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[T ’ RESUME
I

& I intérét de la connaissanee de la composition chimique de la coquille des Mollusgues
Jans I cadre de discussions d’ordre phylogéndtique est 1llustré par lo eas de Neopilina
3t des Mornoplacophores.

Fj' Lanclyse chimiquo de la mabrice organique des différentea strates do In eoquille
e Neopilina galathess montre la présence de chitine ru niveau des couches calcifiées de
nacre et de prigmes. Lo chitine cab absonte au niveau du périostracum.

IE La teneur en chitine est faible (0,3 %, du poids sec déeslcifié de la coquille totale).
r . - .-y . . =

¥ La microstracture et la composition chimique de le cognille sont en faveur d'un
rapprochement des Monoplacophores et des Conchiféres primitifs.

Organic matrix of the shell and aystematic position
of Neopilina galatheas (Mollusea, Monoplacophora)

TR

SUMMARY

. ‘The intorest of the chemical composition of mellusean shells in phylogenetical
considerationa is illustrated by the case of Neopilina.

;  Chomical analyses of organic matrix of the different shell layers of Neopilira gala-
theae rovealed the presence of chitin in naerous and prism layers. Chitin is Incking in
‘periostraciim,

. The proportion of chitin is low {about 0.3 % of shcll deealcified weight).

s Bath microstructural and chemnical caracteristics are in favor of a closest relation-
ship of Monoplacophora with primitive Conchifera rather than with Amphineura.

INTRODUCOTION

Dopuis sa description par LEMcHE (1957), Neopilina galutheae o posé plus de
questions qu'elfe n'en & résolu, aux malacologistes qui s¢ sont penchés sur le pro-
bléme de Vorigine et de la phylogénic dea Mollusques.

Huit: espéces du genre Neopilina ont été découvertes et décrites depuis le coup
de drague de Ia Galathea, au large de la cote Pacifique du Costa Rica en 1952. Toutes
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x
ces espéces sont abyssules vivant entre 2000 et 7000 m de profondeur sur des fonds:
de vase; nulle n’a été observée vivante au laboratoire, ct, a fortiori, on ne connail;
rien de leur embryolcgie. F

La position phylétique des Monoplecophores actuels, et de Neopiling en poari
ticulier, est le type de probléme que peuvent contribuer & résoudre les méthodes
de la biochimie systématique, lorsque l'on manque de renseignements d’ordre
embryologique, ot lorsque les caractéres anatomiques et morphologicques sont diffiz
ciles & interpréter ou donnent lieu & des interprétations contradictoires. i

Nous ne pouvions micux choisir, pour rendre hommage an Professeur Pau
Brien, dont on sait avee quelle sagacité et quelle élégance il g'attaquait aux pluii‘
difficiles preblémes de Ia phylogén‘le animale, que d’exposer ici les résultats d’ann
lyses portant sur la coquille de Neopilinag galatheae, Nous tenterons de confron
ces résultats aux diverses théories concernant la position phylétique des Mono
placophares,

MATERIEL ET METHODES 4

Nous avons pu disposer pour ce travail de la coquille d'un individu de Neopilina
golatheae parmi les dix exemplaires récoltés an chalut le 6 mai 1952 par PExpédition:
Galathea (Station 716, profondeur 3590 m, coordonnées 9023'N, 80032'W) sur uni’
sédirsent constitué de vase argileuse de teinte sombre (LenmcrE, 1957).

Le spécimen analysé est un paratype, conservé depuis sa. découverte an Mus
Zoologique de I'Université de Copenhague. 11 nous a 6té confié pour analyse po
le Prefesseur J. KNUDSEN,

Les fragments de coquille ont été soigneuscment débarrassés dos épibiontes e
le périostracum a été éliminé A la fraiseuse. Il n'a pas été possible do séparor le
strates coquilléres pour le dosage quantitatif de la chitine. Ce dosage a éb6 entrepri
par la méthode ensymatique spéeifique déerite par I'un de nous (]EUWIAU\ 10463
1965} & laide de chitinases produites et purifides au laboratoire (JEUNTAUX, 1958
1959}, & partiv d'une seuche de Streptomyeétes, Apres déealcification par HCL 0,5N
& 200 C ot dégradation des protéines par ébullition dans une solution de NaOH 0,5 N
le matériel résiduel aprés lavage a été soumis & I'action de ces chifinases purifides;:
a pH 5,2 et 372 C. Les produits d’hydrolyse ont été incubés ensuite en présence d
chitobiase (sérum de homard dilué dix fois) ot Pacétylglucosamine dosée par 1
méthode colorimétrigue spéeifique de RErssic ef al. (1955).

La chitine « libre », non lide aux autres constituants organiques de ia enquill
(Jeuntaux, 1065) a été mesurée par dosage de I'mectylglucosamine libérée son
I'action des mémes solutions de chitinases purifiées, mais sans traitement préalabl
par la soude & chaud.

. Nous avons tenté de localiser ]a chitine au sein des strates isolées de la coquill
en employant d'une part le test du chitosane selon la méthode de Rayury (comm
pors.) et d’autrs part un test enzymatique gualitatif (observation de la résistanc
aprés traitement par NaOH 0,5 N & 1000 G et de I'hydrolyse par log chitinases puri
fides concentrées).

RESULTATS

La coquille de Neopilina galatheae est composée de I'extéricur vers lintérienr,:
d’une couche épaisse de périostracum, d’une couche de prismes et d’une couche de:;
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neere relativement mince. Nous confirmons done fa description antérieure de TRBEY
et al. (1968).

Les résultats de Panalyse quantitative du degré de calcification et de la tencur
en chitine totale et an chitine « libre » sont présentés dans le tablean L. La localisa-
tion de Ia chitine au niveau des différentes strates coquillitres est résumée dans le
tableau II.

La coguille de cette espéee est, par rapport aux autres mollusques, relativement
peu caleifiée (moyenne 95,53 %, du poids sec total do la coquille), ee que Yon pouvait
attendre d'une microstruciure de type prismes-nacre.

La matriee organique de la coquille contient de la chitine, qui représente entre
0,28 et 0,32 %, du poids sec décaleifié. La chitine « libre », dircetement accessible 4
Phydrolyse par les chitinases purifiées sans dégradation préalable des protéines,
constitue 25 %, de la quantité totals de chitine. La majeurc partie de la chitine
semble done exister sous forme « lige », ¢’est-d-dire probablement sous la forme d'un
complexe glycoprotéique.

La. chitine n’est pas répartie uniformément dans toute I'épaisscur de la coquille
{tableau II). Les deux technigues employées, test du « chitosanc» et test enzyma-
tique qualitatif, donnent les mémes résultats : la chitine est présente au niveau de
la nacre et des prismes, mais le périostracum, qui n'est pas caleifié, en semble totale-
ment dépourvu. En effet, dans ce dernier cas, lo résidu insoluble aprés traitement
per NaOH 0,8 N & 100° C pendant deux heures ne donne pas la coloration caracté-
ristique du test du chitosane, et ne se dissout pas pendant nne ineubation de doux
heures dans une solution de chitinases purifiées & pH 5,2.

1L chitine est done localisée au niveau de la matrice organique des deux couches
calcifides, Ia nacre et les prismes; les réactions aux tests gualitatifs sont plus nette-
ment positives dans le cas de la nacre, ce qui suggére que la teneur en chitine y est
plus élevée que dans les prismes.

DISCUSSION

1. — L’intérét de connaftre la nature chimigue d’une structure pour diseuter
certains problémes de systématique phylogénétique, ainsi que les limites d’applica-
tion de tels arguments, ont été envisagés par I'un de nous & propos d’autres groupes
zoologigues (JEUNIADX, 1975).

La connaissance de la composition chimigue de la matriec organique constitue
i un argument particulidrement intéressant pour interpréter Pévolution des coquilles
: des Mollusques et, partant, l'origine of I'évolution de ec groupe.

Fin effet, les coquilles de tous les Mollusques, ou du moins de tous les Conchi-
fares, sont parfaitement homologues et peuvent done étre directement comparées,
an point de vue chimique comme au point de vue morphologique. A Texception
des Polyplacophores, elles sont, au moins sur fa majeure partic de leur surface,
parfaitement anhystes et dépourvues de toute medification due & la présence do
tissus. La matrice organique de la coquille est un matérict bicn délimitd, facile &
isoler, n’impliquant pas I'usage de méthodes d'extraction compliquées susceptibles
de constituer des sources d’erreurs ou d’altération.

e S i,

Des analyses chimiques de plus en plus nombreuses fournissent une documen-
tation précieuse {travanx des équipes de DEGENS, GHISELIN, WiLBUR, FLORKIN,
MERNAxsHT, MrrrERER, HARE, Eruen, GriaorrE ct Voss-TowrcarT, otc). Bornons-
nous & sonligner que les résultats obtenus jusqu'ici pour la matrice caleaffine montrent
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d’une part une parenté de composition suffisante pour confirmer le caractére d’ho-
malogie des constituants organiques, d’antre part des différences suffisamment
gensibles pour permettre de diseuter 'évolution de la coquille dans les différentes
ignées. L'évolution chimique des coquilles peut ainsi &tre discutée parallélement
et avec les mémes critdres que son évolution morphologique.

A odté de Ja composition en acides aminés des protéines de structure {«con-
chyolines », nacroines), la présence ou Pabsence d’un groupement de nature polysac-
charidique, en P'occurrence la chitine, peuvent également étre discutées en terme
d’évolution, compte tenu du fait que la biosynthése de la chitine semble bien cata-
lysée, dans le régne animeal, par des enzymes (chitine-synthétases) homologues
(Jeuntavx, 1963, 1975). C'est principalement sous cet aspect gue nous aflons con-
sidérer le cas de Neopilina par rapport-sux autres Mollasques.

9. — Ia matrice organique de la coquille de deux espioes de Neopilina {N.
ewingd et N. bacescui) a été anulysée par MEENARSHT ef al. (1970}, aprés hydrolyse
acide. La composition en acides aminés de la trame organique calcifiée {(aprés ebra-
gion du péricstracum, du moins de sa partie externe homogéne) se caractérise par
une trds haute proportion de glycine ce qui lo rapproche nettement de la composition
d’un périostracum typique.

Par contre, ces mémes auteurs n'ont pas décelé de chitine par le test du chitosane-

Nos résultats, obtenus notamment su moyen d’une méthode enzymatique sen-
sible et spécifique, montrent au contraire que la matrice organique de Ia nacre et
de la couche de prismes de Neopiling galatheae contient incontestablement de la
chitine. Cependans, la teneur en chitine ost faible (0,30 %, du poids décalcifié, en
moyenne) ce qui peut expliguer les résultats négatifs obtenus par MEENAESHI cb
ses collahorateurs {op. ¢it.), qui ont utilisé un test peu sensible et paxfois pen fiable (1)
(bien que ce méme test nows ait donné des résultats légdrement positifs, dans le
cas présent : cf. tableau II). Nous ecroyons cette explication plus plausible que
d’ndmettre une différence de composition entre espéces d'un méme genre.

Nous proposons done de conclure que la matrice organique des couches calei-
fices do Ia eoquile des espaecs netuclles du genre Neopilina contiennent do la chitiac,
comme toubes les autres matrices caleaffines de coguilles de Mollusques anslyates
jusqu’d présent par la méthode enzymatique (JEuN1AUX, 1963; GorrmeEer, 1969;
(GLOFFINET et JEURIAUX, 1969, 1979; Pouricex, 1978; PouLicex et Voss.FoucanT,
en préparalion), mais en proportion beaucoup plus faible. La proportion de chitine
libre est nettement moins élevée, par repport & Ia chitino totale, que ehez les autres
Mollusques étudiés & cet égard (JEUNIAUX, Lc., GOFFINET ct JEUNIAUX, L., PoU-
LICEK, le.). .

3. — Considérons 4 présont les caractéres de Ia coquille de Neoptlina dans is
cadre du probléme de la position phylétique des Monoplacophores par rapport anx
putres classes de Mollusques, Résumons d’sbord briévement les diverses intorpré-
tations proposées par les auteurs i ce sujet depuis la découverte de Neopiling gala-
theae en 1952,

Levous (1957) & d’abord présenté Neopilina comme un Amphineure, apparenté
sux Polyplacopheres, ancétre des Mollusques actucls, exhibont los restes d'une

{1} Pour une discussion de la valeur relative du test du chitosane, voir RicrARDS
(1951), JeuniaUx (1963), Rasurv, JEUNIAUX, Voss-Foveanr ot POULICER [en prépa-
ration). P
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métamérie ancostrale. YoNaE (1957) sans nier le caractére primitif de ce group:
prepose d’interpréter le carnetére répétitif et pseudométamérique de certains organt
comme une adaptation & ia vie abyssale. Peu aprés, BExLEsrsauv (1360), pup
Ivaxov (1964) isolent Neopiling des Amphineurcs ot Passimilent & un ancét]
« prorhipidoglosse » des Conchiféres. LEMCHE remet lui-méme en cause ses premisr:
conclusions en 1866, et la tendance actuelle des malacologistes est de situer Neopilir, 2
et los Monoplacophores & la base de la voie évolutive des Conchiferes (Sarvixi
Prawew, 1980).

La coquille de Neopiling galatheze présente Jo méme compesition microstruct:t
rale que la coquille des Conchiférss primitifs : périostracum-prismes-nacre. Ceci e;
un argament en faveur d'un rapprochement entre Monoplacophores ef Conchifér,
primitifs, La nacre cat en effet une structure remarquable, trés hien définie (Gr
GOIRE, 1972), tout & fait caraciéristique eb exclusive des Mollusques Conchifér::
considérés eomme primitifs dans leur lignée : Archéogasteropodes et Belléropho
tides chez les (astéropodes, Proto- eb Filibranchiés chez les Bivalves, Tétrabra
chisux chez les Céphalopodes. Au contraire, les « Aculiféres», on Amphincu
{(Caudofoveata, Solénogastres et Polyplacophora), phylogénitiquement antéricuy
aux Conchiftres (SaLvini-PLawEN, 1980), ne différencicnt jamais de microstructur:j
de cc type. La couche de nacre de Neopiling galatheae est cependant trés mince. C
pourrait tre interprété comme un caractére d'évolution au sein de la lignée d
Monoplacophores éventucllement & mettre en relation aves I'adaptation de Por
nisme & up mode de vie abyssal : la minceur de la coquille des Mollusques abyssat]
est un caractire assez général (BoucHET, comm. pers.). '

La composition en neides sminés des protéines do Io matrice de Neopiii
serait semblable & celle d’un périostracum banal (MEzNARSHE et al., 1970). Une te!
composition peut &bre interprétée comme un caractére primitif : les deux entith
qui, aux stades ultérieurs de I'évolution, vont acquérir une composition caractér
tigue, ne sont pas encore parfaitement individualisées chimiquement & ce stad
évolukif, qui témoiguerait ainsi de l'apparition d'un «vrai» périostracum, si 1
accopte que le « périostracum » des cérames de Polyplacophores n'est pas I'hore
Iogue du périostracum des coquilles de Conchifére.

I absence de chitine au niveau du périostracum de Neopilina est une don
diflicile & interpréter, la composition du périostracum des autres Mellusques ét:
trés variable & ceb égard (JEUNIADX, 1963; Prrens, 1972; GOFFINET eb JEUNIA
1979; PouLicek, 1978; PouLIcEK et JASPAR-VERSALI, en préparation; PovLic
et Voss-ToucarT, en préparation).

La faible teneur en chitine des couches calcifies de la coquille de Neopil
galatheqe de méme que la faible teneur en « chitine libre » de cette matrice organiq;;
doit &tre interprétée comme un caractére évolué au sein de la lignée des Monop' |
cophores. Il apparait en offet que, & Iinverse de ce qui se passe pour les coquil:}
en régression ou internes, la tendance générale de I'évolution des coquilles exterr
de Conchiféres aille dans le sens d’une participation de moins en moins importa
de la chitine & la constitution de la magrice organigue (PoULICEK et Voss-Fouea
en préparation). La coquille des espéces primitives des autres classes de Conechife
présente en effet une teneur en chitine nettement plus élevée que celle de la coqu
de Neopilina. Cette teneur en chitine s tendance & se réduire au cour de I'évoluti
D’sutre part, les structures coquillitres des Aculiféres (spicules des Caudofoveata
Solénogastres; spicules, soies, écailles, cuticule et oérames de Polyplacophor]
montrent une tensur en chitine beaucoup plus élevée que celle observés dans g
coquille de Neopiling.
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CONCLUSION

Il semble bien que la microstructure et la composition chimique de la coquille
de Neopilina galatheae constituent un argument en faveur des théories qui situent
les Monoplacophores au niveau des Conchiféres primitifs et qui I'écartent résolument
des Amphineures. Rien ne s’oppose, & ces points de vues, & ce que les Monoplaco-
phores constituent le groupe-souche dont seraient issues les différentes lignées con-
duisant anx Gastéropodes, Bivalves et Céphalopodes actuels ainsi que le proposent
Bekreasuev {1060) et Ivamov (1064). Quelques détails de composition nous font
cependant placer Neopilina & un niveau relativement évolué au sein des Mono.
placophores.
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