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RECHERCHE SYSTEMATIQUE
DE LA PRESENCE DE CHITINASE
ET DE BACTERIES CHITINASIQUES CHEZ
D’AUTRES MOLLUSQUES GASTEROPODES

Les rares données que I'on posseéde sur la répartition zoologique
des chitinases sont surtout qualitatives: on sait seulement que
le liquide intestinal de Helix aspersa est aussi riche en cet enzyme
que celui de H. pomatia, et que, par rapport au poids frais
total, des extraits aqueux de Lombrics ont une teneur en chiti-
nase du méme ordre de grandeur que pour H. pomatia (TRACEY,
1951).

Nous avons entrepris de déterminer quantitativement la
teneur en chitinase des liquides intestinaux d'autres Mollusques.
Afin de comparer ces résultats 4 ceux accumulés pour I'Escargot
de Bourgogne, nous avons essayé, pour quelques espéces, de
préciser la localisation de l'enzyme, ainsi que la localisation,
'abondance et la nature de la flore chitinolytique intestinale.
Nous détaillons, au cours de ce chapitre, les techniques employées
et les premiers résultats de ces recherches actuellement en cours.

A. METHODE POUR EXPRIMER QUANTITATIVEMENT LA TENEUR
EN CHITINASE DES CONTENUS INTESTINAUX,

1. Dosage de la chitinase.

Le dosage est effectué par mesures néphélométriques des
variations de trouble manifestées par la chitine en suspension,
en présence des solutions enzymatiques, dans les conditions
optimales décrites plus haut (p. 10). Pour comparer quantitative-
ment ces solutions de liquides intestinaux d’animaux différents,
nous avons choisi le liquide intestinal de H. pomatia comme
&lément de référence. Nous exprimons donc l'activité chitinasique
des solutions étudiées en Unités arbitraires de chitinase d’Helix
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pomatia {en abrégé : Unités-chitinase H. p.), en nous référant
aux courbes étalon et a la définition de 1'Unité arbitraire de chiti-
nase donnée au début de ce travail (voir p. 11).

2. Expression des Unités-chitinase.

Connaissant le nombre d’Unités-chitinase H. p. auquel cor-
respond l'activité de 1 ml de la dilution enzymatique étudiée, il
est aisé de calculer le nombre d’Unités par ml de liquide intestinal
brut. Toutefois, comme on l'a vu précédemment (p. 17), la
teneur en chitinase du liquide intestinal par unité de volume
varic sensiblement avec l'état physiologique (jeine ou pértode
d’alimentation) de I’animal. On peut corriger partiellement
cette erreur en calculant le nombre total d'Unités de tout le
liquide intestinal, dont on a mesuré exactement le volume au
moment du prélévement.

Ce mode d’expression, s’il convient pour comparer entre eux
des animaux de méme 4ge et de méme taille, entraine une dispro-
portion considérable des résultats lorsqu’'on compare des jeunes
a des aduites, ou des espéces de petite taille & des espéces de
grande taille. On peut éliminer cette cause d’erreur en faisant
le rapport du nombre total d’Unités du contenu intestinal au
poids frais de I'animal, diminué du poids de la coquille, s'il en a
une. En effet, la coquille de Mollusques de méme taille peut étre
extrémement variable en développement d'une espéce 4 I'autre ;
d’autre part, chez une méme espéce, des individus dont les poids
frais sans coquille sont presque identiques peuvent porter des
coquilles dont le poids varie du simple au double. (Exemples :
Deux Helix pomatia, de poids frais 25.260 gr et 23.150 gr portent
des coquilles dont les poids sont respectivement de 3.840 gr
et de 6.250 gr. Deux autres individus pesant 15.2 gr et 14.2 gr
portent des coquilles respectivement de 3.4 et 6.9 gr). Nous
conviendrons d’appeller « poids de chair » le poids frais diminué
du poids de la coquille.

Le tableau 11 compare les différents modes d’expression de la
teneur en chitinase intestinale de b lots de 2 escargots (Helix
pomatia), différents par leur Age et leur taille. C'est le rapport du
nombre d'Unités au poids de chair qui fournit les valeurs les
plus constantes.
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TaBLeEAU 11.

- i el

Lot Pds de Volume de | Nb. Unités | Nb. total | Nb. Unités par
n° « chair » Liqu. intest. par ml. A’ Unités gr. de chair
1 315 g 1 ml 30 30 0.95
2 358 ¢ 1.5 ml 22 33 .92
3 189 g 0.9 ml 19.5 17.5 0.92
4 294 g 0.9 ml 29.5 26.5 0.90
5 12,25 g 0.8 ml 15 12 0.98

3. Manipulations.

Les animaux &étudiés sont répartis en lots comtenant 1 ou
plusieurs individus. On pése I'animal frais ; on le disséque, on
dégage le tube digestif qu’on ligature $'il y a lieu, et qu'on
sépare du corps. On en récolte soigneusement tout le contenu
dans un tube gradué au 1 /10 ml. On note le volume total. On
dilue le liquide Técolté jusqu'a obtenir une transparence suffi-
sante et on centrifuge (13.000 tours par minute, en chambre
froide). On peut conserver la solution en glaciére jusqu’aun mo-
ment oit on en dose la chitinase par la méthode néphélométrique.
On calcule le nombre d’Unités-chitinase H. p. par ml de contenu
intestinal, en tenant compte de la dilution, le nombre fotal
d’'Unités, et enfin le rapport Unités/pds de chair.

Un lot d’animaux identiques peut étre ensuite utilisé pour le
prélévement aseptique du contenu intestinal, en vue de la re-
cherche de bactéries chitinasiques par la méthode des dilutions
successives et des inoculations en milieu gélosé sélectif. Les mé-
thodes de prélévement, de culture, de numération et d’identifica-
tion ont été décrites dans un chapitre précédent : (pp. 23 et sui-

vantes).

B. LA CHITINASE INTESTINALE CHEZ LES MOLLUSQUES
GASTEROPODES.

Nous avons examiné 8 espéces différentes de Gastéropodes
Pulmonés terrestres (Styllomatophores de LAMEERE, 1933) :
ces espéces renferment dans leur tube digestif un liquide visqueux,
de couleur rougeitre, analogue & celui d'Helix pomatia, doué
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d'une nette activité chitinasique. La grande espéce tropicale : TABLEAU 12, — Tener
Achatina fulica fournit un liquide particuliérement abondant et de plusienrs ga.
actif, mais des espéces de petite taille, telles que Succinea puiris
et Agriolimax agrestis possédent une chitinase intestinale a 7 Espéce Nb
peine deux fois moins abondante, par rapport au poids de chair d'individ
(tableau 12).
Achatina

Tl semble donc que la présence de chitinase dans le liquide {ulica Fer. 1} (1
intestinal est un fait commun*a tous les Gastéropodes Pulmonés Helix !
terrestres. La localisation et les variations quantitatives de la nemoralis L. 6y G
chitinase chez les espéces étudiées sont identiques & ce qu’elles 5} s
sont chez Helix pomalia : Helix pomatia L. (e

a) Localisation dans le tube digestif: En recueillant séparé-
ment le contenu des différents troncons intestinaux (estomac Helix aspersa 3
cezcum et premidre anse intestinale, intestin postérieur) de 0. F. Miill. 3} {
Helix aspersa et de Arion rufus, nous avons constaté que la
chitinase est abondante dans 'estomac, un peu moins abondante Arion rufas L. 304
dans I'intesiin moyen, et 6 fois moins concentrée dans l'intestin Limax cinereomni- 2 1
postérieur. ger Wolf, 2

b) Teneur en chitinase de I'hépatopancréas: Les hépatopan- Ag:;ig;ﬁii_ 15
créas de Avion rufus et de Achatina fulica sont lavés, séchés sur 19 } (
papier filtre, puis broyés dans un mortier sur sable. Apres centri- 8

Succinea putris L. 12 |

fugation en glaciére, on mesure le volume de liquide obtenu ;
aprés dilution adéquate, on en dose la chitinase par méthode
néphélométrique. Nous comparons, dans le tablean 13, la teneur
en chitinase des broyats d’hépatopancréas a celle des liquides
intestinaux des mémes individus,

Comme chez Helix pomatia, les extraits d’hépatopancréas de

(*} & jeun depuis 24 heure
(") A jeun depuis 48 heures
(% environ 4 heures aprés

TaBLEAU 13. — Tes

\ . " . , . . Nb.
ces deux espéces contiennent une chitinase environ 10 fois moins Espece ot con
concentrée que dans le liquide intestinal, D’autre part, chez
A. rufus, on voit que la teneur en chitinase du liquide intestinal Arion rufus L. 3, & jeus

v .. . 2, nourr:
par unité de volume diminue lorsque le Mollusque se réalimente,
tandis que la teneur en chitinase de I'hépatopancréas ne parait Achatina _
pas subir de variations. fulica Fer 1, a jew
1, & jeuw

c) Nous avons suiv
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nal est rapidement di
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Unités /ml & 9.5 Unite
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TABLEAU 42. -— Teneur en chitinase des liguides tnfestinaux
de plusieurs gastéropodes pulmonés terresives.

Nb d'Uni- A
o Nb Pds Volume ot.| o0 pspina Nb d'uni-
Esptce i e , contenu ce H tés-chit, par
d’individus | de chair [ jppestinal par n:ﬁ gr. de ch.ai[.
Achatina .
fulica Fer. 1 1) 48.5 g 34 ml 24 1.7
’ 1 482 g [ 3 ml 20 1.8
Helix '
nemoralis L. G (3} 744 g 0.55 ml 16 1.18
5} (1} 8577 g | 0.45 ml 22,5 1.15
Helix pomatia L. {moyenne de 5 mesures : 23.2 0.93
voir tableau 11}
Helix aspersa 3\ g | B8 8 | 07 ml | 17 0.85
0. F. Mill. 3} @ g1 ¢ | 06 m| 14 0.92
Arion rufus L. 3 {2 22.65 3 1.2 ml 18 0.88
2 (3 22 g | 2 ml 10 0.90
Limax cinereoni-
ger Wolf. 2 (2) 353 g | 1.4 ml 22 0.88
Agriolimax
agrestis L. 15 872 g 0.75 ml 9 0.77
19 1 (2) 811 g | 0.75 ml a9 0.83
8 357 g 0.45 ml 5 0.63
Succinea putrisL. 12 (1) 4.47 g 0.4 ml 9.2 0.81
(1) & jeun depuis 24 heures.
(%) a jenn depuis 48 heures.
{%) environ 4 heures aprés alimentation.
TaBLEAU 13. — Teneur en chitinase de Uhépatopancréas.
Espia Nb. d'individus Extrait Hépatop.| Ligu. Intestinal
pece et conditions de vie Unités fml Unités /ml
Arion rufus L. 3, & joun 48 h.° 2.2 18
2, nonrris depuis 4 h. 2.1 10
Achatina.
fulica Fer 1, & jeun 24 h. 2.75 24
1, 4 jeun 24 h. 3 29

¢) Nous avons suivi les variations de la concentration en
chitinase du liquide intestinal chez H. aspersa. Le liquide intesti-
nal est rapidement dilué au cours des & premiéres heures qui
suivent la fin du jetne, et sa teneur en chitinase tombe de 17

Unités /ml 4 9.5 Unités fml, ce qui indique I’'absence de chitinase
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dans les sécrétions glandulaires, comme nous l'avons montré
pour H. pomatia.

C. LA FLORE BACTERIENNE GHITINASIQUE INTESTINALE.

L'examen de 5 espéces de Gastéropodes nous a permis de
retrouver une flore intestinale fort semblable a celle d'H. po-
matia, contenant plusieurs millions de bactéries chitinolytiques
par gr de broyat d’organe, sauf toutefois chez Helix aspersa,
dont 1a flore parait nettement moins riche. Au point de vue de
la nature de ces bactéries, ce sont presque uniquement des
Eubactériales dont la majorité correspondent aux 4 types
de 1a flore de H. pomatia que nous avons décrits au début de ce
mémoire (p. 25). Le type I, le plus fréquent chez H. pomatica,
est encore le plus fréquent chez ces espces, sauf chez Helix
nemoralis, ol le type TT prédomine (tableau 14). La flore intesti-
nale de Achatina fulica et de Succinea putris n’a pas encore été
étudiée et fera T'objet de nos prochaines recherches.

Au point de vue de la localisation de ces bactéries, nous avons
trouvé, chez Arion rufus, deux & trois fois plus de bactéries
chitinolytiques dans le cacum (intestin moyen) que dans les
autres troncons du tube digestif. De plus, en cet endroit, la
flore est constituée en majeure partie de bactéries appartenant
au type I (70 %).

TABLEAU 14. — Flore chitinasique intestinale de quelques
gastéropodes pulmonés terrestres.

. Eubacteriales .
Nb de bact. chitina- (en %du n. total) Actino-

siques par gr. d'organe mycétes
typesI) 11 111 v

Esapéce

Helix nemoralis L. [500.000 & 1 million |[25% [50% | 5% | — —

4 millions 259, | 45%, | 15% | — —
Helix aspersa
Q. F. Miller 130.000 [ 259% [15% | — | 30% 10%
Agriolimax
agrestis L. 5 a 9 millions | 40% | 5% | 256% | 20% —

47 al10 millions | 30% | 12% | 40% | 8% —
Limax cinereo-
niger Wolf, 2.5 4 4 millions non identifiées

5 & 7 millions | 40% | 20% | — — 5%
intestin moyen
seulement : 16 millions| 70% | 15% | — — —

Arion rufns L.

A
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DES MOI

B

Tous les Gastéropod
étudiés possédent une

concentrée dans l'estor

tiennent une chitinase
déceler aucune angme
glande ni du liquide int
TYautre part, chez toute
des bactéries chitinol
intestinale d'Helix po
principalement dans ]
constatations, nous cr
Gatéropodes Pulmoenés
tube digestif des bacté
dans le milieu extéri
par certains éléments b
A ces Mollusques, et d
ration est la productio
tible de tirer profit.

Nous nous proposor
groupes de Mollusque
tion chez la Limnée (
sence de chitinase et d
fie, une comparaison
I'Escargot et de la L
de l'élément qui pe
une flore chitinasique




TERIENNE INTESTINALE

nme nous l'avons montré

INASIQUE INTESTINALE.

‘opodes nous a permis de
setnblable a celle d'H. po-
le bactéries chitinolytiques
itefois chez Helix aspersa,
riche. Au point de vue de
presque uniquement des
respondent aux 4 types
rons décrits au début de ce
réquent chez H. pomatica,
s espéces, sauf chez Helix
ablean 14), La flove intesti-
@ Ppulvis n'a pas encore été
1ines Techerches.
e ces bactéries, nous avons
ois fois plus de bactéries
stin moyen) que dans les
e plus, en cet endroit, la
> de bactéries appartenant

eniestinale de quelgues
 tervestes.

Eubacteriales
{en %du n. total) Actino-

&
es I| 11 111 v mycetes

o 150% | 5% | — -
9% | 45% | 15% | — —

% | 15% | — [30% | 10%

% | 5% | 25% |20% | —
o, | 12% | 40% | 8%, | —

non identifides

% | 20% | — | — 5%

% | 15% | — — —

DES MOLLUSQUES GASTEROPODES 43

D. CoNCLUSIONS,

Tous les Gastéropodes Pulmonés terrestres que mous avons

&tudiés possédent une chitinase intestinale. Celle-ci est surtout

concentrée dans l'estomac ; les extraits d’hépatopancréas con-
tiennent une chitinase faiblement concentrée, mais on ne peut
déceler aucune augmentation de la teneur en chitinase de la
glande ni du liquide intestinal au moment ol cette glande sécréte.
D’autre part, chez toutes les espéces oli nous les avons recherchées
des bactéries chitinolytiques semblables & celles de la flore
intestinale d’Helix pomatia pullulent dans le tube digestif,
principalement dans le cecum. Devant la répétition de ces
constatations, nous croyons pouvoir généraliser au groupe des
Gatéropodes Pulmonés terrestres la faculté d’héberger dans leur
tube digestif des bactéries caractéristiques, rares ou inexistantes
dans le milien extérieur, dont le développement est favorisé
par certains éléments biochimiques du milien intestinal communs
3 ces Mollusques, et dont une des conséquences de leur prolifé-
ration est la production d’une exochitinase dont I’héte est suscep-

tible de tirer profit.

Nous nous proposons de poursuivre ces recherches sur d’autres
groupes de Mollusques et d’Invertébrés. Une premiére investiga-
tion chez la Limnée (Pulmoné aquatique) semble indiquer l'ab-
sence de chitinase et de bactéries chitinasiques. Si ce fait se véri-
fie, une comparaison biochimique des milieux intestinaux de
'Escargot et de la Limnée serait susceptible de révéler la nature
de I’élément qui permet aux Pulmones terrestres d’héberger
une flore chitinasique intestinale.
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