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RESUME

La tunique de Halocynthia papillosa (Stolidobranche) et la tunique de Phallusia
mammillata (Phlébobranche) se présentent comme des structures plus ou moins fibreuses.
On y distingue deux zones caractéristiques : a) la couche cuticulaire, mince, acellulaire
et dense aux electrons, forme la limite externe de la tunique, et b) la couche fondamentale
dont I'organisation, grace a la richesse en fibrilles de nature cellulo-protéique et en
éléments cellulaires d’origine hémocoelienne enrobés dans une substance fondamentale,
est comparable a celle d’'un tissu conjonctif de soutien, L’étude de l'ultrastructure de
ces tuniques, jointe aux analyses histochimiques et aux méthodes d’extractions frac-
tionnées et de dosages chimiques, révélent que leur organisation, I'importance de leurs
constituants et leur composition chimique peuvent varier considérablement selon I'espéce
et/ou suivant la couche tunicale examinée. Au niveau de la couche fondamentale de
H. papillosa, le systéme fibrillaire tres développé, en association étroite avec I'épiderme,
s’organise en lamelles successives selon une architecture spatiale torsadée (structure
en contreplaqué ou pseudomorphose cholestérique», assurant la souplesse et la résistance
aux contraintes mécaniques de la tunique). Chez Ph. mammillata, la présence de lacunes
sanguines dans la couche fondamentale et la dispersion du systéme fibrillaire, non orga-
nisé en une structure torsadée et non associé a I'ectoderme, peuvent étre mises en relation
avec la qualification de «gélatineuse » attribuée aux couches profondes de la tunique.
D’autre part, si les matériaux do base qui entrent dans la composition de ces deux
tuniques sont qualitativement fort semblables, leurs proportions relatives, notamment
en eau d’imbibition, en mucopolysaccharides acides sulfatés, en tunicine et en protéines
(en particulier celles présentant de nombreux résidus tyrosine, radicaux -SH et -S-S-)
expliquent dans une certaine mesure les propriétés différentes de dureté, de souplesse,
de rigidité et d’'élasticité de ces tuniques en général, des différentes couches tunicales
en particulier.
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Chemical composition and organization of the tunic of two ascidians :
Phallusia mammillata and Halocynthia papillosa

SUMMARY

Tunics of Halocynthia papillosa (Stolidobranchiata) and Phallusia mammillata
(Phlebobranchiata) appear as fibrous structures exhibiting two typical regions : a) the
thin, acellular and electron dense cuticular layer, which constitutes the external limit



of the tunic and b) the fundamental layer, the organization of which is comparable with
a true supporting connective tissue (association of cellulo-proteic fibrils with funda-
mental substance and cells originating from hemocoel). Ultrastructural observations
combined with histochemical investigations, progressive extraction methods and chemical
analysis, reveal that the organization, the chemical composition and the importance of
the main components of the tunics, may vary considerably according to the species
and/or to the tunical layer investigated, In the fundamental layer of H. papillosa, the
fibers, in close ossociation with the ectoderm layer, are packed in successive laminae
according to a twisted spatial architecture (plywood-like structure or cholesteric pseudo-
morphose), which allows tunic flexibility and its resistance to mechanical stresses. In
the tunic of Ph. mammillata, the presence of blood vascular lacunae in the fundamental
layer, as well as the scarcity of the fibrous elements, that never exhibit any twisted
arrangement nor close association with ectoderm, explain to a certain extent the
«gelatinous » consistance formerly attributed to the deep layers of the tunic. On the
other hand, even if the basic materials that compose these two tunics are qualitatively
very similar, their relative proportions, namely concerning water content, siilfated acid
mucopolvsaccharides, tunicin and proteins (especially tyrosine-, sulfhydryl- and disul-
phide-rich proteins) can be connected with some tunical properties, such as hardness,
flexibility, stiffness or elasticity.
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INTRODUCTION

La tunique des Urochordés est un tissu complexe d’origine mixte. Elle peut
étre interprétée comme une forme de mésenchyme dans lequel migrent des cellules
hémocoeliennes (codeaux, 1964). Certaines de ces cellules contribuent a I'élabo-
ration de la tunique (Robinson €t al., 1983).

On y reconnait deux régions principales : la couche cuticulaire, formant la
limite externe, et la substance fondamentale. Nous nous proposons de dénommer
cette derniére « couche fondamentale » afin d’eviter toute confusion avec la nomen-
clature classique désignant la substance fondamentale des tissus conjonctifs. Cette
couche, comparativement trés développée, est parfois hautement organisée (iig. 1, 1).

D’'une maniére générale, la tunique posseéde une teneur élevée en eau; de 65 a
90 % selon les espéces (saint Hitaire, 1931; Endean, 1961). La part résiduelle
est constituée de protéines et de polysaccharides (stievenart, 1971). Ceux-ci sont
surtout représentés par un polysaccharide neutre proche de la cellulose | végétale
et bactérienne, la «tunicine » (1 unt, 1970), et par une faible fraction (inférieure a
5 % du poids sec) de mucopolysaccharides acides (smitn, 1970b), probablement
soufrés (stievenart, 1971). Plus récemment deux mucopolysaccharides soufrés
hydrosolubles ont pu étre extraits de la tunique d’'Halocynthia : le galactane-sulfate
(Toaa et al., 1978) et la chitine-sulfate (anno et al.,, 1974).

La nature des protéines tunicales ainsi que les proportions relatives en carbo-
hydrates et en protéines, demeurent des sujets trés controversés. Ceci pourrait étre
attribué tant aux variations interspécifiques qu’'aux méthodes d extraction et de
dosage utilisées. En tenant compte des valeurs extrémes, la tunique contiendrait,
suivant lI'espece étudiée, de 30 a 70 % de protéines, la fraction restante étant consti-
tuée principalement de polysaccharides (smith €t D enner, 1970, 1971 ;Stievenart,
1970, 1971). De plus, ces constituants se répartiraient de maniére différente suivant
gue l'on considere la substance interfibrillaire, les constituants fibrillaires et la
couche cuticulaire. La substance interfibrillaire hyaline contiendrait la plus grande
partie de I'eau et des mucopolysaccharides acides (Endean, 1961; smitn, 1970a, b;
stievenart, 1971; Robinson et al.,, 1983). Les fibres seraient constituées soit de
cellulose (Endean, 1961; Deck et al., 1966), soit d’'un complexe cellulo-protéique



(Hatt €t sax1, 1961; Hunt, 1970; Barrington, 1975). La cuticule se caractériserait
par une forte proportion de protéines, notamment de scléroprotéines (stievenart,
1971), et les réactions histochimiques des mucopolysaccharides acides y seraient
soit négatives, soit positives, suivant I'espece considérée (stievenart, 1970, 1971).

Schema 1 Schema 2

Schéma 1 : Coupe transversale de la tunique de Halocynthia papillosa.

C.C. : couche cuticulaire; C.F. : couche fondamentale composée des région sous-

cuticulaire (1), région moyenne formée de couches paralléles de fibres torsadées (I1) et
région supraépidermique (I11); Ep. : Epiderme; c.t. : cellule tunicale; s. : plaque

et épine cuticulaires; i.s. : région amincie entre deux plaques (d'aprés Stievenart,
1971, modifié).

Schéma 2 : Coupe transversale de la tunique de Phallusia mammillata.

C.C. : couche cuticulaire; C.F. : couche fondamantale; c.h. : cellule hémocoelienne;
C.t. ; cellule tunicale; Lac ; lacune intratunicale. — L’épiderme, non solidaire de la
tunique, n’est pas représenté (d'aprés Stievenart, 1970, modifié).



La consistance de la tunique en général, celle de la couche fondamentale et
de la couche cuticulaire en particulier peuvent varier considérablement selon les
espéces (Stievenakt, 1970, 1971, Smith €l Denhnert, 1970, 1971)

Le présent travail apporte un certain nombre d’informations originales sur
I'importance relative, la composition chimique et l'ultrastructure des différentes
couches tunicales associées a deux types de tuniques caractéristiques, a savoir la
tunique a consistance «coriacée » de Halocynthia papillosa (Stolidobranche) et la
tunique a consistance «cartilagineuse » de Phallusia mammillata (Phlébobranche)

(Fig. 1, 1 et 2).

MATERIEL ET METHODES

Des exemplaires de différentes tailles d'Halocynthia papillosa et de Phallusia
mammillata ont été récoltés a Calvi (Corse). Les tuniques, préalablement lavées et
séparées du corps de l'animal, ont été découpées en petits fragments. Les couches
cuticulaires et les couches fondamentales ont été soigneusement séparées par dis-
section sous la loupe binoculaire et congelées (analyse chimique).

Détermination de la teneur en eau et du poids sec (PSi)

Des fragments de tunique entiere, de couche cuticulaire et de couche fonda-
mentale ont été essorés sur papier filtre et pesés (poids frais : pr). La détermination
de leur teneur en eau a eu lieu apres déshydratation dans des bains successifs de
méthanol, d’acétone et d’'éther, et séchage. Celui-ci a lieu, soit a 1étuve a 100°C,
soit sous vide en présence de NaOH (smith et benner, 1971). Les pesées ont été
effectuées au moyen d’'une balance Mettler, modéle H18 avec une précision de
0.1 mg.

Extraction des constituants tunicaux

Des fragments de tunique, de couche cuticulaire et de couche fondamentale ont
été pesés (PF) et broyés a I'Ultraturax dans un volume d’eau connu. Apres traite-
ment aux ultrasons pendant une heure et centrifugation, le surnageant aqueux a
été récolté. Les culots (fraction fibreuse) ont été, soit déshydratés dans des bains
successifs de méthanol, acétone et éther, séchés et pesés (PS2), soit conservés a 4°C
avant tout traitement ultérieur (chimique ou histochimique).

a) Estimation de la teneur en protéines et en D(-j-) glucose libre dans I'extrait aqueux

Le contenu protéique d’une fraction aliquote de chaque extrait aqueux a été
dosé selon la méthode de L ow ry et al. (1951) modifiée par schacterie €t Pott1ack
(1973) en insérant lors de chaque dosage un étalon au hasard dans chaque série
d’échantillons. Les lectures de densité optique ont été effectuées a 650 nm au moyen
d’'un spectrophotometre Coleman junior.

La teneur en glucose libre et en petits polymeres de glucose dans I'extrait a été
estimée par la méthode de b uvois et al. (1956) apres hydrolyse de 1 ml d’extrait
par 5 ml d’acide trichloracétique 10 % a 110°C pendant deux heures. La lecture de
la densité optique a été effectuée au moyen d’'un spectrophotometre Coleman junior
a 490 nm.



b) Dosage des protéines et de la cellulose associée a la fraction fibreuse

1. Apres essorage et pesée (pr), le matériel fibreux a été soumis a I'hydrolyse
alcaline (KOH 2N, 110°C), pendant quinze heures. La teneur en protéines dans 1 ml
d’hydrolysat a été estimée, aprés neutralisation par HC1 1 N et plusieurs ringcages
par H20 distillée, selon la méthode de Low ry etal. (1951) modifiée par schacterie
et Porr1ack (1973). L’hydrolyse a été répétée jusqu’a obtention d’une valeur nulle.
Le matériel résiduel résistant a I’'hydrolyse a été ensuite pesé.

2. Ce matériel résistant a I’hydrolyse alcaline a été soumis a I’'hydrolyse enzy,
matique par une solution de cellulase (1 mg/ml dans un tampon acétate de Na-
pH 4.8) a 45°C (Cellulase EC. 3.2.1.4. de Trichoderma reesei, Serva). Réguliérement,
les hydrolysats ont été prélevés et additionnés et la solution enzymatique renou-
velée. Le D (+) glucose a été dosé selon la méthode de b ubois et al. (1956). Apres
dix jours d’hydrolyse, 1 ml d’hydrolysat total est prélevé et traité par un volume
équivalent de R-glucosidase (1 mg/ml) (EC 3.2.1.21, Boehringer).

Un témoin de cellulose (coton naturel) a été traité de la méme fagon que les
fibres tunicales. Les valeurs des dosages en b (+) glucose ont révélé la nécessité
d'utiliser la R-glucosidase pour rendre compléte I'hydrolyse de la cellulose. L'utili-
sation de ce témoin nous a permis, comme le suggéraient smith et b enner (1971),
d’exprimer la quantité de cellulose associée aux fibres tunicales en équivalents-
cellulose plutdét qu’en équivalents-glucose.

¢) Tests histochimiques

Le matériel résistant a I'action successive et répétée du traitement par KOH
a chaud et de I'hydrolyse enzymatique par la solution de cellulase a été pesé apres
déshydratation dans des bains successifs de methanol, d’acétone et d’éther, et
séchage a I'étuve a 40°C. Ce matériel réhydraté et le matériel fibreux ont été soumis
a une série de tests histochimiques (Lison, 1960) destinés a mettre en évidence la
présence :

1) de mucopolysaccharides neutres et acides (colorations par acide périodique-
SchifF [PAS] et par le bleu alcian);

2) de mucopolysaccharides acides carboxyliques et sulfatés apres méthylation,
action des alcalis et coloration par le bleu alcian;

3) de fonctions réductrices par la réaction au ferricyanure ferrique;

4) de radicaux sulfhydryles (—SH) apreées réaction au ferricyanure ferrique et
controle par l'acide monoiodoacétique;

5) de ponts disulfures (—S—S—), aprés oxydation par l'acide performique et
coloration par le bleu alcian a pH 0,2 (acide sulfurique). A ce pH, seuls les groupes
trées acides comme le groupement sulfurique de l'acide cystéique réagissent posi-
tivement;

6) du noyau phénolique de la tyrosine (réaction de Millon et contréle par la
réaction de blocage au Lugol-ammoniaque).

Microscopie électronique

Des petits fragments de tunique d’Halocynthia et de Phallusia ont été fixés
par immersion directe, pendant deux heures a la température du laboratoire. Les



fixateurs primaires suivants ont été utilisés : a) solution de glutaraldéhyde (3 %),
dans un tampon 0,1 m de cacodylate de Na renfermant 2 % de NaCl a pH 7,4
(Mittonig €t Marinozzi, 1968); b) solution de glutaraldéhyde (3 %) tamponnée
avec de l'eau de mer diluée (Mi1t1onig, 1976). Aprés rincage, les échantillons ont
été fixés pendant une heure a 4°C dans 0s04 (1 %) tamponné par du cacodylate
de Na ou par une solution d’eau de mer, déshydratés dans des solutions d’éthanol
de concentrations croissantes et inclus dans I'Epon 812. Des sections ultrafines ont
été réalisées au moyen d’un ultramicrotome LKB, contrastées a l'acétate d’'uranyle
et au citrate de plomb, et examinées au moyen d’'un microscope électronique Sie-
mens 101, sous une tension d’accélération de 80 kV.

RESULTATS

I. Ultrastructure

La tunique d’'Halocynthia papillosa est limitée extérieurement par une mince
couche cuticulaire (0,5 pim) (PI. 1, 4) présentant des épaississements (5 jj.m) en forme
de plaques régulierement espacées et portant de longues épines (PI. I, 1). La région
axiale de ces épines est formée de faisceaux de fibres verticales originaires de la
couche fondamentale (Pl. I, 1 et 2). A haute résolution, la couche cuticulaire se
présente comme une matrice dense aux électrons enrobant des faisceaux de fibres
orientés obliguement ou perpendiculairement a la surface cuticulaire a la base des
plaques (PI. I, 3), parallelement a celle-ci au niveau du bord supérieur des épines
(Pl. 1, 2).

La couche fondamentale se compose de trois régions distinctes : une région
distale, sous-cuticulaire, une région moyenne stratifiée et une région proximale bor-
dant l'assise épidermique. La couche sous-cuticulaire est relativement mince. Elle
renferme de nombreuses cellules a granules denses et/ou a vacuoles (Pl. I, 4). Le
systeme fibrillaire y est peu organisé, lache. La région moyenne est comparative-
ment trés épaisse (1200 jxm) et présente une architecture caractéristique' : les élé-
ments fibrillaires sont associés en faisceaux qui s'organisent en lamelles successives,
paralleles a lI'ectoderme et réunies par des ponts fibreux (PIl. 11, 5). Des éléments
cellulaires et des matériaux granulo-filamenteux sont disséminés entre les fibres
(PI. 11, 5). La région profonde de la couche fondamentale se caractérise par la pré-
sence de cellules fusiformes a granules denses et de grandes cellules a vacuoles ou
inclusions claires aux électrons (PI. 11, 6). Les éléments fibrillaires entrent en contact
direct avec la membrane apicale des cellules de I'épiderme monostratifié (Pl. I,
6 et 7), assurant de la sorte une parfaite cohésion entre épiderme et couche fon-
damentale.

Comparée a celle de Halocynthia, la tunique de Phallusia mammillata est plus
épaisse (3200 [xm) et n'adhére pas a l'ectoderme (Fig. 1,2). La couche cuticulaire,
épaisse de 1 a 20 [i,m, est simple, continue, sans épaississement (Pl. 111,8). Elle
présente une structure fibrillaire assez comparable a celle des couches fondamentales
sous-jacentes, mais s’en distingue par son opacité aux électrons (Pl. I11. 8). Les
fibres de la couche fondamentale sont laches, peu nombreuses (Pl. 111, 10). Locale-
ment, elles s’associent en faisceaux plus ou moins paralléles entre eux, plus rarement
en lamelles paralléles (PI. 111, 11). La couche fondamentale est traversée par des
lacunes sanguines ou sont visibles différents types cellulaires (PI. 111, 9). Les élé-
ments cellulaires de I'espace interfibrillaire sont peu nombreux (Pl Ill, 8 et 10).



PLANCHE 1

Couche cuticulaire (c,c.) et région distale de la couche fondamentale (c.f.) de la tunique
de Halocynthia papillosa.

1 : Coupe dans la base d’'une épine montrant I'épaississement de la c.c. (fleche) et
la direction axiale des faisceaux de fibres (f.) de la c.f.; c.g. : cellule granuleuse.

2 . Extrémité apicale d’'une épine; f : fibres cuticulaires a orientation paralléle au
bord de I'épine,

3 : Zone de jonction c.c. - c.f. : les fibrilles (f) se poursuivent dans les deux couches.

4 : Vue génerale de la couche tunicale périphérique entre les épines cuticulaires.
La couche cuticulaire c.c., est mince et sinueuse; c.g. : cellule granuleuse; c.v. : cellule
vacuolaire
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PLANCHE 11

Aspects de la couche fondamentale (c.f.) et de I'épiderme (Ep.) de la tunique de Halo-
cynthia papillosa.

5 : Région moyenne de la c.f. montrant I’'organisation des fibres en lamelles succes-
sives (*) et la présence de cellules granuleuses (c.g.) et de matériaux granulo-filamenteux
(fleches) entre les faisceaux de fibres.

6 : Région supraépidermique de la couche fondamentale; c.g. : cellules granuleuses;
c.v. : cellule vacuolaire.

7 : Jonction épiderme (Ep.) — couche fondamentale de la tunique : les fibrilles (f.)
sont étroitement associées a la membrane apicale des cellules épideriniques (astérisque).



PLANCHE 111

Couche cuticulaire (c.c.) et couche fondamentale (c.f.) de la tunique de Phallusia
mammillata.

8 : La c.c., dense aux électrons, est irréguliére, sans épaississement caractéristique;
c.t. : cellule tunicale.

9 : Partie d’'une lacune hémocoelienne (lac.) limitée par un lacis plus ou moins
dense de fibrilles (astérisque) et contenant des cellules hémocoeliennes (c.h.).

10 : Aspect typique de la c.f. : les fibrilles sont laches, peu abondantes, sans
organisation apparente.

11 : Localement, les fibrilles peuvent s’associer en faisceaux lamellaires (fleches)
plus ou moins paralleles entre eux.



Il. Composition chimique des tuniques (Tab. 1)

— Teneur en eau : la teneur globale en eau des tuniques est élevée, respective-
ment de 79 % chez Halocynthia, et de 92 % chez Phallusia. Si I'on tient compte
de I'épaisseur relative des deux couches tunicales, cette eau est surtout localisée
dans la couche fondamentale chez Halocynthia, tandis que chez Phallusia, les deux
couches tunicales présentent une teneur comparable (93,8 % dans la couche cuticu-
laire et 89,3 % dans la couche fondamentale).

TABLEAU 1

Composition chimique de la tunique, de la couche cuticulaire (c.c.) et de la couche
fondamentale (c.f.) de « Halocynthia papillosa » et de « Phallusia mammillata »

Halocynthia Phallusia
tunique c.c. c.f. tunique c.c. c.f.
Poids frais en % du poids
frais total 100 23 77 100 57 43
Poids sec en % du poids
sec total 100 44 .4 55,6 100 43,9 56,1
Teneur en eau en % du PF 79 60 84,7 92 93,8 89,3
Poids see aprés déshydrata-
tion (en % du PF (PS 1) 21,0 40,2 15,3 8,0 6,1 10,5
Poids see aprés broyage et
déshydratation (en % du
PF) (PS 2) 14,5 17,6 13,6 4,9 5.6 4,0
Fraction «H ydrosoluble &
en % du PS 1 30,9 56,3 11,0 38,5 8,9 61,6
dont m~ protéines 4,6 2,7 6,1 3,8 4,1 3,5
— D (-f) glucose 3,9 0,4 3,6 4,1 1,3 6,2
— résidu non déterminé 24,1 53,1 L4 33,1 3,4 51,8
Fraction Fibreuse
en % du PS 1 69,1 43,7 89 61,4 91,8 38,1
dont — matériaux alcalo-
solubles (protéines) 7.1 15,2 1,0 1,4 1,3 1,3
— matériaux non solu-
bles dans KOH
(= «tunicine ») 62,0 28,6 88 60 90,2 36,8
dont — cellulose 32,2 6.2 52,4 37,0 65,6 14,9

— résidu insoluble 29,9 22,4 35,6 23,1 24,6 21,9



On remarque que le poids sec relatif de chacune de ces deux couches est remar-
guablement constant chez les deux espéces étudiées puisqu’il est respectivement de
44 % du poids sec total de la tunique pour la couche cuticulaire et de 56 % pour
la couche fondamentale.

— Importance et composition de la fraction hydrosoluble : aprés traitement par
les ultrasons, les substances hydrosolubles représentent globalement 30 % du poids
sec de la tunique chez Halocynthia et 38 % chez Phallusia. Cette fraction est toute-
fois treés différente selon le niveau de la tunique considéré. Chez Halocynthia, elle
représente 59 % du poids sec de la couche cuticulaire contre 11 % seulement de
celui de la couche fondamentale. Chez Phallusia, la situation est inversée : la frac-
tion hydrosoluble entre pour plus de 61 % dans la composition de la couche fonda-
mentale et pour 8,9 % seulement dans la couche cuticulaire. Cette fraction comprend
de 20 a 30 % de protéines, du D(+ ) glucose libre et de petits polymeéres de glucose
aisément hydrolysables par I'acide acétique. De plus, la répartition de ces consti-
tuants varie d'une espéce a l'autre et d’une couche tunicale a lI'autre : chez Halo-
cynthia, les protéines et le glucose se retrouvent surtout dans la couche fondamentale
et dans la couche cuticulaire chez Phallusia.

— Importance et composition de la fraction fibreuse : I'observation au microscope
électronique a transmission des résidus obtenus aprés broyage des tuniques dans
I’eau révele que cette fraction est exempte de matériaux cellulaires et qu’elle est
essentiellement composée d’éléments fibrillaires. Elle représente quelque 70 % du
poids sec de la tunique chez Halocynthia et 62 % chez Phallusia. En considérant
les couches de chaque tunique, la part relative de cette fraction est deux fois plus
importante dans la couche fondamentale que dans la couche cuticulaire chez Halo-
cynthia (43,7 et 89 %), alors que ce rapport s’'inverse quand on considére les couches
correspondantes chez Phallusia (91,8 et 38,1 %).

a) Fraction soluble (protéines) et fraction insoluble («tunicine ») dans KOH a chaud

Proportionnellement, la fraction protéique associée a la fraction fibreuse et
soluble dans les alcalis a chaud est relativement peu importante, que ce soit dans
la couche fondamentale de Halocynthia (environ 1 % du PS de cette fraction) ou
dans les deux couches tunicales de Phallusia (plus ou moins 1 % a quelque 1,3 %).
Par contre, elle constitue plus du tiers de la fraction correspondante au niveau de
la couche cuticulaire de Halocynthia.

L'importance de la fraction non soluble dans les alcalis & chaud, ou «tunicine »,
dans les diverses couches tunicales varie suivant un rapport inversément propor-
tionnel a celui des valeurs déterminées pour la fraction protéique alcalo-soluble. On
peut noter cependant que la tunicine représente pour la tunique prise dans son
ensemble au moins 90 % de la fraction fibreuse que ce soit chez Halocynthia (90 %)
ou Phallusia (98 %).

D’autre part, la part prise par la cellulose dans la composition de la tunicine
varie d'une maniere significative suivant I'espece et les régions tunicales que I'on
considére. Elle constitue en effet respectivement 20 et 60 % de la tunicine associée
a la couche cuticulaire et a la couche fondamentale de Halocynthia, 70 et 40 % de
la tunicine des deux couches correspondantes chez Phallusia.

Plus important dans la tunicine associée a la couche cuticulaire de Halocynthia
(i 80 %), le résidu résistant a l'action répétée des solutions alcalines a chaud et
des solutions enzymatiques (pronase, cellulase) représente environ 40 % de cette
fraction dans la couche fondamentale de cette espece tandis qu'il représente respec-



tivement 27 et 60 % de la couehe cuticulaire et la couche fondamentale de Phallusia.
Au microscope optique, ce résidu se présente comme des lamelles constituées d'un
matériel amorphe, non fibreux.

b) Caractérisation histochimique

Les résultats des réactions histochimiques testées sur le matériel fibreux et sur
la fraction résiduelle insoluble dans les alcalis & chaud et dans les solutions enzy-
matiques, respectivement chez Halocynthia et chez Phallusia sont reportées dans le
Tab. 2. De I'examen de ce tableau, il ressort que le profil histochimique des couches
tunicales correspondantes est fort comparable dans les deux espéces étudiées. En
effet, le matériel fibreux manifeste une réaction positive pour les mucopolysaccha-
rides acides sulfatés, pour les protéines riches en résidus tyrosine et pour les radicaux
disulfures, ces deux derniéres réactions étant particulierement positives au niveau
des couches cuticulaires. Comparativement, la fraction insoluble se caractérise par
I'absence de protéines riches en résidus tyrosine et de mucopolysaccharides neutres
ou acides. Par contre, la mise en évidence de liaisons —S—S— y est nettement
positive, notamment au niveau de la couche cuticulaire, dans les deux espéces
étudiées.

discussion

La tunique ou test des Tuniciers est une structure vivante qualifiée de mésen-
chyme périphérigue (8 rien, 1937) ou encore de conjonctif physiologique (Peres,
1948). Outre le rdle de protection et de soutien qu’on lui attribue généralement, elle
peut servir selon les circonstances de rein d'accumulation a l'adulte et de milieu
nutritif au bourgeon (codeaux, 1964). D'un point de vue biomécanique, elle sert
de point d’'appui a lI'animal dans les mouvements de contraction dont elle limite
I'amplitude en fonction de sa souplesse propre. A cet égard, les tuniques des Ascidies
Halocynthia papillosa (Stolidobranche) et Phallusia mammillata (Phlébobranche) se
présentent comme des systemes trés différents. La premiere est coriace et dure,
parfaitement déformable, élastique et étroitement associé a I'assise épidermique
sous-jacente; la seconde est turgescente, peu déformable et peu élastique, sans
relation apparente avec I'épiderme. L’ensemble de nos observations montrent que
les matériaux de base (eau, protéines, polysaccharides, protéoglycanes), qui entrent
dans la composition de ces tuniques, sont qualitativement fort semblables. Parmi
ces matériaux, on peut rappeler la cellulose dont la présence chez les Tuniciers leur
confere un caractere exceptionnel dans le regne animal. L’étude comparée de la
structure des tuniques et I'analyse quantitative de leurs principaux constituants
révélent néanmoins que l'organisation ultrastructurale et la distribution des maté-
riaux varient non seulement suivant l'espéce considérée, mais également selon la
région tunicale examinée. Ces particularités peuvent étre mises en relation avec les
propriétés de dureté, de souplesse ou de rigidité, d’élasticité ou de résistance aux
déformations mécaniques d’origines diverses.

1 La couche fondamentale

La couche fondamentale présente les caractéristiques générales des tissus con-
jonctifs au sens large. Elle est en effet constituée des trois composantes classiques,
a savoir des éléments cellulaires — une substance fondamentale et des éléments
fibrillaires, dont I'importance et I'organisation varient d’une espéece a l'autre et d’'une
couche tunicale a l'autre.



Caractérisation histochimique de la fraction fibreuse des tuniques de «Halocynthia » et «Phallusia » respectivement avant
(= «fibres ») et apres traitement pir les solutions alcalines a chaud et par les solutions enzymatiques (pronase, cellulase) (= «résidu »)

Halocynthia papillosa Phallusia mammillata

couche couche couche couche
cuticulaire fondamentale cuticulaire fondamentale

Substances ou radicaux mis en Réaction Fibres Résidu Fibres Résidu Fibres Résidu Fibres Résidu

en évidence

Mucopolysaccharides neutres P.A.S. — — — — — — — —

Mucopolysaccharides acides Bleu alcian + — + — + — + —

Mucopolysaccharides acides Bleu alcian + — + — + _ + _

sulfatés

Mucopolysaccharides acides Bleu alcian — — — — — _ _ _

carboxyliques

Groupes réducteurs Ferricyanure + + + + + + + +
ferrique

Phénols (tyrosine) Millon + — + — + _ + _

Radicaux-SH Ferricyanure — — — — — — — _
ferrique

Radicaux-S-S Acide performique- + + + + + + + + o+ + +

Bleu alcian

vl = NOILISOdWOD 13 FHNLONYLS

INdOINNL



a) La substance interfibrillaire (ou fondamentale) et les éléments cellulaires

Ces deux composantes sont aisément séparées de la fraction fibreuse par broyage
dans l'eau et centrifugation. Les matiéres séches qui les composent constituent ce
gue nous avons appelé la fraction hydrosoluble et représentent 11 % seulement du
poids sec de la couche fondamentale chez Halocynthia contre 62 % chez Phallusia.
Ces valeurs s’expliquent par la structure des deux types de tuniques ou on assiste
d’'une part au développement considérable du systéme fibreux chez Halocynthia et
d'autre part a l'existence de nombreuses lacunes et a une dispersion des éléments
fibrillaires chez Phallusia.

Le nombre, l'origine et la fonction des cellules tunicales demeurent des sujets
trés controversés (Goodbody, 1974, Barrington, 1974; De Le¢o et al., 1981;
Welsch, 1984). Sans qu'il soit dans notre intention de résoudre cet aspect du pro-
bléme, on peut raisonnablement considérer qu’outre la présence de certaines cellules
a caractére transitoire et/ou spécifique (ferrocytes, vanadocytes, phagocytes, ...), il
existe une catégorie de cellules qui jouent un role de premiere importance dans
I’élaboration et le dépdt des matériaux tunicaux. L’activité de ces cellules («mature
morula cells » et « dispersed vesicular cells »de smitn, 1970a — correspondant respec-
tivement aux «cellules granuleuses » et aux «cellules vacuolaires » de stievenart,
1971), d’origine hémocoelienne, jointe a celle de I'épiderme, assureraient la crois-
sance continue et les réparations du tissu tunical au cours de la vie de lI'organisme
(voir ci-apres).

La substance fondamentale est d’apparence homogéne, peu dense aux électrons-
Il semble bien établi qu’elle est composée en grande partie d’eau d’'imbibition (stie"
venart, 1971 ; présents résultats : respectivement 84,7 % et 89,3 % du poids frais
chez Halocynthia et Phallusia) et qu’elle contient de nombreux composés mucopoly”
saccharidiques acides (R obinson €t al., 1983). Chez Halocynthia, ces derniers seraien
principalement de nature sulfatée (stievenart, 1971), ce qui parait confirmé pa
I'extraction de plusieurs glycanes sulfatés hydrosolubles (A 1bano €t Mourao, 1983*
1986), dont le galactane sulfate (toaa et al., 1978) et la chitine sulfate (A nno et al.,
1974). Des sites récepteurs de la WGA (« wheat germ agglutinin »), lectine spécifique
des résidus N-acétylglucosamines, ont été également localisés au moyen de particules
d’or colloidal au niveau de l'espace interfibrillaire de la substance fondamentale de
Halocynthia (van Daete €t Gorriner, 1984). Les mucopolysaccharides acides sul-
fatés constitueraient également une part importante de la substance fondamentale
de Phallusia (stievenart, 1970). Ces mucopolysaccharides ne seraient pas des
dérivés de l'acide hyaluronique (Endean, 1961). La fraction hydrosoluble de la
couche fondamentale renfermerait également des acides aminés libres (m o rris €t al.,
1982) ainsi que du glucose libre, de petits polymeres de glucose et des protéines
(présent travail). Ces protéines correspondraient aux protéines riches en groupes
sulphydrylés signalées par stievenart (1970, 1971) et dont nous ne retrouvons pas
trace au niveau des fibres isolées. L'existence de protéines, glycoprotéines (Tsuchiya
et susuki, 1962) ou mucoprotéines (Barrington €t Thorpe, 1968), au sein de a
substance interfibrillaire de certaines espéces d’Ascidies parait ainsi confirmée.
Cependant, si ces observations constituent une hypothéese de travail intéressante,
leur interprétation exige la prudence dans la mesure ou la présence de ces consti-
tuants dans la substance fondamentale des tuniques peut étre le résultat d’'une
contamination (en provenance des éléments cellulaires par exemple) due au mode
de préparation de I'extrait aqueux. Toutefois, cette contamination devrait étre
limitée en raison de la pauvreté en cellules tunicales des deux especes étudiées.



b) Le systéeme fibreux

Tres importante dans la couche fondamentale de Halocynthia (prés de 90 %
du poids sec), la fraction fibreuse représente quelque 38 % seulement du poids sec
chez Phallusia. L'analyse chimique et les tests histochimiques révelent que, quali-
tativement, cette fraction est comparable chez les deux espéces. On y distingue en
effet trois composantes essentielles : une composante protéique alcalo-soluble, une
composante fibrillaire cellulosique comparable aux fibrilles de cellulose | végétale et
bactérienne et une composante résiduelle insoluble dans les bases a chaud et les
solutions enzymatiques (pronase, cellulase), ces deux derniéres composantes formant
la fraction alcalo-insoluble des fibres, la tunicine dans le sens défini par smitn et
Dehner (1970, 1971). L’étude ultrastructurale des deux types de tuniques montre
d’'autre part qu’il existe un plan d’organisation du systeme fibrillaire trés différent
dans la couche fondamentale des deux especes.

Composition chimique : si ce n’est sa nature protéique, la composition de la
fraction fibreuse alcalo-soluble de la tunique de Phallusia, comme celle de Halo-
cynthia, est totalement hypothétique. La présence de fibrilles de pseudo-collagene et
de pseudo-élastine, en plus du matériel fibreux de nature cellulosique (= tunicine)
est signalée chez le Phlébobranche Ciona (patricoto €t De Leo, 1979). Mais chez
Halocynthia, comme chez d’autres espéces d’'Ascidies, lI'absence d’hydroxyproline
dans les hydrolysats de cette fraction (smith €t Denner, 1970, 1971), ne plaide
guére en faveur de cette interprétation. A I'heure actuelle, il n’est guére possible
d’affirmer avec certitude, du moins chez Halocynthia et Phallusia, si cette fraction
protéique correspond a un systeme fibrillaire distinct de la tunicine ou si elle est
associée a cette derniére comme le supposent certains auteurs (Hair1 et saxi, 1961 ;
smith €t Denner, 1970) ou le suggérent encore des observations récentes en micros-
copie électronique a haute résolution (van Daete €t Gorrinetr, Observations iné-
dites). Néanmoins, nos résultats histochimiques montrent qu'’il s'agit d’une fraction
protéique riche en résidus tyrosine ce qui n’exclut donc pas la possibilit¢é comme
le suggérent K rishnan €t Ramamurtni (1976) qu’elle renferme des matériaux pré-
curseurs d’un tannage quinonique. D ailleurs, chez H. papillosa, la réaction positive
a la ligueur de Fontana est maintenue aprés action de I'eau bouillante mais disparait
aprés action de NaOH a chaud (stievenart, 1971).

D'autre part, la résistance d’'une fraction non négligeable de la tunicine (résidu
insoluble, Tab. 1) aux bases a chaud et aux solutions enzymatiques, souléve évidem-
ment le probléeme de sa nature. Une telle résistance aux agents de dégradation
chimiques et/ou enzymatiques, a été signalée a de nombreuses reprises (Roche
et al., 1964; smith et Denner, 1970, 1971; K rishnan €t Ramamurtni, 1976) chez
plusieurs Ascidies (Halocynthia, Pyura, Cnemidocarpa, Polyclinum) alors que d’autres
especes, telles Corella willmeriana et Ascidia paratropa, possedent une tunicine
constituée exclusivement de cellulose (smith €t D enner, 1971). Les raisons évoquées
pour expligquer cette résistance sont diverses : présence de scléroprotéines (Roche
et al., 1964), haut degré de cristallinité de la cellulose tunicale (H un«, 1970), forma-
tion d'un complexe tripartite par association de protéines a radicaux —SH, de cellu-
lose et de mucopolysaccharides acides (K rishnan €t Ramamurtni, 1976). Chez
Halocynthia et Phallusia, nos résultats histochimiques, combinés aux observations
originales de stievenart (1970, 1971) vont également dans le sens de l'existence
d'un complexe tripartite entre cellulose, protéines et musopolysaccharides acides.
Toutefois, chez ces deux espéces, cellulose et mucopolysaccharides seraient associées
a des protéines riches en ponts disulfures, ces derniéres se retrouvant notamment au
niveau du résidu insoluble dans les bases a chaud et les solutions enzymatiques.



Organisation : Chez Halocynthia, I'association des fibres de tunicine (ou d’'un
complexe protéine-tunicine) en faisceaux et lamelles paralléles suivant une archi-
tecture spatiale hélicoidale présente une organisation et des propriétés comparables
a celles que lI'on trouve au niveau des « contreplagués torsadés ». Ce type d’organi-
sation largement décrit par Boutigana (1972) rappelle celui des cristaux liquides
en phase cholestérique (= pseudomorphose cholestérique). Il se retrouve dans de
nombreux matériaux biologiques (systeme chitino-protéique de la cuticule des
Arthropodes, systeme collagene de I'os haversien compact, des écailles de nombreux
poissons, du derme de certains échinodermes, etc ...) et leur confére une résistance
optimale aux contraintes mécaniques d’origines diverses. Lorsqu’ils ne subissent
aucun durcissement secondaire par dépdt de sels minéraux (sclérites des Crustacés
par exemple) ou par tannage protéique important (sclérites des Insectes), ces sys-
temes se caractérisent également par leur souplesse, propriété que I'on peut observer
au niveau de la tunique de Halocynthia lors des « contractions » de grande amplitude
de I'organisme. L’efficacité de ces systemes requiert, comme c’est le cas chez Halo-
cynthia (et les Arthropodes en général), une parfaite solidarité entre I'’exosquelette,
I’ectoderme et le systéme musculaire sous-jacent.

La mise en place des matériaux fibrillaires cellulo-protéiques se réaliserait par
I'intervention de deux types cellulaires bien distincts : I’épiderme, en particulier la
membrane plasmique apicale, serait directement impliqué dans le dépdt de la frac-
tion mucopolysaccharidique neutre (cellulose) et acide alors que la fraction protéique
qui lui est associée résulterait de l'activité de certaines cellules granuleuses intra-
tunicales d’origine hémocoelienne, les « morula cells » (R obinson et al.,, 1983). Des
centres organisateurs membranaires comparables aux «plaques denses » dont on
connait le réle dans le dépot et I'organisation des microfibrilles chitino-protéiques
chez les Insectes (Locke, 1970) et les Crustacés (corrinet €t cCompere, 1986) n'ont
pas été observés chez Halocynthia.

Comparé a celui de Halocynthia, le systeme fibrillaire de la couche fondamentale
de la tunique de Phallusia présente une organisation rudimentaire. Les fibres cellulo-
protéiques y sont laches, dispersées, rarement associées en faisceaux et ne consti-
tuant jamais des lits et lamelles paralléles suivant une architecture spatiale torsadée.
L’'importance relative de la substance fondamentale ainsi que la présence de nom-

breuses lacunes conférent ainsi une consistance molle a la couche fondamentale de
cette tunique.

2. La couche cuticulaire

Chez les deux especes étudiées, la couche cuticulaire se distingue de la couche
fondamentale par I'absence de cellules et par une opacité accrue au rayonnement
électronique. De plus, malgré son épaisseur relativement faible, elle constitue chez
les deux espéces plus de 40 % du poids sec de la tunique entiére. En réalité, c’est
aux propriétés de la couche cuticulaire que la tunique doit son aspect sclcrifie chez
Phallusia, sa consistance coriacée chez Halocynthia. La composition chimique de
cette couche, de méme que son organisation structurale, sont en effet trés différentes
chez I'une et l'autre espéces.

a) Substance interfibrillaire

La substance interfibrillaire de la couche cuticulaire se présente comme une
matrice dense aux électrons enrobant les fibres. Elle se caractérise, chez Halocynthia,
par une teneur en eau relativement peu élevée (60 % contre 94 % chez Phallusia)



alors que les matériaux hydrosolubles y sont comparativement plus abondants
(56 % contre 9 % seulement chez Phallusia). Ses constituants sont toutefois mal
connus. Les réactions histochimiques y réveélent la présence de scléroprotéines
(Roche etal., 1964; Kk enneay, 1966) ou encore de matériaux précurseurs du tannage
protéique (stievenart, 1970, 1971), ce qui peut étre mis en rapport avec la dureté
que présentent la couche périphérique de la tunique de Phallusia et celle de Halo-
cynthia, du moins au niveau des épines tunicales. Chez cette derniére espeéce, la
présence de substances a résidus N-acétyl-glucosamines (van Daete €t Gorfiner,
1984) n'y est pas exclue.

b) Le systéme fibreux

Comme celles de la couche fondamentale, les fibres de la couche cuticulaire de
Phallusia sont constituées en grande partie de tunicine (98 %), les trois quarts
de cette derniére revenant a la cellulose. Chez Halocynthia par contre, la cellulose
n'entre que pour 22 % environ dans la composition de la tunicine cuticulaire (contre
60 % dans celle de la couche fondamentale), la fraction protéique alcalo-soluble
représentant 35 % du systéme fibreux. La couche cuticulaire de Phallusia peut donc
étre considérée, ainsi que lI'avait déja proposé stievenart (1971), comme une simple
couche de condensation périphérique des matériaux tunicaux non cellulaires, assu-
rant un certain durcissement et la rigidité de I'’ensemble tunical.

Le probléme parait plus complexe chez Halocynthia. Méme si nos informations
sur la nature des constituants protéiques demeurent encore trés fragmentaires, il
est probable que l'organisation et la composition chimique originales du systeme
fibreux de la couche cuticulaire, jointes a celles de la matrice interfibrillaire, puissent
étre mises en relation avec les propriétés mécaniques particuliéres de cette couche.
En effet, au niveau des plagues épineuses, la couche cuticulaire est épaisse, dure,
résistante aux déformations. Les éléments fibrillaires y sont orientés parallelement
a la surface selon le grand axe de I'épine. Entre les plaques, elle se réduit a un mince
liseré (0,5 p.m) doué d’une souplesse remarquable au point qu’'une contraction impor-
tante de l'organisme entraine le chevauchement des plaques basales supportant les
épines tunicales. A cet égard, elle présente une organisation quelque peu comparable
a celle de I'épicuticule des cuticules souples soumises a des contraintes mécaniques
répétées, telles qu'on en trouve chez les Arthropodes (cfr. membranes articulaires).
C’est ainsi que la couche cuticulaire se présente comme une enveloppe continue, la
matrice dense aux électrons y assurant la cohésion des éléments fibrillaires entre
eux; ces derniers, dont l'orientation est perpendiculaire ou oblique a la surface
tunicale, assurant a leur tour un ancrage de la couche superficielle avec les strates
sous-jacentes de la couche fondamentale.
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