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RESUME

La chitine a été recherchée dans les productions métaplasmatiques (kystes, fourreaux, loricas, coques) de 22 espéces de
Ciliés en utilisant upe micro-méthode spécifique basée sur lemploi d’une chitinase microbienne concentrée et purifiée. Sur les

22 especes étudiées, 14 élaborent des structures chitineuses. La

générale de la classe des Ciliés.

biosynthése de la chitine apparait donc comme une propriéié

SUMMARY

The presence of Chitin has been searched in the metaplasmatic productions (cysts, loricas, shells) of 22 species of Ciliata,
using a specific micromethod involving a powerful preparation of purified chitinase of microbial origin. Among these 22
species sofar studied. 14 are able to produce chitinous structures. The biosynthesis of chitin thus appears as a general property

of the Class Ciliata.

Les Protozoaires Ciliés élaborent divers types de pro-
ductions métaplasmatiques, c’est-i-dire des membranes
dures extracellulaires, parmi lesquelles on peut citer les
diverses sortes de kystes (kystes de division, de digestion
et de résistance), les fourreaux ou loricas des Vaginico-
linae et Folliculinidae, les coques ou théques des Tintin-
nides. La morphologie de toutes ces structures a été
décrite, souvent avec beaucoup de précision. En revan-
che, leur nature chimique a été peu étudice.

La composition chimique des kystes de digestion est
inconnue. Au sujet des kystes de division, on sait seule-
ment que ceux des Trichostomes Colpoda cucullus et
Bresslaua vorax sont dépourvus de chitine (BUSSERs et
TeuNmsux, 1970).

Les kystes de résistance ont fait l'objet de quelques
recherches histochimiques ou biochimiques, dont nous
ne retiendrons ici que les plus récentes, basées sur des
techniques suffisamment précises.

La présence de protéines de structure est signalée dans
les kystes de diverses espéces: Strombidium oculatum
(protéines non soufrées, FAURE-FREMIET, 1948), Col-
poda steini (protéines riches en acide glutamique, TiBBS,

# Manuscrit regu le 8 novembre 1973,

1966). L’association de protéines et de polysaccharides
est décrite dans les kystes d’Euplotes musicola (protéines
soufrées : FAURE-FREMIET et coll,, 1954), et de Fabrea
salina (DEMAR-GERVA1S, 1971). Le kyste de Blepharisma
sp. contient des hydrates de carbone (CHUNOGSOFF et coll.,
1964), ou un polysaccharide et des lipoprotéines (REPAX
et PFISTER, 1967). Bafin, le kyste de Didinium nasutum
a été analysé de manidre plus approfondie: il est fait
de 3 enveloppes concentriques, dont la plus externe
contient des polysaccharides (RIEDER, 1973), ou des
mucopolysaccharides acides (HoLT, 1972); lenveloppe
moyenne contient des polysaccharides, des lipides et des
protéines (RIEDER, 1973} et I'enveloppe interne des mu-
copolysaccharides acides (HoLT, 1972).

Dans deux notes préliminaires (Bussers et JEUNIAUX,
1970; Bussers, 1971), nous avons moniré la présence
de chitine dans les membranes kystiques de 11 espéces
de Ciliés; ces données sont reprises et discutées dans la
présente publication.

Enfin, pour les autres types de membranes métaplas-
matiques qui ne constituent pas des enveloppes kysti-
ques, la littérature scientifique fournit peu d’informa-




tion. On sait seulement que plusieurs auteurs considérent
que le fourreau fabriqué par les Folliculinidés et par les
Vaginicolidés est « chitineux » (sans preuves analytiques)
ou < pseudo chitineux » (MauPAs, 1883; FAURE-FRE-
MIET, 1904; KaHL, 1935; DocIEL, 1965). Le fourreau
produit par certains Stentor serait gélatineux (K.upo,
1966), Quant & la théque des Tintinnides, elle est, de
fagon tout aussi peu précise, décrite comme possédant
une matrice organique de nature kératineuse (BuscH,
1926) ou « pseudo-chitineuse » {[JOGIEL, 1365).

De ces données éparses, on peut tout au plus dégager
la conclusion que les membranes métaplasmatiques des
Ciliés sont faites le plus souvent de polysaccharides et
de protéines, probablement associés. .

On sait que les structures squelettiques d’origine ecto-
dermique sont, chez les Acoelomates et les Invertébrés
Protostorniens, trés souvent constitudes de chitine liée &
des protéines fibreuses telles que la conchyoline et lar-
thropodine. L'un de nous (JEUNIAUX, 1963, 1967) a émis
hypothése que la biosynthése de la chitine serait une
propriété fondamentale des ancétres unicellulaires des
Métazoaires. Dans le cadre de cette hypothése, il était
particulidrement intéressant de préciser si, au sein d'une
Classe de Protozoaires, en l'occurence celle des Ciliés,
la chitine est un constituant chimique qui entre dans la
composition de la plupart des formations métaplasma-
tiques.

Le présent travail constitue un premier inventaire de
la distribution de la chitine chez les Ciliés, basé sur
Pétude analytique des formations métaplasmatiques de
22 espices au moyen d'une microméthode enzymatique
hautement spécifique.
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Les kystes ont été obtenus & partir de cultures de
souches pures provenant de la Protistothéque du re-
gretté Professeur FAURE-FREMIET, & Gif-sur-Yvette ou
isolées par nous & partir de pidces d’eau de Belgique.

Les kystes de Fabrea salina, les fourreaux de Cothur-
nia sp. et de Parafollicullina violacea, les théques de
Ceodonellopsis schabi nous ont été aimablement fournis,
respectivement par Madame DEMAR-GERVAIS, par Mon-
sieur Gilbert DERoUX et par Mademoiselie PEUTO, & qui
nous adressons nos plus vifs remerciements.

La chitine est mise en évidence par la micro-méthode
de détection de la chitine (BUSSERs et JEUNIAUX, 1973)
basée sur ['utilisation d’'une chitinase d'origine micro-
bienne purifiée et concentrée selon la méthode de JEU-
NIAUX (1958, 1959, 1965). La chitinase ainsi préparée
est exempte de toute activité hydrolytique, a I'exception
de son activité chitinolytique optimale & 37 "C et & pH
5.2. Toutefois, pour &tre rapidement hydrolysée par la
chitinase, Ia chitine doit &tre « démasquée », c’est-a-dire
que les incrusta minéraux et les protéines associes & la
chitine doivent &tre préalablement détruits ou solubilisés.
Dans ce but, les kystes et les autres structures étudiées
sont préalablement traités par 1'acide chlorhydrique nor-
mal, éventuellement par lacide fluorhydrique a 15%
puis par ’hydroxyde de sodium normal & 100 °C pen-

dant 3 heures. Toutes Jes manipulations sont réaliséea
dans des salieres ou en lames creuses, sous le contrdle
du binoculaire; aprés chaque opération, les objets traités
sont lavés dans I'eau distillée,

Le traitement par la soude caustique normale a 100 °C
a pour effet de provoquer la décoloration des structures
organiques non dégradées et de les rendre parfaitement
transparentes. Celles-ci sont alors colorées par le Rouge
Congo 4 1% afin de pouvoir les repérer et les {ransva-
ser dans un bain de lavage puis dans ja solution tampon-
née de chitinase, oit I'on observe leur hydrolyse éven-
tuelle pendant une incubation de 4 & 24 heures.

RESULTATS

Le tableau I présente de fagon synoptique 'ensemble
des observations réalisées pendant le traitement des
kystes et autres membranes métaplasmatiques par les
différents réactifs chimiques (HCI, HF, NaOH & diverses
températures) et le résultat de I'action éventuelle de la
chitinase dans le cas oit les structures étudiées ont résisté
aux précédents traitements.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

1. Sur les 22 espéces étudiées, 14 élaborent des mem-
branes métaplasmatiques dont la composition chimigue
est, au moins partiellement, authentiquement chitineuse.
Les seules exceptions sont un Holotriche Gymnostome,
les Holotriches Trichostomes (3 espéces) et quelques
Spirotriches. La propriété de synthétiser la chitine est
donc largement répandue chez les Ciliés.

2. Les kystes de division et de résistance des 3 Tri-
chostomes étudiés sont dépourvus de chitine, ce qui
confirme les observations de TiBBs (1966) sur Colpoda
steini.

3. La matrice organique des kystes de 3 espéces
(Péritriche Telotrochidiwm henneguyi; Hétérotriches :
Blepharisma japonicum et Bursaria truncatella) n'est
hydrolysable par ia chitinase qu'aprés désilicification par
l'acide fluorhydrique. On peut donc conclure que, chez
ces espdces, la malrice organique du kyste est protégée
par des incrusta ot un <« vernis » de Silice ou de silicate.

4. La capacité de biosynthése de la chitine n'est pas
répartie uniformément au sein de la Classe des Ciliés.
Si lon reporte nos résultats sur Parbre phylétique pro-
posé par CorLiss (1960), on s’apergoit que, i une excep-
tion prés (le gymnostome Dileptus americanus), toutes
les espices étudiées qui séerétent de la chitine sont situées
sur le tronc central : il s'agit de 4 Gymnostomes Cyrto-
phores (Nassula picta, Nassula gracilis, Nassulopsis la-
genula, Cyclogramma blochmanni), un Hyménostome
considéré comme primitif (Psemdomicrothorax agilis),
& Hétérotriches (Blepharisma japonicum, Fabrea saling,
Parafollicullina viclacea, Climacostomum virens, Bursa-
ria truncatella, Phacodinium metschnikoffi).




TABLEAU 1
Recherche de Ia chitine dans les formations métaplasmatiques des Ciliés

Especes étudiées Prove- Type de
nance structure
Holotriches
Dileptus americanus Kahl lg kyste
Nassila picta Greff - g kyste
Nassula gracilis Kahl g kyste
Nassulopsis lagenula F.F. g kyste
Cyclogramma blochmuanni F.F. g kyste
Colpoda cuculiys Miller lg k. division
” " ” iz k. résistance
Bressiaua vorax Kahl Ig k. division
? ” ” lg k. résistance
Woodruffia metabolica 1. & L. g k. division
” » " g kyste
Peeudomicrothorax agilis Merm, £ kyste
Telotrochidium henneguyi F.F. g kyste
Cothurnia sp. r lorica
Spirotriches
Blepharisma japonicum g kyste
Fabrea saling Henn, g' kyste
Climacostomum virens Ehr, g kyste
Bursaria truncatella Milller lg kyste
Parafolliculina violacea Giard r fourreau
Phacodinium metschnikoffi Certes lg kysie
Euplotes inkyseans Chatton -4 kyste
Onychodromus grandis Stein i3 kyste
Oxytricha sp. g kyste
Urostyla trichogaster Stokes g kyste
Codonellopsis schabi Bal m | théque

Traitement par

HC1 M| 'HF 15 % | NaOH N 60°C } NaOH N 100°C | Chitinase
- dégradation +
— _ + lyse
— — + byse
— - + lyse
_ — + lyse
— dégradation
— + dégradation
— dégradation
— - dégradation
- dégradation
— — dégradation
- — + lyse
-+ — + lyse
— — + lyse
+ - + lyse
— — + lyse
— — 4 lyse
+ — + lyse
_ — + lyse
— _ + lyse
— — + lyse
- — dégradation
e — dégradation
- — dégradation
— — dégradation

Le tableau expose les traitemenis préalables 4 la chitinclyse et leurs effets.
Le signe 4 indique gue le traitement concerné est indispensable pour la réussite de la chitinolyse.
Le signe — indique que le traitement concerné n'a aucure influence sur les réactions ultérieures.

(1) 1g — Liége — g = Gif-sur-Yvette — r — Roscoff,

Sur les branches latérales ou distales de cette repré-
sentation phylogénétique, la capacité de biosynthése de
la chitine a été conservée chez les Péritriches (Cothurnia
sp., Telotrichidium henneguyi) et chez un Hypotriche
(Euplotes inkystans); elle manque au contraire chez les
Trichostomes (Colpoda cucullus, Bressiaua vorax, Woo-
druffia metabolica), chez 3 Hypotriches (Onychodromus
grandis, Oxytricha sp. et Urostyla trichogaster), et chez
un Tintinnide (Codonellopsis schabi). L’absence de chi-
tine au niveau des membranes métaplasmatiques de ces
derniéres espéces peut étre interprétée comme la perte
(ou le masquage) d'une propriété ancestrale largement
répandue dans les groupes de Ciliés moins évolués,

Le cas des Gymnostomes Rhabdophores est moins
clair; nous attendrons de connaitre les caractéres chimi-
ques des kystes d’autres espéces avant de conclure,

5. Moyennant cette derniére réserve, et si on admet
que la biosynthése de la chitine est une acquisition an-
cestrale des organismes unicellulaires, on peut conclure

que la perte de la propriété de biosynthése de la chitine
par les espéces sifuées aux extrémités des branches
constitue un nouvel exemple de manifestation d'une ten-
dance évolutive qui s'exprime par la perte d’un systéme
biosynthétique, tendance évolutive que l'on observe &
divers niveaux dans Ia lignée des Métazoaires (JRUNIAUX,
1963, 1965, 1971).

6. A notre connaissance, aucune recherche de la chi-
tine concernant un aussi large éventail d’espéces diverses
appartenant a la méme classe n’a été effectuée. Les ré-
sultats de cette recherche systématiguie montrent claire-
ment que la biosynthése de la chitine n’est pas une
propriété d'une ou de quelques rares espéces mais une
propriété générale de 1a Classe des Ciliés, perdue par des
espéces appartenant & des groupes évolués, situés sur des
branches latérales de Uarbre phylétique de cette Classe.

Enfin, ces observations illustrent bien le danger qui
consiste a4 vouloir conclure & la présence ou 4 I'absence
d’une substance sur la base des résultats de I'étude dune

e
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seule espéce choisie au hasard, attitude qui a conduit

certains auteurs A nier la présence de chitine dans les
structures métaplasmatiques de la Classe des Ciliés.
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