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Résumé

1. Au moyven d'ume méthode enzymatigue hautement spécifique, la chitine
a été mise en évidence et dosée chez toute une série de Mollusques, non seule-
ment chez les Céphalopodes et an miveau de stroctures oll sa présence étajt déja
connue, mais aussi dans la mnacre d’autres types de strates calcifiées de la
coquille de diverses espéces de Lamellibranches et de Gastéropodes ainsi que,
dans certains cas, au niveau des couches de prismes et du périostracum.

2. Le périostracum différe considérablement, chez les espices étudides, sous le
rapport de la préscnce de chitine et de son importance quantitative relative.
Par contre, la chitine est toujours présente dans !a matrice organique de la
nacre, ce qui pourrait conlirmer le caractére d’homologie de cette structure
a travers le phylum des Mollusques.

3. La participation de la chitine & la constitution de la matrice organique
des coquilles de Bivalves peut étre interprétée sous l’angle taxonomique ou
écologique. :

D’un point de vue taxonomique, la constitution chimique du périosiracum
d’une part est en bon accord avec 'isolement des Nuculidae au sein des Proto-
branchiés, et avec le regroupement des Arcidae ef des Glycimeridae parmi les
Filibranchiés Taxodontes. D’autre part, les Adapédontes se caractérisent par
une plus forte proportion de chitine dans les strates calcifiées de la coquille gue
chez les Anisomyaires.

D’un point de vue écologique, c’est chez les espéces fouisseuses (Adapédontes,
mais aussi Venus, Arca, Glycimeris) que la chitine est un constituant guantitati-
vement important de la matrice organique du périostracum et/on des strates
calcifiées internes. Chez les espéces fixées omn Fibres, an contraire, la chitine
manque ou n’est présente qu’en faible proportion.

Introduction

On sait depuis longtemps que les Mollusques sont capables de
synthiétiser la chitine. Cest dans les coquilles internes de divers
Céphalopodes (Sepia, Loligo, Spirula) que la présence de chitine fut
d’abord démontrée de maniére certaine au moyen de méthodes chi-
miques ou physiques adéquates (Turek, 1933 ; Meyer, 1913, 1942 ;
Lotmar et Picken, 1950 ; Rudall, 1955). Elle fut ensuite observée
an niveau de la radula et des michoires de Gastéropodes (Toth et
Zechmeister, 1939 ; Rudall, 1955 ; Runham, 1961).

Plus tard, I'un de nous (Jeuniaux, 1963, 1965) put montrer,
grice A I'utilisation d'une méthode enzymatique spécifique, sensible
et quantitative, I'exislence de chitine dans les coquilles de Mollusques
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appartenant 3 d’autres classes, 4 savoir chez PAmphineure 4cantho-
chites discrepans (oi la chitine représente 12 p. 100 du poids de la
matiére organique des cérames), chez les Gastéropodes Heliz pomatia
et Aplysia depilans (respectivement 3.0 et 7.17 p. 100 de la matiére
organique), ainsi que dans le périostracum et le calcitostracum de
I'hnitre Ostrea edulis, ol la chitine ne représente cependant que
0.58 et 0.26 p. 100 du poids décalcifié.

Plus récemment, Peters (1972) put montrer par le test qualitatif
du chitosane, la présence de chitine dans la cuticule de quatre espéces
d’Aplacophores. '

Etudiant par ailleurs un bon nombre d’espéces de Gastéropodes
et de Lamellibranches, cet anteur obtint des résultats variables d'ane
espéce A l'autre et d'une siructure 4 D'antre ; on doit toutefois tenir
compte du caractére peu fiable de la méthode du chitosane employée
dans ce cas. Mais Pefers put melire en évidence au microscope
électronique, dans les couches calcifiées de plusieurs Prosocbranches
comme dans le périostracum de denx Pulmonés et de deux Lameli-
branches, des microfibrilles correspondant selon toute évidence a des
architectures macromoléculaires de nature chitineuse, du type de
celles observées par 'un de nous {(Goffinet, 1969) dans la nacre du
Nautile.

Notons enfin que la nature chitinoprotéique du bouclier gastrique
d'un Lamellibranche et celle des dents gésiales d’'un Opisthobranche
ont pu étre confirmées par la méthode enzymatique (Arnould, 1976 ;
Arnould et Jeuniaux, 1977). La teneur en chitine y est remarquable-
ment élevée (respectivement 27.7 et 36.6 p. 100 du poids total sec).

Le présent travail présente une série de données quantitatives
sur la distribution de la chitine au niveau de diverses strates de la
coquille de Mollusques Céphalopodes, Gastéropodes et surtout Lamelli-
branches. Nous tenterons, par ailleurs, d'y trouver d'éventuels carac-
téres biochimiques taxonomiques. On peut en effet, dans certains cas,
utiliser Ia présence ou Iabscnce de chitine (c¢’est-a-dire la propriété
de biosynthétiser ce polysaccharide) comme caractére biochimique
dans le cadre de considérations d’ordre systématique ou évolutif
(Jeuniaux, 1975). Peters (1972) a discuté I’évolution des Mollusques,
notamment l'origine de la coquille, & la lumiére du critére de la
présence de chitine. Nous nous proposons, sur la base de données
quantitatives cette fois, de considérer l'intérét que peut présenter
ce caractére biochimique dans le cas des Lamellibranches dont,
conmime on sait, la systématique et la phylogénie sont périodiquement
remises en question a la lumiére de caractéres nouveaux (Thiele,
1935 ; Abbott, 1954 ; Purchon, 1963 ; Purchon et Brown, 1969).

Matériel et méthodes

o) Dosage enzymatique de la chitine

. Les échantillons sont préalablement décalcifiés par HCl 0.5 N
a4 20°C; ils sont ensuite traités par NaOH 0.5 N a 100°C pendant
6 heures afin de « démasquer » la chitine de ses complexes glyco-
protéiques et de la rendre accessible & l'action des chitinases.
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Le principe du dosage consiste a traiter I’échantillon par une
solution de chitinase concenirée et hautement purifi¢e (Jeuniaux,
1963, 1965) & pH 52 (tampon acide citriqgue-Na,HPO, 0.1 M) et a
37° C. La chitine est hydrolysée en chitobiose et chitotriose, puis
au cours d'une deuxidme étape, aprés addition de chitobiase (sérum
de homard dilué 10 fois) en acétylglucosamine que l'on dose par la
meéthode colorimétrique de Reissig et al. (1955).

A partir de la gquantité d’acétylglucosamine totale libérée au

‘cours de ces hydrolyses enzymatiques, on exprime les résultats en

mg de chitine, en multipliant les valeurs d’acétylglucosamine par le
facteur 0.92 (rapport du poids moléculaire d'un résidu d’acétylgluco-
samine dans la molécule de chitine a4 celui de Iacétylglucosamine
libre).

Les chitinases ont été préparées, isolées et purifiées, suivant
les méthodes de Jeuniaux (1958, 1959) & partir des milieux de
culture d’une\ souche de Streptomyces sp. (souche G;), hautement
chitinolytique,' que nous avons isolée & partir d'un sol de jardin.
Cette souche présente, A part I'absence de production de pigment,
les mémes caractéristiques et les mémes propriétés que celle de
Streptomyces antibioticus utilisée antérieurement par l'un de nous
(Jeunianx, 1958, 1963).

b) Qrigine et conservation du matériel

I.e matériel étudié provient principalement de Roscoff ou de
Wimereux (Manche), 4 'exception des spécimens de Naufilus et de
Miihlfeldtia, achetés dans le commerce. Les coquilles ont été pré-
levées sur des animaux vivants, isolées et soigneusement débarras-
sées de tissus (muscles ou manteau) ou d’épibiotes. Dans la plupart
des cas, elles ont été conservées a sec, sauf dans le cas des lamnelles
périostracales d’Ostrea edulis et de Mya arenaria qui ont été conser-
vées au réfrigérateur (0° C) dans de I'ean distillée saturée de thymol.
Le périostracum des valves et des siphons de Barnea candida et
de Zyrphaea crispata a éié conservé dans I'alcool 50°.

¢) Préparation et pesée du matériel étudié

L’isolement des diverses structures coquilliéres a été obtenn par
divers procédés : meulage, isolement 4 la pince sous le contréle
de la loupe binoculaire, isolementi des strates au cours de la décalei-
fication, etc. Le matériel ainsi isolé est lavé i Yeau distillée et exa-
miné a la loupe binoculaire avant tout traitement chimique, de ma-
nitre & vérifier sa propreté.

Si le matériel est calcifié, on détermine d’abord le poids sec de
denx échantillons de méme nature, aprés dessication en étuve &
90° C jusqu’a poids constant. Aprés décalcificalion par HCl 05 N
a la température du laboratoire, un des deux échantillons est lavé
a 'ean distillée et séché jusqu’a poids constant en étuve 4 90° C pour
établir le poids de « matiére organique » résiduelle. Le second
échantillon est destiné au dosage de la chitine. On en calcule le
poids sec de matiére organique résiduelle d’aprés les valeurs obfenues
pour Téchantillon précédent.

3
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5i le matériel n'est pas calcifié, il est desséché a I'étuve a 50° C
puis en cxsiccateur A la température ordinaire en présence de P,O
jusqu’a oblention d'un poids sec constant. Le matériel ainsi séchéd
4 basse température est remis ensuite en suspension dans l'ean
distillée.

Ces précaulions permettent d’éviter le raccornissement de I’échan-
tillon, qui risquerait de compromettre I'hydrolyse rapide et eompléte
du matériel chitineux par les chitinases (Jeuniaux, 1963).

Résultats

Le tableau I regroupe les données relatives & la distribution et a
Fimportance quantilalive de la chitine au nivean de diverses struec-

tures des coquilles de Céphalopodes et de Gastéropodes. Le tableau II
concerne unigquement les Lamellibranches.

Nous avons dénommé « strates internes » Pensemble des couches
calcifiées débarrassées du périostracum, lorsque les couches n'ont pu
étre jsolées et caractérisées de facon précise.

La chitine est exprimée en mg pour 100 mg de « matiére orga-
nique » résiduelle, c’est-d-dire de matériel décalcifie. L’importance
pondérale de cette fraction organique est indiguée par rapport au
poids total (calcifié) du matériel considéré.

Discussion

a) D’aprés les tableaux I et 11, il apparait que la chitine est
présente dans la coquille de toutes les espéces envisagées. Comme
nous avons montré dans le cas de Ia nacre du Nautile (Goffinet
et Jeuniaux, 1969), la chitine fait probablement partie de la fraction
« conchyoline » de ces coqgnilles.

Toutefois, la proportion de chitine est souvent trés faible (par-
fois moins de 0.1 p. 100 de la matiére organique), ce qui expliquerait,
an moins partiellement, les résultats négatifs oblenus par Peters
(1972) au moyen du test du chitosane, peu sensible.

L’absence apparente de chiline signalée par cet aunteur dans
les couches calcifiées de Glycimeris glycimeris et de Mytilus edulis
par exemple, s’explique, d’aprés nous, par la proportion particulidre-
ment faible de la chitine dans la matiére organique de ces struc-
tores. Il convient donc de considérer avec prudence les résultats

obtenus au moyen du test dn chitosane, surtout dans le cas de
résultats négatifs.

b) On peut tronver, de la chitine au niveau de toutes les struc-
tures coquilliéres, méme dans la porcelaine des Nautiles.

La chitine est un constituant permanent de la nacre, qu'il
s'agisse de nacre murale ou septale de Céphalopodes Tétrabranchiaux,
comme de nacre des coquilles de Gastéropodes ou de Lamellibranches.
La présence de chitine dans toutes les nacres étudides est un argu-
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ment supplémentaire en faveur du caractére d’homologie de cette
structure coquilliére dans tout le phylum des Mollusques.

Par contre, la proportion de chitine est trés variable au niveau
du périostracum qui peut contenir jusqu'a 7.3 p. 100 de chitine chez
un Pholadidae mais pent aussi en é&tre compléfement dépourvm,
comme chez Nucula ou Mytilus. Le manque de chitine au niveau
du périosiracum est toutefois 'exceplion. Nos résultats, 4 ce point de
vue, confirment donc ceux de Peters {(1972).

C’est an niveau de la couche de prismes que la teneur en chitine
est systématiquement le plus faible ; nous n’avons d’ailleurs pas pu
déceler de chitine dans la couche de prismes de la coguille de
Mytilus.

TapLEAU 1

Distribution et importance quantitative de la chitine au niveau de diverses strates
de la coquille de quelques Céphalopodes et Gastéropodes.

Nacre Autres structures
Espéces Matigre Chitine, Matiére Chitine,
organique mg/100 mg organique mag/10d0 mg
0/100 g de matlére g/100 g de matidre
poids total organique polds total organique
Céphalopodes
autilus pompilius B N ) 3.37(3) - Porcelaine :
Nautilus +(non dosé)
macromphalus { 3.24 (1) 2.86(3)
_ 2.22(2) 6.34(2)
Sepia officinalis — — septa du 25.8
sépion :
4.65
Loligo vulgaris — — « plume » : 17.9
100
Gastéropodes ) ;
Haltothis tuberculala 1.63 4.04 i
Monodonta lineata 1.42 '3.92
Mihifeldtia sanguinea 1.05 3.03

(1) Nacre murale ; (2) nacre septale ; (3) movenne de deux dosages.

¢) La part respective de chaque structure coquilliere dans la
quantité totale de chitine de la coquille varie donc considérablement
d’une espéce a Iautre. Ainsi, chez Nucula nucleus, il n’y a pas de
chitine dans le périostracum, tandis que cette substance est bien
représentée dans la nacre. Par contre, Arca noe et Glycimeris gly-
cimeris présentent la situation inverse : la proportion de chitine est
élevée dans le périostracum (5.58 et 2,76 p. 100) tandis qu’elle est
faible dans les sirales calcifiées internes (0.25 et 0.64 p. 100 de la
matiére organique). On ne peut donc se livrer 4 aucune généralisation
quant 4 la part constitulive que prend la chitine dans la conchyoline
des diverses struclures coquilli¢res des Lamellibranches.

d) Du point de vue taxonomique, la localisation différente de Ja-

chitine dans les structures coquilliéres est en accord.aveec l'isole-
ment des Nuculidae au sein' des Protobranchiés et le regroupement

5
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TasLeAu II-

Distribution et importance quantitative de
de la coquille de 1.

la chitine au niveau de diverses strales
amellibranches,

Pérlostracum Nacre Autres structures
Espices mat. org. [ chitine | mat. org. | chitine mat. org., chitine h
g/100 g o4 mat. g/itd g 8% mat, g/100 g % mat, ]
pds total org. pds total org. pds fotal org.
PROTOBRANCHIES i
- Nucula rucleus 100 0 0.63 1.18 N
FILIBRANCHIES ’
Taxodontes : ’
Areca noe 51.7 5.52 calcitostracum:
0.14 0.64
Glycimeris glyeimeris| 93.1 2,76 strates internes:
0.05 6.25
Anisomyaires :
Mytilas ednlis 97.8 0 0.53 0.74 prismes:
097 0 K
Pinciada . P
Margaritifera — — 1.78 0.17 .
Pinctada galsfoffi — —_ 1.60 0.19 prismes: B
217 0.05 i
Pinna nobilis 1.43 0.33 prismes:
. 1.65 0.16
Peclen maximus — 0.96 caleitostracum: | fraces
Anomia ephippium caleitostracum: | traces
0.36
Osirea edulis - 0.46-0.58 calcitostracum: 0.26
— .2
EULAMELLI- -
BRANCHES
Hétérodontes : 1
Penus sp, 80.4 4.31
Donax vittatus — 0.14 strates internes:
0.12 0.15
Adapédontes :
Solen sp. — —_ strates inlernes:
0.20 1.25
: S vablves: stmtesbinternes: 8.33
: 100 0.42 .16
Mya arenaria E siphons:
: 100 1.14
Barnea candidg 100 7.33 strates internes:
0.17 2.0
Zyrphaea crispata 100 5.49

des genres Arca et Glycimeris au sein des Filibranchics Taxodontes,

comme on le proposait nagnére.

Les valeurs toujours faibles et parfois nulles de la proportion

de chitine, qui caractérisent les dj
(que ce soit périostracum, prisme,
espéces d’Anisomyaires étudides icj

fiérentes structures de la coquille
nacre ou caleitostracum) des sept
(dix familles) apparaissent comme

un argument biochimique confirmant Ihomogénéité du sous-ordre

des Anisomyaires.

L’homogénéité des Eulamellibranches Adapédontes se marque

par I'utilisation de quantités relativement élevées de chitine comme .
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matériel polysaccharidigue associé 4 la conchyoline, tant au niveaun
du périosiracum gqu’au nivean des sirates calcifiées internes.

e) L'importance quantitative relative de la chitine dans la co-
guille des Lamellibranches peut aussi, dans une certaine mesure,
étre interprétée sous l'angle de considérations écologiques. En effet,
les espéces fouisseuses manifestent une tendance assez nette a l'utili-
sation de quantités relativement élevées de chitine pour Iédification
de la trame organique de leur coquille et, plus spécialement, pour
la constitution de son revéiement extérieur, le périostracum. C'est le
cas de Glycimeris et d'Arca, ainsi que des Adapédontes en général.
Par contre, chez les formes fixées comme Anomia ou Mytilus ou chez
les formes libres comme Pecien, la chitine fait défaut ou est utilisée
en quantité beaucoup plus faible.

It est possible que I'augmentation de la proportion de chitine
dans les complexes glycoprotéiques qui forment la trame du périostra-
cum soit en relation avec la nécessité fonctionnelle de pallier une
usure plus prononcée ou plus rapide chez les formes founisseuses ou
perforantes. Remarquons, 4 ce propos, que le revétement externe des
siphons de Lutraria [ufraria, espéce fouisseuse typique, est formé
d’'un complexe chitino-protéique, dans lequel la teneur en chitine
est particuliérement élevée (16 p. 100 dans la couche externe; 45
p- 100 dans les couches visqueuses internes) (Hunt, 1973).

Conclusion

Sur 1a base des données (uantitatives dont nous disposons actuel-
lement, on peut confirmer que la chitine est un constituant fonda-
mental primitif de la matrice organique de la coquille des Mol-
lnsques. '

En ce qui concerne les Lamellibranches, on peut tenter de sché-
maliser comme suit les principales tendances évolutives de Iutilisa-
tion de la chitine dans 1’édification de la charpente organique de la
coquille. Partant des Filibranchiés Taxodontes primitifs, chez les-
quels la chitine est employée en quantité appréciable dans les diverses
structures de Ia coquille, on constate une restriction de plus en plus
marquée de l'utilisation de ce polysaccharide dans la lignée des
Anisomyaires (peut-étre en rapport avec le mode de vie fixé ou
libre). Une tendance évolutive opposée se manifeste chez les Eula-
mellibranches Adapédontes oil, peut-étre en relation avec la vie
fouisseuse, la proportion de chitine dans Ies strates coquillitres
devient plus élevée, notamment au niveau du périostracum et du
revétement cuticulaire des siphons.

Summary

1. The wide distribution of chitin in the shells of Molluses was confirmed
thanks to the application of a quantitative and specific enzymatic method. Chitin
was found not only in Cephalopod shells, but also in mother-of-pearl, pseudo-
nacreous Jlavers, and in many cases, in periostracum and prismatic layers of
Gastropod and Bivalve shells.
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2. The presence and the proportien of chitin are highly variable in the
periostracumm of the Bivalve species studied so far. On the contrary, its
permanent presence in the organic matrix, associated with mother-of-pearl,
emphasizes the homology of this structure in the whole phylum of Mollusca.

: 3. The more or less important participation of chitin in the building of the
organic matrix of the different shell structures may be related to taxonomic
and/or ecological characteristics.

From a taxonomical point of view, on the one hand, chitin distribution is
in good agreement with the classification grouping Arcidae and Glycimeridae
among the Filibranchia Taxodoanta and isolating Nuculidae in the Protobranchia.
On the other hand, the lower rate of chitin observed in the inner calcified shell
layers of seven species of Anisomyaria and the high chitin rate in those of
four species of Adapedonta may be a further indication of the homogeneity
of bhoth taxa.

From an ecological point of view, chitin constitutes an important fraction
of the shell organic maiter in burrowing species, while this polysaccharide is
practically lacking or in very low proportions in the shells of fixed or free
species,
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