2. Nautilus pompilius Linne (Immature) (1230-4). Tube siphonal (segment intracameral: connecting
ring). Couche calcaire externe spiculaire (chalky tube), dealcifiee (EDTA). Residus organiques dissocies par les
ultrasons. Feutrages de fibres et de fibrilles et substance organique nodulaire. La dissociation des fibres en
fibrilles est plus importante dans la Fig. 2. x48.000. Ombrage au platine.

FIGS. 3 & 4. Nautilus macromphalus Sowerby (adulte) (1224-6). Tube siphonal (segment intracameral: con-
necting ring). Couche brune organique, interne (horny tube), traitee par les ultrasons. Feutrages de fibres et de
fibrilles associees a une substance nodulaire. x48.000. Ombrage au platine.





