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COMPOSITION CHIMIQUE DU TUBE D’UN POGONOPHORE
(SIBOGLINUM SP.) ET DES FORMATIONS SQUELETTIQUES
DE DEUX PTEROBRANGCHES?

Par

M. F. Foucarr, S. Bricteux-Gricore et CH. JEUNIAUX
Institut T.éon Fredericq, Biochimie, Université de Lidge

ABSTRACT
The chemical composition of the skeletons of two species of pterobranchs, Cephalodisous

inaequatus (ANDERssoN) and Rhabdopleura sp. and of one pogonophore, Siboglinum sp., was studied

quantitatively.
“The tubes of Sibaglinum sp. are composed of proteins (about 47 %) and chitin {about 33 %);

these two substances are probably associated in large amounts as glycoproteic complexes. The
amino acid composition suggests that these proteins belong to the class of scleroproteins. Their
composition is very different from that of collagen and keratin.

On the contrary, the coenecium of the two pterobranchs does not contain any chitin and
the amounts of proteins are much lower (19 %). The proteins are characterized by a very high
proportion of glycine (35 % of the total amount of amina acids).

La composition chimique des formations squelettiques des Deutérostomiens
primitifs, notamment des Pogonophores et des Ptérobranches n’est guere connue.

Beaucoup de zoologistes considérent traditionnellement que le coenecium des
Piérobranches est de nature chitineuse. Pourtant ANDERssoN déja en 1907, se
basant sur le pourcentage d’azote décelé dans la substance des tuhes de Cepha-
lodiscus inaequatus, avait rejeté Phypotheése d’un squelette chitineux et considérait
que ce squelette devait étre de nature protéique.

Récemment RuparL (1955) a signalé ne pas avoir observé les images de dif-
fraction des rayons X caractéristiques de la chitine, dans les tubes de Rhabdo-
pleura normanni.

Chez les Pogonophores, la présence de chitine a ét¢ mise en évidence dans les
tubes de quatre espéces différentes par BRUNET et CaruisLE (1958). RuparL
(1962) a pu confirmer ces résultats par la méthode de diffraction des rayons X.

CARLISLE (1964), par la suite, a tiré d’une étude comparative d’un Pogonop-
hore récent, Zenkevitchiana longissima (Ivanov) et de Hyolithellus micans (BiLrings),
fossile attribué par Poursen (1963) au phylum des Pogonophores, la confirmation
de Pappartenance de Hyolithellus & ce phylum.

On voit que la nature chimique de I'exosquelette des Ptérobranches est
pratiquement inconnue. Quant au tube des Pogonophores, les analyses de Car-

1 Contribution de la Station Biologique, Espegrend, Blomsterdalen, Norvége.
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LISLE se sont limitées 2 la mise en évidence qualitative de la chitine ct de quelques
acides aminés. Nous avons cherché & préciser la composition chimique de ces
formations squelettiques, & 'aide de méthodes spécifiques et quantitatives, nous
consacrant plus spécialement 4 étude du coenecium de Cephalodiscus inaequatus
(Anpersson) et de Rhabdopleura sp. (Ptérobranches) ainsi que des tubes du Pogono-

phore Siboglinum sp. (probablement Siboglinum Sfiordicum WEBB).

ORIGINFE, DU MATERIEL ETUDIE

Les tubes de Siboglinum sp. (probablement Siboglinum fiordicum WEBB' ont été
récoltés par la Station Biologique de Université de Bergen le 21 —-5—1964.
(Lieu de péche: Raunefjorden, Tellnessjden: profondeur 40 —50 métres, numéro
de référence de la station: 203 —64),

Les tubes de Rhabdopleura sp. ont été récoltés par la méme station le 30 —5 —64.
(Lieu de récolte: Hijeltefjorden, N. Brattholmen; profondeur [(0—150 métres}.
Tls étaient fixés 2 des récifs de Lophelia pertusa et de Amphelia oculala.

Les échantillons de Cephalodiscus inaequatus (ANDERSSON) nous ont été aimable-
ment fournis par le Professeur Kozrowskr de Varsovie en méme temps que des
échantillons de Graptolithes, dont I’étude biochimique a fait I'objet d’une autre
publication (Foucarrt et al., 1965).

COMPOSITION CHIMIQUE DES TUBES DE SIBOGLINUM SP.
Méthodes

Les tubes de Siboglinum sp. (probablement Siboglinum fiordicum WeEB) étaient
conservés depuis 4 mois dans P'alcool & 50 %. Aprés élimination compléte des
différentes particules accolées 4 la paroi 4 P'aide de pinces et de fins pinceaux, les
tubes ont été fendus sur toute leur longueur et les fragments d’organismes qu’ils
contenaient ont été soigneusement éliminés.

Les tubes nettoyés ont été traités par HC1 0.5 N 2 froid pendant 1 heure, puis
lavés 4 majntes reprises par de I’eau distillée. Aprés dessication, une partie du
matériel a servi i la recherche et au dosage quantitatif de la chitine, par la mé-
thode enzymatique de JEuntaux (1963). Cette méthode consiste & traiter I’échan-
tillon par des chitinases purifiées®: la chitine est totalement hydrolysée, princi-
palement en chitobiose et en chitotriose. Ces produits sont ensuite hydrolysés en
acétylglucosamine au moyen d’une solution de chitobiases. L’acétylglucosamine
est dosée par la méthode colorimétrique de RE1ss16, STROMINGER et Leromr (1955).
La méthode enzymatique, appliquée aprés un traitement par NaOH 0.5 N a 100°
pendant 4 A 6 heurcs, permet de doser la chitine totale {chitine libre plus chitine

1 Tdentification de Monsieur T. BRATTEGARD.

& La préparation de chitinases utilisée (SA,-50) provient d’une culture de Sireptomyces anti-
bioticus (WAKRSMAN et WOODRUFF) WaAKSMAN et HENRICI. La chitinase a été concentrée et purifiée
sclon la méthode de Jrumaux (1957, 1959).
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li¢e & des protéines sous forme de complexes glycoprotéiques). La méme méthode
a été éoalement appliquée A des tubes non préalablement traités par Ia soude, afin
de déterminer la proportion de chitine libre (JEUNIAUX, 1963, 1964).

Un deuxiéme échantillon a été utilisé en vue de identification du matériel
protéique participant A la constitution du squelette.

Un certain nombre de fragments ont été soumis a la réaction du biuret
(traitement par une solution diluée de CuSO, aprés alcalinisation par la soude).

D’autres fragments, privés des acides aminés libres qu’ils auraient pu contenir
par traitement au moyen de HCI dilué et lavages successifs, ont été soumis a une
hydrolyse acide de 24 heures par HC16 N a reflux. Aprés élimination de Yacide
chlorhydrique par évaporation, les difi¢rents acides aminés présents dans ’hydroly-
sat ont été identifiés et dosés par chromatographie sur colonne, a laide d’un
appareil antomatique Beckman Spinco suivant ]la méthode de SPACKMAN, STEIN
et Moore (1958).

Résultats

1) Aprés traitement par HCI dilué a froid, le poids sec des tubes de Siboglinum
sp. n’est pratiquement pas modifié, ce qui indique I’absence de sels acido-solubles
tels que les carbonates.

2) Le dosage de la chitine totale par la méthode enzymatique, aprés action
préalable de Ia soude, traitement qui entraine la libération de la chitine de ses
complexes glycoprotéiques, a permis de déceler 204 ug de chitine pour 660 pg
de tubes secs, ce qui représente environ 32.9 %, du poids sec.

3) La chitine libre directement hydrolysable par les chitinases purifi¢es, sans
trajtement préalable par NaOH a chaud, représente environ 12 % du poids
total des tubes, soit 37 % de la quantité de chitine totale.

4) La réaction du biuret met en évidence la présence de protéines dans les
fragments squelcttiques. Les tubes de Siboglinum sp. se présentent comme une
succession de zones annulaires alternativement clajres et foncées. Quelques ins-
tants aprés 'addition de GuSO, & 1 %, les zones claires des tubes prennent une
légere coloration lilas qui va s"accentuant; les zones foncées par contre deviennent
brun violace,

5) Les résultats du dosage des acides aminds, d’origine protéique, dans les
fragments de tubes de Siboglinum sont rassemblés dans le tableau 1.

Discussion et conclusions

Sur le plan qualitatif, nos résultats confirment les observations de BRUNET et
Carvisie (1958) sur les tubes de Siboglinum atlanticum, S. inermis, et S, caulleryi
ainsi que sur Zenkevitchiana longissima. Les tubes de Pogonophores contiennent de
la chitine et des protéines. La nature protéique des tubes de Sihoglinum est con-
firmée par la réaction positive au test du biuret.
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Tableau 1. Caractérisation et dosage des acides aminés
d’origine protéique, dans les tubes de Siboglinum sp.

mg/100 mg fraction
de tubessecs | molaire

Acide aspartique ............ 5.37 11.3
Thréonine -......covevvnnns 2.13 5

Sérine ... ... 3.26 8.7
Acide glutamique ........... 3.56 6.8
Prolin€ . .vvvivinraronannas 2.62 6.3
Glycocolle ................. 3.45 12.8
Alanine .......covcviiiiannn. 1.82 5.7
Cystine ...........ovuinns 3.60 4.2
Valne ..................., 2.21 5.3
Méthionine ................ 0.66 1.2
Isoleucine .............. ... 1.76 3.8
Leucine - ...ovveinenicnnnns 2.20 4.7
Tyrosine .....oovivunnnn.... 3.62 5.6
Phénylalanine .............. 2.03 3.4
Lysine ....veininnnivnnn.n. 2.03 3.9
Histidine - ................ 1.28 2.3
Arginine ... .oiiiii i 5.35 B.6
Total ...vvvviiiiiiiiniiaan. 46.95 99.6

L’examen du tableau 1 indique que les protéines interviennent pour une part
importante dans la composition des tubes de Siboglinum sp. La somme des acides
aminés d’origine protéique représente en effet 46.95 9, du poids sec, Ces protéines
se caractérisent par une teneur relativement élevée en glycocolle, alanine et sérine:
la somme des fractions molaires de ces trois acides aminés s’éléve & 27.2 9 du
total, Il faut noter également le taux important d’acide aspartique (11.3) et
d’arginine (8.6). La teneur en proline par contre est relativement peu élevée de
méme d’ailleurs que celle des acides aminés contenant du soufre.

La teneur en chitine totale s’éléve a 33 9, du poids sec. La plus grande partie
de la chitine {63 9, environ) se présente sous forme “masquée’® ( Jeuniavx, 1964),
non hydrolysable par les chitinases purifi¢es sans trajtement préalable par la soude
a chaud.

En conclusion, les tubes de Stboglinum sp. sont constitués essentiellement par
de la chitine (33 9, du poids sec) et par des protéines (environ 47 9%, du poids sec),
vraisemblablement associées en grande partie sous forme de complexes glyco-
protéiques. Les protéines des tubes de Siboglinum présentent certaines analogies
avec les scléroprotéines {teneur relativement élevée en glycocolle, sérine, alanine).
Leur faible teneur en acides aminés contenant du soufre permet d’exclure I'ap-
partenance au groupe des kératines. On ne peut non plus les ranger parmi les
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collagénes étant donné leur faible teneur en proline et leur taux de glycocolle
trop peu éleve.

Remarquons que la somme de la chitine totale et des protéines des tubes de
Siboglinum ne représente toutefois, d’aprés nos résultats, quenviron 80 % du poids
sec total des tubes.

COMPOSITION CHIMIQUE DE L'EXOSQUELETTE DES PTEROBRANCHES
CEPHALODISCUS ET RHABDOPLEURA

M¢éthodes

Les analyses que nous avons réalisées ont éié effectuées sur deux échantillons,
J'un constitué de fragments de colonies de Cephalodiscs inaequatus { ANDERSSON),
conservés dans de la glycérine, I'autre de colonies de Rhabdopleura sp. conscrvées
dans de I’alcool 2 50 %, pendant 2 mois.

Les méthodes qui ont été utilisées sont les mémes que celles qui ont été décrites
4 propos des tubes de Pogonophores. De plus, les glucides ont été recherchés par
]a méthode 3 Panthrone (DucHATEAU et FLORKIN, 1959) et la cellulose par essai
de solubilisation dans de la liqueur de Schweitzer.

Résultats
Essai de mise en évidence de chitine

1) Les tubes de Cephalodiscus, comme ceux de Rhabdopleura, se dissolvent rapi-
dement dans la soude 0.5 N & 100°.

2) Aprés hydrolyse acide par TIC1 6 N & reflux, Panalyse chromatographique
des hydrolysats des tubes de Cephalodiscus révéle Pabsence de glucosamine.

3) L’action de solutions de chitinases purifiées sur le coenecium de Cephalo-
discus n’entraine pas la libération d’acétylglucosamine ou de chitobiose.

Ces observations confirment absence de chitine dans les formations €xo-
squelettiques des Ptérobranches, déja suggérée par ANDERSSON (1907) et par
RupaLL (1962},

Recherche d’autres glucides
Les fragments de coenecium de Cephalodiscus plongés dans la liqueur de
Schweitzer, ne subissent aucune modification. L’exosquelette de Cephalodiscus

n’est donc pas de nature cellulosique.
D’autre part, le dosage par 'anthrone n’a mis en évidence que de trés faibles

quantités de glucides. Ceux-ci, évalués en glucose, s’élévent & 7.2 pg par gramme
de substance séche.

Recherche de protéines

La réaction du biurct a été appliquée a des fragments de coenccium de
Cephalodiscus inagquatus €t de Rhabdopleura sp. Dans les 2 cas, nous avons obtenu
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une légere coloration brun violacé ce qui suggére la présence de protéines dans
ces fragments,

La chromatographie sur colonne nous a permis de mettre en évidence la
nature et les proportions rclatives des acides aminés d’origine protéique du
coenecium de Cephalodiscus. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 2.

Tablean 2. Caractérisation et dosage des acides aminés
d’origine protéique dans le coenecium de Cephalodiscus inae-
quatus (ANDERSSON),

fraction
#g/100 mg molaire
Acide aspartique ............ 1.85 8.2
Thréonine ................. 0.77 3.8
Sérine ... ... 0.75 4.2
Acide glutamique ........... 2,06 8.3
Proline .................... 1.85 9.5
Glycocolle ...... ereraniaaa. 4.42 35.0
Alanine ................... 1.00 6.6
Valine .................... 0.94 4.7
Isoleucine ................. 0.72 3.2
Teucine ...........cuvv.... 0.69 3.1
Tyrosine ...........cou.,... 0.22 0.7
Phénylalanine .............. 0.60 2.1
Lysine ........... ..., 1.02 4.1
Histidine .................. — —
Arginine ................... 1.95 6.6
Total ..., 18.84 100.1

Discussion des résultats

Contrairement & ’opinion courante, les formations exosquelettiques des Ptéro-
branches ne contiennent pas de chitine. La présence de protéines est suggérée
par une réaction faiblement positive au test du biuret.

Le coenecium de Cephalodiscus libére par hydrolyse acide une quantité d’acides
aminés, vraisemblablement d’origine protéique, correspondant  18.8 9/, du poids
sec.

La caractéristique principale des protéines décelées est la haute teneur en
glycocolle. La fraction molaire de cet acide aminé atteint 35 % tandis qu’elle
varie de 8 & 10 %, dans le cas des acides glutamique et aspartique et de la proline,
le taux des autres acides aminés étant de loin inférieur, Ii y a également lieu de
remarquer ’absence d’histidine, -

Outre ces protéines, nous avons pu déceler dans le coenecium de Cephalodiscus,
de faibles quantités de glucides par la méthode 4 I’anthrone. Cependant la
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majeure partie (80 %, environ) de la substance organique constituant le tube des
Ptérobranches reste encore & identifier.

RESUME

La nature chimique du tube d’un Pogonophore, Siboglinum sp., et des forma-
tions squelettiques de deux Ptérobranches, Cephalodiscus inaequatus (ANDERssON)
et Rhabdopleura sp. a été étudiée au moyen de méthodes quantitatives.

Les tubes de Sthoglinum sp, se composent essentiellement de protéines (environ
47 9,) et de chitine (environ 33 9,), ces deux substances étant vraisemblablement
associées en grande partie sous forme de complexes glycoprotéiques. La com-
position en acides aminés de les protéines s’apparente a celle des scléroprotéines
et s’écarte profondément de la composition des collagénes et des kératines.

Le coenecium des Ptérobranches, par contre, ne contient pas de chitine et sa
teneur en protéines est beaucoup moins élevée (environ 19 9%,). Ces protéines sont
caractérisées par la proportion remarquablement élevée de glycocolle (35 9%, de
la somme des acides aminés d’origine protéique).
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