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De nombreux C i l i é s  s o i ~ t  c o n t r a c t i l e s ,  e t ,  à l a  moicdre pcrturba-  

t i o n  du mil ieu,  sous l ' i n f l u e n c e  d 'une  e x c i t a t i o n  physique ou chimique, 

l ' an ima l  s e  r é t r a c t e  brusquemcnt. Peut-on f a i r e  une analogie complète 

avec l e s  mouvements des  Métazoaires : e x c i t a t i o n  nerveuse, t ransmiss ion  

synaptiq3~e nerf-muscle, r é a c t i o n  musculaire ? Le problème s ' e s t  t o u t  de 

s u i t e  trouvé pos6. 

n i f f d r e n t e s  f i b r e s  ont  é t é  d é c r i t e s  chez c e r t a i n s  C i l i é s  e t  en 

p a r t i c u l i e r  chez l e  Spirostome. Comme un type f i b r i l l a i r e  a  e t 6  r e t rouvé  

dans l a  major i té  des  C i l i é s  c o n t r a c t i l e s ,  par  analogie,  on l u i  a  a t t r i b u é ,  

un r ô l e  i n p o r t a n t  dans l a  cont rac t ion .  C e  r ô l e  a  é t é  prouvé, semble-t- i l ,  

pour c e r t a i n s  P é r i t r i c h e s  (notamment s u r  des  V o r t i c e l l e s ) ,  mais ne l ' a  pas 

é t é ,  à n0tr.e connaissance s u r  l e  Spirostome. Aussi nous avons e n t r e p r i s  

c e t t e  démonstration. Après a v o i r  i n t e r p r é t é  l ' a c t i o n  de ~ ' A T P  e t  de d i f f é -  

r e n t s  s e l s  s u r  d e s  animaux v ivants ,  nous nous sommes a t t a c h é s  à é l imine r  

"1 ' entourage organiqueu des  f i b r e s  é tud iées ,  t o u t  en  conservant l e u r  

i n t é g r i t é .  A ce moment-là, nous avons pu t e s t e r  l e s  e f f e t s  de l a  s o l u t i o n  

de cont rac t ion ,  en  t o u t e  o b j e c t i v i t é .  Nous avons r e p r i s ,  a l o r s ,  l e s  

données u l t r a s t r u c t u r a l e s  des  au teu r s  précédents  s u r  l e s  myonèmes. Mais, 

en p lus  de ces  au teurs ,  nous avons comparé nos r é s u l t a t s  à ceux obtenus 

s u r  des  Sp i ros toa r s  f i x é s  en extension.  La mise au  poin t  d 'une  technique 

d  ' anes thés i e  s ' e s t  donc révé l6e  nécessa i r e .  

A ce s u j e t ,  l e s  protocoles  indiqués  par  la bib l iographie  s e  son t  

r é v é l é s  i n s u f f i s a n t s  pour l e  but que nous recherchions.  Il a  donc f a l l u  

adapter  une m6thode pour l e  Spirostome, en  fonc t ion  de tous  l e s  r é s u l t a t s  

d é s i r é s .  Cel le -c i  s e  s e r a i t  de tou te  manière montrée nécessa i r e  pour 

1 '6 tude cytologique, ca r  e l l e  conserve 1 ' i n t é g r i t é  topographique d e s  

s t r u c t u r e s .  E l l e  a  amené a u s s i  une p i e r r e  supplémentaire dans l ' é d i f i c e  

des  d i scuss ions  au s u j e t  de r e l a i s  nerveux éventue ls .  

Ceci nous a  f a i t  envisager  l e  processus de con t rac t ion  d e s  mYr- 

nèmes en l e  p laçant  dans une r é a l i t é  métabolique : à s a v o i r  une topogra- 

phie u l t r a s t r u c t u r a l e  calquée s u r  un ensemble fonct ionnel  (ou v i ce  v e r s a ) ,  

ques t ion  qui n ' a  jamais é t é  abordée chez l e  Spirostome. Cela reposera 

a l o r s  l e  problème de l a  con t rac t ion  elle-même : en e x i s t e  -t-il un s e u l  

type ou p lus i eu r s  types,  que l ' o n  s ' adresse  à un Protozoaire  ou à un 

Métazoaire ? 



I/ - PROBLETJlES DE LA CONTRACTION 

La contraction des Ciliés Hétérotriches, et en parti- 

culier du Spirostome entraîne certaines perturbations dans la répartition 

des organites cellulaires et il devient malaisé de localiser ces consti- 

tuants avec précision, surtout lorsque cette contraction s'effectue 

suivant un mouvement spirale (réaction décrite déjà en 1899 par JENNINGS). 

Une étude cytologique, et, comme nous y serons amenés, cytochimique correc- 

te devrait donc faire intervenir, au prdalable, une anesthésie. 

Il était donc logique de faire appel à un anesthésique. 

Toutefois, les techniques d'anesthésie, mises au point pour certains Ciliés 

par des auteurs antérieurs, nous ont montré, après vérification sur le 

Spirostome, certaines imperfections. Aussi il nous a fallu adapter une 

nouvelle méthode qui nous a obligé à reposer le problème des relais neuro- 

moteurs, sans toutefois permettre de le résoudre. Mais cette anesthésie a 

surtout permis (comme nous le verrons à la fin de ce mémoire) d 'éclairer 

d'un jour nouveau les données ultrastructurales de la contraction chez 

les Protozoaires. 

Un probleme en amenant un autre, celui de la fixation 

s'est en effet trouvé posé : la fixation d'un animal anesthésid est plus 

difficile que celle d'un individu cont,racté. Quelle différence y a-t-il 

entre ces deux états, quels sont les moyens de la combler ? Ayant peu de 

données connues, seuls les tatonnements nous ont permis de solutionner 

(de façon approximative) cette difficulté. 

I - MATERIEL 
Nos recherches ont été effectuées sur un Cilié 

Spirotriche Hétérotriche Heterotrichina (classification révisée d ' aprèz 
le comité de Taxonomie des Protozoologfstes, 1964) : le Spirostome : 

Spirostomum ambiguum Erhb. 

D'aspect filiforme, il peut atteindre 3 mm, (Pl 1, 

fig a). Très contractile, il peut réduire sa taille de la moitié à trois 

quarts. (Pl 1, fig b), ce qui amène notamment une réduction de volume de 

la vacuole pulsatile. Sa rétraction amène d'importants bouleversements 

(PI 1, fig c et d). 



Comme sa  p o s i t i o n  systématique l ' i n d i q u e ,  l ' implanta-  
une 

t i o n  des  c i l s  se f a i t  su ivan t  s p i r e  (PI 1, f i g  g ) .  Comme l ' i nd iq i l e ronb  

u l té r ieurement  l e s  photographies u l t r a s t r u c t u r a l e s ,  ces  c i l s  s o n t  s i t u é s  

dans des  s i l l o n s  ectoplasmiques. Pour ê t r e  complet avec l a  d e s c r i p t i o n  de 

morphologie ex terne ,  s igna lons  l a  présence d ' un  péristome, qu i  débute dans 

l e  t i e r s  p o s t é r i e u r  (du cô té  de l a  vacuole p u l s a t i l e )  e t  s e  termine dans 

l a  r ég ion  t o u t  à f a i t  a n t é r i e u r e  ( P l  1, f i g  e  e t  f), 

DéJà BISHOP (1927) d i v i s a i t  son cytoplasme e n  deux 

p a r t i e s  : ectoplasme e t  endoplasme. 9ans c e l u i - c i ,  e n  p lus  des  vacuoles 

d i g e s t i v e s ,  -n y trouve un macronogau p lu r i l ob6  (envi ron  18 l o b e s )  e t  de  

mul t ip l e s  micronuclei .  A l a  l i m i t e  des  deux, s e  s i t u e n t  l e s  myonèmes. 

Les ind iv idus  c o n s t i t u a n t s  nos c u l t u r e s  proviennent 

d 'une mare d e s  environs de L i l l e .  Ils ont  é t é  é levés ,  d 'abord s u r  l e  

mi l ieu  d e  SPECHT (1935)~ puis ,  pour des  r a i s o n s  de commodités, s u r  l e  

mi l ieu  de l a i t u e  ( technique analogue à c e l l e  de VIVIER pour l e s  Paramécies, 

1960, i n s p i r é 0  de c e l l e  de SONNEBORN), en tubes  à e s s a i s .  L 'appor t  allmen- 

t a i r e  s e  f a i t  avec l a  b a c ~ é r i e  K l e b s i e l l a  aerogenes. Nous avons observé, 

avec l e  Sp irostome, l e  meme phénomène que celu: d é c r i t  par  VIVIER (1960) 

e t  é t u d i é  par  ESTEVE (1968) s u r  l a  f o r v a t i o n  d 'un  "anneau de  ~ a r a m é c i e s " ,  

en  r e l a t i o n  avec l ' a p p o r t  a l imen ta i r e .  

Pour é v i t e r  t o u t e s  f l u c t u a t i o n s  p h y s i o l o g i ~ u e s ,  l e s  

prélévements ont  é t é  e f f e c t u é s  t ou jou r s  au mGme moment, 3 ou 4 jou r s  ap rè s  

l e  repiquage,  avec un apport  I . ac té r ien  cons tan t  e t  déterminé. C ' e s t  s u r  

de t e l l e s  bases  que nous avons commencé n o t r e  expérimentation. 

II/ - POSITION DES PROBLEMES 

1 ) Observation du mouvement : 

Sous l ' a c t i o n  d ' u n  f i x a t e u r ,  l ' a n i m a l  s e  r é t r a c t e  

brusquement, de  façon i r r é v e r s i b l e .  

Sous 1 ' i n f luence  de c e r t a i n s  s e l s  (que nous verrons 

en seconde p a r t i e )  ou d 'une  pe r tu rba t ion  physique ( v i b r a t i o n  ou contac t  

d 'un o b j e t ) ,  une con t r ac t ion  r é v e r s i b l e  a  l i e u .  JENNINGS (1899) d é c r i v a i t  

l a  même r é a c t i o n ,  que l e  s t imulus  s o i t  appl iqué à l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e  



LEGENDES 2E LA PLANCHE 1 

Fig a : Spirostome f ixé après anesthésie. Carmin acél;ique non diffé- 

rencié. Au niveau de la vacuole pulsatile (vp) quelques lobes 

du noyau (n) sont visibles. 

Fig b : Spirostome contracté. Carmin acétique non différencié. la 

vacuole pulsatile (v.p) est plus petite. 

Fig c : Spirostome anesthésié. Imprégnation argentique. Les différents 

lobes du noyau (n) apparaissent nettement, Grossissement : 

X 600. 

Fig d : Spirostome contracté. Imprégnation argentique. Le péristome 

(p) et le macronoyau (n) ont subi aussi les perturbations de 

la contraction. Grossissement : X 380. 

Fig e i Spirostome anesthésié. Imnrégnation argentique. ~ é b u t  du 

péristoms. Grossissement : X 1 200. 

Fig f  : Spirost,one anesthesie. Imprégnation argentique. Partie termi- 

nale du péristome, dans la région antérieure de l'animal. 

Grossissement r X 1 200. 

F-ig g : Spirostome anesthésié. Imprégnation argentique. ImplankakDoin des 

cils. Grossissement : X 1 200. 





(par rapport au sens du déplacement) à l'extrémité postérieure (du côté de 

la vacuole pulsatile), qu'il soit diffus ou localisé. Il a tendance à fuir 

la source de l'excitation. Quand la contraction a eu lieu, l'animal nage 

un peu en arrière, tout en se rallongeant. Il oscille de gauche à droite, 

et repart en nageant normalement. 

Selon CLARK (1945), un fragment de Spirostome, imrnédia- 

tement apres la section en deux, ne se comporte pas comme un animal entier. 

Chaque portion réagit au stimulus, selon la position qu'elle occupait 

initialement. Puis, la régulation aiCant, les réponses du fragment devien- 

nent conformes à celles d'un animal entier. Ceci peut mieux se comprendre, 

d'après les enregistrements microcinématographiques et par excitations 

électriques de JONES, JAHN et FONSECA (1966). Ces auteurs constatent que 

1 'extrémité (antérieure ou postérieure) située du côté du stimulus commence 

à se cont,ract,er et devient ahsi plus opaque. Pendant que le Spirostome 

se raccourcit, 1' autre extrémité devient aussi plus sombre. Ils en con- 

cluent que la contraction commence à chaque extrémité, avec une légère 

avance pour l'extrémité qui se trouve du côté de l'excitation. 

Nous avons aussi remarqué que le Spirostome ne peut 

pas rester contracté. 'urant une vibration continue, il se contracte, se 

détend, se raccourcit... En postulant l'existence des fibres contractiles, 

il n'y aurait pas de "tétanisation" possible, ce qui confirme les expérien- 

ces de stimulations électriques de KINOSITA (1938). 

Dans le but de trouver le mécanisme de ce mouvement, 

il s'est révélé nécessaire de pouvoir comparer, en cytologie, des indivi- 

dus contractés et des individus en extension. Seule une anesthésie permet- 

tait de solutionner ce problème. 

2 O )  - Mise au point d'une anesthésie : 

a) - -  Historique - -  
En vue d'inhiber la cont,raction des Ciliés, plusieurs 

méthodes ont été essayées. 

En versant rapidement le fixateur sur un grand nombre 

de Spirostomes, il est possible de récupérer quelques lndividus non contrac- 

tés. De même l'action d'un fixateur dilué (nos essais ont été effectués 

avec la glutaraldéhyde) permet de récolter quelques individus moyennement 



contractés, qui seront d'ailleurs mal fixés. L'imperfection de ces 

"méthoded' apparai t évidente. 

La bioliographie nous a révélé de très nombreuses techni- 

ques, fondées sur l'action de certains sels ou de narcotiques. Ainsi, 

l'iodure de potassium, expérimenté par 'XAiiTAR (1957) sur Stentor coer,=leur:, 

entratne sur le Spirostome une conservation assez médiocre de la longueur 

des animaux. D'autre part, le lavage avant la fixation ne pouvant être très 

rigoureux (s'il est trop poussé, l'action de l'anesthésique a tendance à 

s'estomper) il peut se former un précipité avec le fixateur. De même les 

sels de magnésium (selon WICHTERMANN, 1953) se sont révélés d'un emploi 

très imparfait. L'étude de cytonarcotisation de 3E PUYTORAC, AICRIVON et 

SERRE (1963) avec les sels de nickel, complétant des données antérieures 

(notamment THOMAS, 1935 et BOVEE, 1958) n'a pas trouvé d'application sur 

le Spirostome. Avec le sulfate de nickel, une immobilité pratiquement 

absolue a dté obtenue, mais la contraction s'est produite lors de la fixa- 

tion, même après une anesthésie de 1 heure, dans une solution à 0,s p 100 

(temps et concentrat,ion maximales). La narcotisation à l'aide du chloro- 

forme de TCHA3;YTINE (1921) s'est montrée très aléatoire, ainsi que le 

procédé à l'éther de DE BEAUCHRMP (1904) sur des Vorticelles. En plus, le 

peu d'individus manipulé ne s'est pas révClé exploitable. La méthode par 

le chlorhydrate de cocaene (GPEBECKI et KUZNICKI sur paramecium, 1961) 

est d'une réalisation délicate clle:, le Spirostome, car celui-ci a tendance 

à éclater très vite, dès que la dose est un peu trop forte. La technique 

à la gélat,ine de BOGGS (1965), difficile à mener, a donné des longueurs 

valables, mais sur un très petit nombre d'individus, tout au moins dans 

nos essais. 

Certes nous n'avons pas épuisé toutes les méthodes 

d'anesthésie et nous ne sommes peut-être pas allés jusqu'à la pleine ex- 

ploitatian des techniques essayées. Mais il est apparu que la méthode que 

nous avons mise au point donne de meilleurs résultats quant à la cmserva- 

tion de la longueur des animaux, traités en grand nombre (LEGRANIJ, 1968). 



En e f f e t ,  l a  technique à l ' a i d e  du ch îoré tone  ( a l coo l  

t r i ch lo rhu ty l iq i l e  t e r t i a i r e  ) i n s p i r é e  de COLE e t  RICEïUND (1925) e t  

VOLKONSKI (1933) a  donné d e  bons r é s u l t a t s .  

En ve r san t ,  dans une s a l i è r e  contenant  l e s  Spirostomes, 

quelques g o u t t e s  (7 à 1 2  s e l o n  l a  q u a n t i t é  i n i t i a l e  de mi l i eu )  de ch lo ré to -  

ne (à 0,3 p 100 dans 1 'eau  d i s t , i l l 6 e  ou dans l e  mi l i eu  de c u l t u r e  ) , c e l u i -  

c i  s e  t rouve t o u t  de s u i t e  d i l u é .  Tou te fo i s  l ' i m p a c t  de l a  gou t t e  peut ame- 

n e r  l a  con t r ac t ion  de  quelques ind iv idus .  Toutes  l e s  10 ou 15 minutes, l a  

dose d 'anes thés ique  versée  e s t  diminuée, pour a r r i v e r ,  au bout  d 'une heure 

à 1 ou 2 g o u t t e s  de ch loré tone .  Il f a u t  a g i t e r  légèrement à chaque f o i s .  

S i  une dose s e  r évè l e  ê t r e  t r o p  f o r t e ,  il e s t  poss ib l e  de  r e d i l u e r  l e  

mi l ieu  (avec un l i q u i d e  i s o t o n i q u e ) .  La r é v e r s i b i l i t 4  de c e t t e  anes thés i e  

permet, éventuellement,  de  récupérer  l e s  animaux. Progressivement, des  
11 t e s t s  noils montrent une p e r t e  de l a  s e n s i b i l i t é  mécanique" : si l ' o n  tou-  

che l e  Spirostome, il ne s e  con t r ac t e  pas. Par cont re ,  si l e  f i x a t e u r  e s t  

versé ,  il y a  con t r ac t ion ,  Il f a u t  donc a t t e n d r e  l a  p e r t e  de  l a  " sens ib i -  

l i t é  chimique". A ce xoment-là, l e s  Spirostomes t a p i s s e n t  l e  fond de  l a  

s a l i è r e ,  ou s o n t  d i sposés  ver t ica lement ,  l a  vacuole p u l s a t i l e  ve r s  l e  bas ,  

Le Sp i ros  tome donne a l o r s  1 ' impression d  ' ê t r e  devenu quelque chose d  ' i n e r t e  

e t  q u ' i l  e s t  soumis, de  ce  f a i t ,  aux l o i s  de  l a  pesanteur .  

En r e t i r a n t  l e  mil ieu,  on peut  a l o r s  v e r s e r  l e  f i x a -  

t e u r .  L 'anes thés ie  e s t  terminée e t  nous pouvons examiner l e s  r é s u l t a t s  

q u ' e l l e  a  donnés. 

c )  - - R é s u l t a t s  - - -  

Nous avons procédé 5 des  mesures de  longueur de Spi-  

rostomes i s s u s  d 'un  même tube .  A p a r t i r  de ce s  données, nous avons é t a b l i  

l e s  moyennes ca l cu lées  à p a r t i r  d ' u n i t é s  a r b i t r a i r e s ,  avec un micromètre 

o c u l a i r e  ( 1  U, A = 10,6 y ) .  



- 100 non anesthésiés et fixés.. : M = 27,33 

- 100 anesthésiés et fixés. ..... : M = 7 2 , k  

- 100 vivants (dans méthocel) . . . : M = 101,20 

En se référant au graphique (fig l), on peut dire que, 

globalement, l'anesthésie amène une contraction d'un quart de la longueur 

d'un individu vivant, la nnn anesthésie, une contraction des trois quarts. 
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Fig 1 : Série expgrimentale moyenne, en portant en abscisse la longueur des 
individus (en u .A)  et en ordonnée le nombre d'individus. La premt ?- 
re courbe renseigne sur la longueur des animaux contractés lors 
de la fixation, la seconde sur la longueur des animaux fixés après 
anesthésie. Ces deux courbes sont comparées à celle tracée d'après 
la longueur des animaux vivants. 



Avec ces  mêmes données, nous avons procédé A des 

mesures de surfaces de projection du Spirostome (ca r  ce c r i t è r e  d o i t  nous 

s e r v i r  pour des expériences u l t é r i eu r e s ) ,  avec un papier millimètré. 

- Surface moyenne d'une photographie de Spirostome vivant : 

9 (en U. A . )  

- Surface d'une photographie (au même grossissement) d'un 

Spirostome anesthésié : 7 

- Pour un Spirostome contracté : 3 
Disons simplement i c i  que ce c r i t è r e  est s a t i s f a i s an t ,  

compte tenu du phdnomène géomd t r ique  de l a  contract ion (augmentation du 

diamètre moyen de l ' animal) .  Ces notions seront  r ep r i s e s  dans l a  seconde 

par t i e .  

Les mesures de volumes, part iculièrement intéressan+ 

i c i ,  seront  examinées dans une au t re  s é r i e  expérimentale e t  d iscutée  

dans l a  dernière  pa r t i e  de ce mémoire. 

C e s  r é s u l t a t s  amènent ce r ta ines  remarques ; 

- Les nlesures s u r  des animaux vivants son t  assez d i f f i c i l e s  à 

ef fec tuer  de façon précise ,  l e s  Spirostomes é t a n t  t r è s  mobiles, même dans 

l e  méthocel. Celui-ci peut d ' a i l l e u r s  amenYr quelques légères  modifich Lions. 

- Toute f i x a t i o n  semble amener une légère  r é t r a c t i on  du ma 

biologique. 

- Enfin, il est possible de f a i r e  un tri. En e f f e t ,  l e s c h i d  

t iennent compte de t ou t e s  l e s  mesures effectuées.  Cependant nous pouvons 

négliger l e s  Spirostomes imparfaitement f i xé s  en pleine extension e t  oon 

se rver  l e s  animaux l e s  plus longs, ce qui const i tue  encore un 

d ' individus  s a t i s f a i s a n t .  

Ce t te  technique au point, l e s  images des coupes 

que nous observâmes Zndiquèrent une t r è s  mauvaise f ixat ion.  Il nous a -  

f a l l u  a l o r s  résoudre c e t t e  nouvelle question, en tenant  compte du but  

recherché : f ixa t ion  topographique ou f i xa t i on  cytochimique. Toutefois, il 

a é t é  d i f f i c i l e  de savo i r  qu ' e l l e  é t a i t  c e l l e  qui  s e  rapprochait l e   pl^ 

de l a  r é a l i t é .  Nous avons d t é  obligés, pour cela ,  de nous a ide r  de micro- 

photographies u l t r a s t r uc tu r a l e s .  



3") Problème de la fixation 

En effet, cette possibilité, pour le Spirostome, de 

se contracter très brutalement doit atre en relation avec la fluidité et 

le peu de densité du cytoplasme, ce qui semble justifier la difficulté 

de la fixation. 

Dans des conditions dites normales, le Spirostome se 

fixe très mal, quel que soit le fixateur utilisé et quel que soit le temps 

de fixation (parfois de d'heure 24 heures). A température du labora- 
V 

toire, le fixateur de Helly (avec ou sans formol) montre de larges 

déchirures dans le cytoplasme. (Pl II, fig a). D'autres fixateurs : le 

Bouin, le Bouin-Hollande, le Duboscq-Brasil, le formol 10 p 100, le formol 

4 p 100 tamponné, l'alcool acétique, le Flemming, la glutaraldéhyde, ont 

donné des résultats variables, mais médiocres. 

Pour nos besoins cytochimiques, nous avons surtout 

travaillé la fixation au Helly sans formol. A température ordinaire 

(18' C environ) la fixation est très mauvaise (PX II, fig a). A froid 

(5" C) le réticule de l'endoplasme est plus ténu mais la Fig b de la 

pl II montre quand même de nombreuses petites ruptures. A 50" C ce réticule 

n'apparait plus, mais de gros grains s'observent dans le cytoplasme 

(PI II, fia c). Il semble que nous ayons ici un artéfact car, en microsco- 

pie électronique, ces grains ne correspondent à aucune structure. Aussi 

nous avons adopté une température de fixation d'environ 35" C. Bien que 

1 'endoplasme apparaisse encore légèrement réticulé (Pl II, fig d ) , les 
formations granulaires n'apparaissent plus (Pl II, fig e). 

Ces expériences ont été effectuées sur des animaux 

anesthésids. Par contre, une fixation au Helly, à température ordinaire, 

sur des Spirostomes contractés (pl II, fig f), amène une topographie 

différente de celle réalisée sur un animal en. extension (pl II, fig a). 

Donc 1 ' anesthésie, la fixation, leurs interactions 
possibles avec la contraction doivent maintenant être discutées. 



Fig a : F i ~ ; a t i o n  2u E c l l g  à 1.8' C. Du f a i t  de  l a  mauvaise f i x a t i o n ,  

l a  co lo ra t ion  n ' e s t  pas t r è s  i n t ense .  Réact ion à 1 ' ~ .  P. S. 

(ac ide  pericdique s c h i f f  ). X 520. 

Fig b : Fixa t ion  au Hel ly  à 5 "  C.   endop op las me a p p a r a i t  t r è s  délavé.  

Féac t ion  A P S. X 520. 

F ~ E  c : Fix;tion au  Hel ly  k 50' C.  endop op las me e s t  bourré  de granules .  

Réaction A P S. X 520. 

Fip; ci : Fi-cation au I ie l ly  à 35' C. L' endoplasme, légèrement r é t i c u l é ,  

s ' e s t  t o u t e f o i s  un peu r é t r a c t é .  Réact ion A P S. X 520. 

Fig  e r Tdem X 1300. On remarque des  lacunes dans l 'endoplasme (zones 

sl - i ? e s ) .  Réact ion A P S. 

F ig  f  1 S p i r o s t o ~ e  non anes thés i é  e t  f i x é  au Helly.  En p lus  de 1 ' a s p e c t  

r é t i c u l é  du c;7toplasme, on cons ta te  une concent ra t ion  de 

vacuoles  d i g e s t i v e s  v e r s  l a  vaciiole p u l s a t i l e .  Réact ion A P S 

X 520. 

Abréviat ions u t i l i s é e s  : e c t  = ectoplasme ; end = endoplasme ; n = noyau 9 

vd = vacuole d i g e s t j v e  : vp = vacuole p u l s a t i l e .  
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III/ - DISCUSSION TES PROBLEMES -- 

1) Relations anesthésie-contraction : 

 anesthésie se révèle être moins délicate à mener 

sur des animaux prklevés au fond du tube (ou tout au moins après la 

dislocation de l'an~eau typique) que sur des animaux prélevés quelques 

heures après l'apport alimentaire bactérien. Cela peut s'expliquer, soit 

par un "tonus hyper-réactif" des fibres contractiles, soit par une 

"hypersensibilité" de l'organisme cellulaire fraichernent nourri. 

Il nous a semblé aussi voir un rejet accéldré des 

vacuoles digestives (colorées accidentellement en rouge par des Bacté- 

ries ou des Algues ? )  Te toute façon, en cours d'anesthésie, nous avons 

pu observer un regroupement des vacuoles digestives du côté de la vésicu- 

le pulsatile. Cette nig-ation peut aussi s 'expliquer par un trouble du 

métabolisme, ou plutôt. com;ne un phénoï.-&ne consécutif aux différentes 

contractions (rappelons qu'il faut agiter légèraent le milieu de culture 

après l'impact de la goutte de chlorétone, ce qui amène une contraction 

temporaire de toiis 16s inditidus). Il faudrait plutôt pencher vers cette 

seconde livpoth&su, car, sur des enirii;ui; flnés sans anesthésie, nous obte- 

nons aussi prédomir-nce de vacuoles digestives du côté de la vésicule 

pulsatile (pl II, fig f ). 

.~iSin, nous avons noté, en cours d'anesthésie, une 

perte de la "sensibilité mécaniquew, puis de la "sensibilité chimiquef'. 

Cela corre~pond à des degrés différents de la même sensibilité. Il faut 

entendre par là que le Spirostome ne réagit plus à une excitation lonE6e, 

ce qui ne signifie peut-être pas que, de façon intime, il n'y üoi" pas 

sensible, mais qu'il est incapable d'y répondrd. Il faudrait donc parler 

de la perte de la réactivité, plutôt que de la sensibilité. 



Il serait intéressant de connaitre le mode d'action 

de l'anesthésique. Mais nous ne pouvons ici qu'émettre certaines suggestions 

En microscopie électronique, de nombreux auteurs, 

parmi lesquels RANDALI (1956), YAGIU et SHIGENAKA (1963), FINLFY, BROWN et 

DANIEL (1964), GRAIN (1968) ont décrit un certain nombre de systèmes fibril- 

laires, parmi lesquels se trouveraient des fibres contractiles, ce qui sera 

démontré plus loin. Toutefois, ces descriptions ont été effectuées sur des 

Spirostomes contractés. Tout cela sera discuté dans la dernière partie de 

cet exposé. 

L'action des myonemes ne se manifeste pas. Cela nous 

pouvons l'affirmer, puisque l'animal ne se contracte pas. Ce que nous ne 

pouvons pas affirmer, c'est s'il s'agit d'une action directe ou indirecte 

de l'anesthésique sur les fibres contractiles. Si l'on se réfère au sens 

éthymologique de ce mot anesthésique, on trouve : perte de la sensation ; 

ce qui eplique une perte des fonctions où interviennent les éléments ner- 

veux en cause. NICLOUX (1933) trouve que le système nerveux renferme beau- 

coup plus d'anesthésique que le muscle. Mais c ~ s  expériences ont été effec- 

tuées sur des vertébrés. Le problème devient encore plus complexe quand on 

s'adresse à des animaux inférieurs, où les fonctions sont plus difficilement 

rattachables à un organe bien précis. 

TARTAR (1961) nie les concepts de "new?ophanes" 

de NERESHEIMEFi (1903) ou de "ne~izoÏds" décrits par DIERKS (1926) sur le 

Stentor (autre Cilié contractile). Il les impute à des artéfacts de fixa- 

tion ou même d'observat,lons Tcutefois, en testant le curare et la strychnine 

cet auteur a réussi à couper des Spirostomes et des Stentors, sans contrac- 

tion. Cependant les cils battent toujours. MAYER (1961) arrive à faire 

contracter des Spirostomes en faisant agir de l'adrénaline, de la scopolami- 

ne, de la novocaIne. Nous-meme (LEGRAND, 1968) avons obtenu des fixations 

en extension avec le chlorétone. Agissant (comme le chloral) comme hypnoti- 

que sur des Vertébrés, il est logique de localiser son action au niveau 



d'éléments nerveux. Mais doit-on franchir le fossé qui sépare les Protozoai- 

res des êtres plus organisés ? ~'ex~érimentation est encore insuffisante 

pour conclure et le problème dem?:re encore entier : y-a-t-il ou n'y a-t-il 

pas de relais neuro-moteur ? JAHN et BOVEE (1967), analysant toutes ces 
O I 

données, ne peuvent tirer de cnnclusions quant à une physiologie nerveuse". 

Les relations éléments nerveux - éléments contracti- 
les ne sont pas évidertes et doivent encore faire l'objet de recherches. 

Toutefois les liens entre le pouvoir de contraction et l'état du cytoplasme 

peuvent être précisés. 

Relations fixation-contraction : 

L'observation sur un animal vivant nous donne une 

impression d'homogénéité cytoplasmique. Or, l'observation cytologique des 

coupes nous montre l'endoplasme très fortement réticulé (BISHOP, 1927 ; 

FINLEY, 1951 ; RAN?ALL, 1956). 

Le fixateur doit avoir une influence très sensible 

sur la coagulation des protéines endoplasmiques. Aussi, en jouant à la fois 

sur la qualité du fixateur et sur la température de la fixation, on doit 

troimer une coagulation optimum de l'endoplasme. Celle-ci, trop labile à 

température ordjnaire, amkne dc larges déchirures. Une coagulation trop 

dure (à 55' C) amène ail contraire la formation de grains aberrants. 

En microscopie photonique, que ce soit sur des 

animaux non anesthésiés et fixés ou sur des animaux tués en extension, nous 

observons toujours un réticule. Toutefois la flxation d'un Spirostome non 

anesthésié est plus facile que celle d'un animal anesthésié. Le réticule 

de l'endoplasme est en effet plus tassé et donc la coagulation protéique 

est plus dense. Au contraire, sur un Spirostome en extension, le cytoplasme, 

beaucoup plus lâche, donne un coagulum plus fragile. 

~'anesthési~ue ne gène donc pas la fixation et n'est 

pas responsable de la formation d'un rét,icule. Seule la conservation en 

extension du Spirostome rend cette opération plus délicate, du fait même 

de la densité du cytoplasme. Nous confirmerons cette solution par la 



microscopie é l ec t ron ique .  FINLFY (1951) envisage for tement  l 'hypothèse  d ' un  

a r t é f a c t ,  sous l ' a c t i o n  d 'un  f i x a t e u r  l i q u i d e .  La microscopie é l ec t ron ique  

semble confirmer c e t t e  hypothèse, c s r  nos recherches  ne montrent pas de  

membrane r é t i c u l a i r e ,  mais simplement des  amas de  cytoplasme en tou rés  de 
1' vide". Mais nous devons terminer  ce paragraphe en posant un nouveau problè- 

me : ce r é t i c u l e  e x i s t e  t-il s u r  l e  Spirostome v ivan t  ? Cet t e  ques t ion  d o i t  

en  e f f e t  s e  poser,  ca r ,  nous l ' avons  déjà  vu, l a  con t r ac t ion  amène une 

f o r t e  r éduc t ion  de  volume de  l ' an imal .  S i  c e t t e  diminut ion de volume s e  

f a i t  par  pa r t e  d ' e a u ,  à quel  é t a t  s e  t rouve c e l l e - c i  dans l a  c e l l u l e  ? sous 

forme d i spe r sée  ou dans les  t r o u s  du r é t l c u l e  ? En ce d e r n i e r  ca s  seulement, 

c e t t e  "mai l le  cytoplasmique" sex1.:it j u s t i f i é e .  O r  il y a un système de  

vacuole pulsat!le quj semble mal cadrer  avec c e t t e  d e r n i è r e  hypothèse, c a r  

il e s t  t r è s  développé. 

Contentons nous i c i  de poser  l e  problème. Il s e r a  

d é l i c a t  à résoudre,  c a r  l 'examen d ' lm Spirostome v ivan t  ne peut ê t r e  p r é c i s  

e t  l ' expé r imen ta t ion  semble l i m i t é e .  

La méthode d ' a n e s t h é s i e  par  l e  chlorétone,  f a c i l e  

mener, donne des  r é s u l t a t s  t r è s  s a t i s f a i s a n t s  pour une bonne conserva t ion  

de  l a  longueur du Spiroszome e t ,  en p lus ,  s u r  un nombre important 

d ' ind iv idus .  

E l l e  a permis a u s s i  d 'aborder  l e  problème des  616- 

ments neuro-moteurs. Seules  des  expérimentat ions r igoureuses  e t  d e s  recher -  

ches u l t r a s t r u c t u r a l e s  t r è s  poussées pourront appor t e r  une réponse. 

Avant de  reprendre l a  polémique des  éléments s e n s i -  

t i f s ,  il nous f a u t  d 'abord démontrer l ' e x i s t e n c e  r é e l l e  des  f i b r e s  appel4es 

j u s q u ' i c i ,  chez l e  Spirostome, f i b r e s  c o n t r a c t i l e s .  Quels  son t  l e s  s t i m u l i  

i n t r a  ou e x t r a  c e l l u l a i r e s  q u i  son t  responsables  de l a  cont rac t ion .  Ce Lype 

de  con t r ac t jon  e s t - i l  p a r t i c u l i e r  ou son é tude  physiologique permet-el le  de  

l e  p l ace r  dans l e  processus géné ra l  ? 



. 
II - PROBWS RELATIFS A LA I>HYSIOLOGLE 

DE LA CONTRACTION 
. 

Nous savons, par l e s  descr ip t ions  des auteurs  précédents, q u ' i l  

e x i s t e r a i t ,  chez l e  Spirostome, une formation con t rac t i l e ,  ou prétendue 

t e l l e ,  appelée myonème. 

S i  c e t t e  s t ruc tu re  e s t  réellement con t rac t i l e ,  e l l e  d o i t  r&ir 

aux s t imulants  ou inh ib i t eurs  chimiques du processus de contraction en 

général.  C 'es t  pourquoi nous avons expérimenté ~ ' A T P  e t  l e s  d i f f é r en t s  s e l s  

suscept ib les  d  ' influencer ce phénomène. Ensui t e ,  nous avons f a i t  a g i r  ces 

éléments en associa t ion e t  nous avons pu démontrer q u ' i l  e x i s t a i t  un vér i -  

t ab le  équ i l ib re  biologique e t  chimique de c e t t e  contraction.  Cet équ i l ib re  

e s t  fonct ion de l a  qua l i t é  des s e l s ,  mais aussi  de l e u r s  concentrations e t  

des pH q u ' i l s  déterminent. Cet te  3alance e s t  nécessaire au bon fonctionne- 

ment de l 'ensemble. 

Ces manipulations su r  des Spirostomes vivants,  en s a l i è r e ,  ont 

eu pour but, auss i ,  de déterminer quel le  é t a i t  l a  meil leurs so lu t ion  de 

contraction agissant  sur  l e s  f i b r e s  qua l i f i ées  de con t rac t i l e s .  Mais il 

r e s t a i t  à démontrer que c e t t e  ac t ion  ava i t  bien l i e u  au niveau des  myonèmes. 

1 )  - ROLE CE L'ATP EI' DES SELS : 

La contraction musculaire e s t  une r6act ion énergétique. L'interven- 

t i o n  de 1 ' ATP (acide adénosine tr iphosphate)  e s t  donc nécessaire.  Celle-ci  

a  d ' a i l l e u r s  f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses recherches e t ,  notamment ZIMMERMAN 

(1962) a m i s  en évidence l a  pénétrat ion de 1'ATP dans une Amibe. On 

connait également l e  r a l e  important joué par l e  calcium e t  l e  magnésium. 

Le mode opératoire a é t é  l e  même pour tou tes  l e s  ex&riences : 

l e s  Spirostomes sont  placés dans une s a l i è r e ,  avec toujours l a  &me quant i té  

h 



de liquide. Les solutions versées, à des concentrations variées, sont 

ajustées à des pH différents par de ~'HCL à 0,l N ou NaOH à la &me molarité. 

Dès que l'on introduit une solution quelconque, il y a toujours, au départ, 

une contraction due à l'excitation physique du jet de liquide de la pipette. 

Dans nos interprétations, nous n'en tenons pas compte. 

Il faut rappeler ici que l'on n'observe pas de contraction conti- 

nue longue, mais des con%ractions-détentes. Le comptage des réactions 

constitue une moyenne, calculée à partir d'une dizaine de Spirostomes. Ces 

chiffres ne sont donc pas absolus, car l'on peut, parfois, enregistrer des 

différences entre les individus. Les graphiques représentent les schémas 

simplifiés des réactions du Cilié. Nous avons volontairement limité la 

durée de nos expériences à 15 m. 

Nous allons faire référence au tableau 1, aux planches III, IV 

et à la Figure 2. 

La première colonne du tableau 1, rend compte de la contractioii 

mortelle du Spirostome correspondant à la solution d'ATP, sans ajustage de 

pH. Ces réactions ne sont pas significatives de la molécule, mais de 

l'acidit8 du milieu ; en effet, de l'eau additionnée ~'HCL (à pH = 3 , 5 )  

amène les mêc?es résultats. Aux pH acides l'action de ~'ATP est peu nette et 

ne comrn2nce réellement qu'à pH = 6,8, pour être vraiment nette à pH = 7. 
Avant ce pH neutre, les contractions-détentes étaient rares (annoté 

simplement "ra~us'' dans le tableau). Cependant ces contractions sont létha- 

les (cf. quelques phases de ces résctions sur la planche III). k pH = 8, 
nous ro+~rouvons des contractions mortelles dues cette fois-ci à 1'ATP seul 

car, l'eau, au même pH, n'a aucune action. 

La plus forte molaritti, amène i7n ?I l i -  zrancl no,r.Ure de contrar++nnc 

détentes, ma:s eri:r~înz L I ~ C  ::m?t 91111 prLcoce (pl IV). 



TABLEAU 1 : A T P EN SOLüTION AQUEUSE 

: En 15 sec  : En 15 sec: En 1 mn :En 1 mn 30. : 
:Cbntraction: 2 ou 3 : 2 ou 3 : 6 ou 7 : 12 à 15 :Contraction: 
:'immédiate : contr-dét : contr-dét : contr-dét : contr-dét : immédiate : 

: ra len-  : 
: tissement : 

: 0,Ol : : r a r e s  : r a r e s  : r a r e s  : 
: M 

: désagréga-: 
t i o n  : . . : 30 sec  : : 15 mn Sp. : 15 mn Sp : 15 mn Sp : 5 m n  mort : 45 sec.  : 

: mort 
: ontracté  : à peu près:à peu près :à peu près : : - Mort 
: (E longueur): normaux : normaux : n o r g b x  : 

:--------:-----------:----------- --------------------*--:------:------:-----------: 

:Contraction: En 30 sec  : En 15 sec: En 30 sec : En 1 mn. : En 20 sec.: 
: 5 o u 6  : 2 0 1 1 3 :  6 o u 7  : 1 0 h l S  : 30114 : 

: immédiate : contr-dét  : contr-dét : contr-dét  : contr-dét : contr-dét : 

: 0,005 : 
: M . . : r a r e s  : r a r e s  : r a r e s  :déforma- :déforma- : 

: t ions  : t i o n s  
: 1 mn : mort 15 mn Sp : 15 mn Sp : 15 mn Sp :10 mn mort : 3 mn mort : 
: fontracté  : :à peu près : 
: ( longueur): normaux : normaux : normaux : 

'Ls 

:Contraction: En 30 sec  : En 10 sec : En 10 sec : Eri 40 sec : En 30 sec  : 
: i d d i a t e  : 5 ou 6 : 1 Oc 2 : 3 ou 4 : 8 à 10 : 3 ou 4 : 

:contr-dét : contr-dét : contr-dét : contr-dét : contr-dét : 

: 0,001 : : r a r e s  : r a r e s  : r a r e s  : r a r e s  :déformation: 
: M 

:1 mn30 sec: 15 mn Sp : 15 mn Sp : 15 mn Sp : 15 mn Sp : 10 mn : 
: mort - :à peu près : 
: fontracté  : normaux : normaux : normaux : normaux : - mort 
: ( longueurj: 
: 2 



LEGENDES DE LA PLANCHE III 

Il s'agit de quelques phases enregistrées lors de l'étude de 

l'action de ~'ATP à 0',005 M et pH = 7, sur le Spirostome vivant. 

Fig a : Spirostome vivant. 

Fig b : Spirostome contracté. 

Fig c : Spirostome relâché après une contraction 

Fig d : Spirostome mort, environ 10 mn après le début de l'expérience. 

 échelle indiquée en bas et à droite de chaque photographie 

représente environ 100 p. 





LEEENDES DE LA PLANCHE IV 

Il s 'agit de la représentation graphique schématisée des 

contractions-détentes du Spirostome, en présence de concentrations variables 

~'ATP, à PH 7. 

Graph 1 : ATP à 0,Cl M. Après quelques contractions-détentes, la mort 

intervient au bout de 5 mn (schématisée par un point sur le 

graphique ) . 

Graph II : ATP à 0,005 M. Les contractions-détentes sont moins importantes, 

mais la mort intervient plus tard. 

Graph III : ATP à 0,001 M. Les quelques contractions-détentes enregistrées 

n'entrafnent plus la mort de l'animal, tout au moins pendant la 

durée de 1 'expérience. 

Comme pour les autres graphiques, la durée de l'expérience 

(en minutes) est portée en abscisse, la longueur de l'animal (en points de 
1 1 3  repère : , , , Long. totale) est en ordonnee. 



PI .  I V  , A T P =  v a r i a b l e  

1 5 1 O 1 Smn 
T 



Le pH semble avo i r  une grande importance. A p r io r i ,  s a  l g t i t u d e  

e s t  t r è s  fa ib le .  Les réact ions  dQes & ~ ' A T P ,  comme l e  montre l a  F ig  2, ne 

commencent qu'après pH = 6,8 e t  s e  terminent à pH = 7,2. 

- 17 - 

En conclusion, ~ ' A T P  seul  en solut ion,  provoque indiscutablement 

des contractions-détentes, pH 7. Mais e l l e s  sont  tou tes  mortelles. Donc- 

du point  de vue biologique, il ne peut i n t e rven i r  seul .  Mais avant de 

l ' a s soc i e r  & ce r t a i n s  s e l s ,  il e s t  logique d 'q tud ie r  l ' a c t i o n  de ces s e l s ,  seu l s  

a f i n  de cerner l e s  pos s ib i l i t é s  d 'associat ion.  Nous a l lons  conmencer par 

t e s t e r  l e  chlorure de calcium. 

I 

1 

TA 

5 .  
mn 

- 

- 

Fig 2 : hrree des  contractions-détentes en fonct ion du pH. La r é p é t i t i o n  
des p e t i t e s  barres  représente l a  dens i t é  des contr-détentes. Le 
premier t r a i t  représente l a  so lu t ion  à 0,01 dtATP, l e  deuxième 
l a  molari té  0,005 M e t  enf in  0,001 M EL'ATP pour l e  de rn ie r  t racé .  

F l g  2 - A T P  f o n c t i o n  du p H  

1 rr 

1 

5 7 8 
PH 

. 6 
-- a ,..." 



2') - Solutions de -1-lorure de calcium : 

Le tableau II ne tient plus compte que des 3 pH suivants : b, 

et 8, avec des solutions de La Clg allant de O,) M B 0,003 M. 

A de fortes concentrations (0,3 M ou 0,15 M) les contraoti 

contractions-détentes sont toutes mortelles, quelque soit le pH. Les 

Spirostomes meurent à moitié contractés. Comme le montre le tableau 1 

durée des réactions diminue avec l'augmentation de pH, alors que la mort 

intervient plus tat. On peut cependant noter que la laftitude de pH est 

plus importante que celle offerte à l'action de 1'ATP. 

Cependant, comme le montrent les graphiques de la pl. V, 
4; &: ik :,- 

l'intervention de la mort est directement liée à la rnolarité de la solution. 

A la concentration de 0,075 M, les réactions de contraction ne 

sont plus préjudiciables à la vie de l'animal, même après 30 mn d'expérience, 

sauf peut-etre pour le pH basique, ce qui rejoint notre affirmation du : 
début de ce paragraphe. 

A u x  molarités de 0,03 ou 0,003, aucun phénomène particulier 
n'est enregistré, même après 1 heure d 'expérience. 

En conclusion, on peut dire que le CaC12 en solution, 21 certaines 

concentrations, peut provoquer des contractions-détentes, qui sont pratique- 

ment toutes mortelles. Le pH doit être moins rigoureux que celui de lfATP, 

ce qui semble justifier l'extreme spécificité d 'action de celui-ci. Testons 

maintenant les mêmes molarités de @Cl2 (chlomre de rngdsium). 



TABmAU II : CaC12 EN SOLVPION AQUEUSE 

6 7 8 :K: :-------------:---------------------- -----------------------:----------------------: 

en 50 sec en 30 sec en 20 sec. 
contraction contraction contraction 

: 0 3  : léger relâchement : léger relâchement : léger relâchement : 
M 

en 1 mn 10 : en 1 mn en 50 sec. 
port contracté mort contracté mort contracté 

: (5 longueur) : (4 longueur) : ($ longueur ) 
2 2 :-------------:----------------------:-----------------------:----------------------: 

en 12 mn . e n 7 m n  en 6 mn 
30 contr-dét 20 contr-dét 10 contr-dét 

: 0,15 
14 

en 15 mn en 8 mn en 7 mn 
mort contracté mort contracté mort contracté : 

: (1 longueur) 'CL longueur) : (2 longueur) 
2 2 :------------- ...................... -----------------------:----------------------: 
en 20 mn en 20 PI? en 15 mn 

: q.  q. contr-dét : q. q. contr-dét : q. q. contr-dét. : 

0,075 
: M 

en 30 rn en 30 mn en 30 mn 
sp. normaux sp. normaux : sp. contractés. 



LEGENDES DE LA PL V. 

Il s'agit de l'étude des réactions du Spirostome vivant, à diffé- 

rentes concentrations de CaCl à pH = 7. 
2 

Graph 1 : CaCl à 0,3 M. La réaction est rapidement mortelle. 
2 

Graph II : CaCl à 0,15 M. Apres des contractions-détentes régulières, la 
2 

mort intervient en général au bout de 8 m. 

Graph III : CaCl à 0,075 M. Les con-twactions-détentes son-t assez peu nonlbreu- 
2 

ses (de l'ordre d'une dizaine), mais, en général, ne sont plus 

mortelles. (tout au moins à la fin de l'expérience). 

Graph IV : Que ce soit aux concentrations de CaCl de 0,03 M ou 0,003 M, on 
2 

n'observe aucune réaction, 



Pl. V , Ca Cl2  = v a r i a b l e  



3") Solutions de chlorure de magnés- 

Comme l'indique le tableau III, toutes les réac-Lions provoquées 

par les solutions de MgCl sont mortelles. La durée des contractions-détentes, 
2 

pour une même molarité, diminue avec l'augmentation de pH. Il en est de m&me 

pour la durée $e vie. Nous avons donc ici un phénomène comparable à celui 

décrit précédemment pour le calcium. 

Si l'on examine le tableau III, on voit nettement que, à un pH 

déterminé, la durée de vie de l'animal diminue avec l'augmentation de la 

molarité de la solution. Toutefois, à des concentrations de 0,03 M ou moins, 

on n'observe plus rien. Lesschémas des réactions ressembleraient à ceux de 

CaCl 
2 ' 

Toutefois, l'action du MgC1 semble être plus "dure" que celle du 
2 

CaC12, car les animaux meurent plus rapidement, même à la concentration de 

0,075 M, ce qui n'était pas le cas pour les solutions de CaCl Par contre, 
2 ;  

ils meurent à peu près relaxés. Il serait possible d'obtenir, avec une solu- 

tion de MgCl comprise entre 0,075 M et O,Oj My une sorte d'anesthésie. 
2 
Tout comme précédemment, la tolérance de pH est plus grande que 

pour 1 'ATP. 

On doit se demander sj. ce sont les ssuls sels à pouvoir provoquer 

des contractions chez le Spirostome. Aussi nous allons essayer d'autres sels. 
u 

Mais tout sel en solution doit s 'ioniser. Donc le CaCl devient Ca 2 cl- 
++ 2 

et le MgCl donne Mg et 2 cl-. On peut donc se demander si c'est le cation 2 
ou 1 'anion qui provoque ces réactions de contractions. c 'est cette interroga- 
tion qui a motivé le choix des sels suivants : le chlorure de baryum 

++ ++ - - 
(Bac12 = Ba 2 cl-), le suifat,e de manganèse (Mn S04 = Mn S04 ) et le 

+ - 
chlorure de potassium (KC~= K Cl ) .  



TABLEAU III : SOLUTIONS DE MgC12 

6 7 8 

e n l m n :  
contrac t ion 

en 4 mn : mort : 

e n l m n :  en 45 sec : 
contrac t ion contrac t ion : 

en 3 mn : mort : e n 2 m n : m :  

:-----------:----------------------:&-----------------------:----------------------: 
en 5 mn : e n 5 m n :  e n 3 m n :  

25 contr-dé t. 15 contr-dét .  15 contr-dét .  : 

: O Y .  :-- .J 

M 

-- 8 K I  : mort : - en 7 mn : mort : en 4 mn : mort : 

: q. q, contr-dét  : q. q. contr-dét .  : q . q . c o n t r - d é t  : 

: 0,075 : 
M déformations déformations déformations 

en 20 rr3 : mort : -- e n 1 6 m n : e  : en 10 mn : mort: 



4') - Actions du chlorure de baryum, du sulfate de manganèse et du chloru- 
de potassium. 

Le choix des sels s'est trouvé motivé par les valences des ions : 

CaC12 remplacé par BaC12, MnSo amène des ions nouveaux, et enfin les ions 4 
monovalents de KC1. 

Comme le montre le tableau IV, les expériences ont été effectuées 

à pH = 7, afin d'en diminuer le nombre. Le BaC12, seul, présente une cer- 

taine toxicité. Il semble y avoir une certaine analogie avec CaC12, car, 

après quelques contractions-détentes, la mort intervient, tout au moins 

pour les concentrations de 0,15 et 0,075 M. Pour les autres molarités 

utilisées, seule une certaine immobilité se fait sentir. Toutefois les 

réactions n'ont pas l'ampleur de celles obteniles par le Ca. 

Le MnSO ne présente rien de particulier. Il n a pratiquement 4 
aucune action. 

Nous avons déjà eu 1 'occasion de citer l'action anesthésique du 

sulfate de nickel. Le KC1, à des molarités assez élevées, semble avoir le 

même effet relaxant. Parcdoxalement, c'est à de plus faibles concentrations 

qu'il fait preuve d'une légère toxicité, et l'on note alors quelques 

contractions-détentes. 

Il semble alors que ce soit surtout les cations des sels qui 

semblent importants, puisque des anions identiques, associés à des cations 

différents, ont des actions différentes. Certains sels, comme CaCl semblent 
2 

stimuler les contractions, tandis que d'autres, comme KC1, semblent accen- 

tuer les relâchexents. Mais avant d'étudier ces équilibres complexes, 

voyons tout d'abord les associations ~'ATP avec ces différents sels, car 

il ne faut pas cublier que beaucoup d~ contractions-détentes enregistrées 

jusqu'ici &aient, mortelles. 



L 

p.-.--- - 7 

: s e l s  : 
BaC12 YmS04 KC1 

*-. j" -- ---- --- - 
en 10 sec. en 15 sec : 

6 contr-dét.  

immobiles après 10 sec: cer ta ine  immobilité 

en 4 mn en 15 mn : Sp : 
Mort contracté - - .-. - : normaux, légère  irnobi-: 

li t é  

contraction 

relâchement. 

en 15 mn : Sp 
normaux parfa i te-  : 

ment immobiles. 

en 40 sec. en 20 sec : 
contract ion 

+ 3 contr-dét.  . 
; 0,075 : 

M : immobilrs après 40 relâchement 
sec.  

: e n 6 m :  : en 15 mn : Sp 
q : Mortcontracté  -- - 
! 

: norma.ux parfa i te-  : 
ment immobiles. 

: en 30 sec  : 
contraction 

0,03 : immobiles après 1 I T ~  relâchement. 
M 

: en 15 mn : ce r t a i n s  : en 15 mn : Sp. Ncr- 
: sont  morts, aut res  : maux peu mobiles 

immobiles 

0,003 : immobiles après 4 mn 
M 

: en 15 mn : Sp nor- 
: maux, immobiles. 

., --- --• ------___--- ^ _ _ _  _ _ _ "  _ 

Ralentissement des 
mouvements. 

en 15 mn : Sp. nor- : 
maux, mvts r a l e n t i s .  : 

en 30 sec  : contr- : 
dét .  

déformations 

en 15 mn : Sp vivants: 
déformés 

: en 30 sec : contr- : 

/ dét .  

déformations 

en 15 mn : Sp vivants: 
déf ormés . ; 

L 



5 " )  - Conclusion : 

L'  ATP a lui seul est capable de provoquer des contractions. 

L'intensité 6e ces réactions est fonction de la molarité et du pH de la 

solution. A forte concentration (0,01 M) les contractions peuvent commencer 

à pH = 6,8. A plus faible, ebl-es ne 4ont nettes qu'à pH = 7. Le fait que 
ltATP, dans certaines conditions, provoque des contractions tenterait à 

prouver, déjà, que noun ayons à faire h uii système contractile. Ce n'en est 

quand m2me que la première base, car il entrafne la mort de l'animal. 

Aussi il va falloir essayer de modifier son action. Avant de lui adjoindre 

des sels, nous avons voulu tester ceux-ci. 

Le calcium semble moins toxique (on pénètre moins vite) que le 

magrdsiurn, car la mort est plus longue à venir avec le CaCl qu'avec le 
2 

M@;C12. Après un cectain temps de latence au départ, succèdent des contrac- 

tions-détentes de grande amplitude, puis des secousses plus faibles, et la 

mort. Presque toutes ces réactions sont léthales. 

Le choix des autres sels, conme nous l'avons vu, a eu pour but 

de trouver leur valeur dans le processus de contraction, mais aus~i de 

déterminer les valeurs qualitatives des ions. Nous avons pu ainsg établir 
u 

que c 'étaient surtout les cations (tau, MgCt, et éventuellement Ba et K+) 

qui intervenaient. Les anions seuls (CI-, S O ~ - - )  ne doivent avoir que peu 

d ' influence. 
Essayons donc maintenant d'associer ces éléments à  ATP. P. Ces 

relations doivent efister, puisque nos premiers résultats confirment déjà 

les affirmations de JAHN et BOVEE (1967) : le CaCl stimule la aontraction 
2 

et a pour antagoniste KC1. Nous allons dmc associer maintenant ~'ATP avec 

chacW des sels étudiés précédemment. 



II) - ASSOCIATION DE L'ATP AE3C UN SEL : 

Il nous faut partir T y r  des concentrations ~'ATP de 0,01 M ou 

0,005 M, car celle à 0,001 M donne des réactions beaucoup plus faibles. 

Nous sommes toujours à la recherche de la meilleure solution de contraction, 

ce qui justifie encore quelques tâtonnements. 

Cornae nous mélangeons plusieurs sels, il nous est apparu nécessai- 

re d'y adjoindre un ta~pon. Il s'agit du tampon tris-maléate de Gomori, 

à pH = 7,2 et à 0,01 M. Ce tampon seul n'a aucune influence sur le Spiros- 

tome. Le mode opératoire est toujours le même. 

Nous allons donc étudier les réactions du Spirostome, dues à 

1 'association d 'un des sels étudiés précédemment (en commentant par les 

concentrations les plus basses) avec  ATP. P. 

1') - Association de ~'ATP avec le chlorure de calcium : 

Comme le montre le tableau V, les réactions sont extrémement 

nettes. Pour la concentration (finale) d'ATP à 0,005 M (demi-tableau du 

haut), et pour une molarité de CaCl à 0,003 M, on n'enregistre des réactions 
2 

qu'à pH = 7. Ces contractions-dé-Lentes, très nombreuses au début, deviennent 

ensuiLe rares et, en fjn d'expérience, les Spiiostomes sont normaux. A ?es 

pH différents o.;? a, m e  solution à 0,03 M de CaCI on n'observe rien. 
2' 

Ces résultats sont comparables à ceux obtenus avec une solution 

~'ATP à 0,01 M, (partie basse du tableau). Les réactions, sont encore plus 

nettes à pH 7, avec la concentravion de CaCl la plus faible ; autrement, 
2 

les contractions-détentes sont plus rares. On n'observe toujours rien, avec 

0,03 M de CaC12. 

La Fig 3 montre de façon indiscutable l'importance du pH. Les 

petites barres représentent toujours la densité des réac-Lions. On voit que 

la durée des contractions détentes est à peu près la même pour les 2 valeurs 

de ~'ATP, seul le nombre de ces réactions est plus important pour la plus 

forte molarité d 'ATP. 



:xnemaou dg : uui c j ~  ua : xnemaou ds : uur Ç r  ua : xnemJou ds : uui 51 ua : 
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Fig 3 : Durée des c0ntra.c-tions-détentes de la solution ATP 
0,005 M + CaCl 0,003 M (ler trait) et de la solution 

2 ATP 0,01 M + CaC12 0,003 M (2nd tracé). 

Plusieurs éléments apparaissent déjà ici. Tout d'abord les 

contractions ne sont plus mortelles. c'est un premier point très important, 

car cela prouve que nous sommes sur la bonne voie. 

Les réactions se font typiquement à pH = 7, et à ce pH uniquement 

Cela confirme l'importance du pH, déjà pressentie lors de l'étude de  ATP. P. 
Ces premiers rksultats mettent aussi l'accent sur l'importance de 

la molarité du sel, ce qui fait que nous nous sommes arrêtés 2i la concentra- 

tion de CaCl de 0,03 M, sans expérimenter les autres. Nous reviendrons sur 
2 

ce problème. 

Remplaçons maintenant le CaC12 par le MgCl 
2' 



2') - Association de ~'ATP avec le chlorure de magnésium : 

La disposition du tableau VI est comparable à celle du tableau 

précédent . 
Seules les concentrations de MgCl de 0,003 M présentent un inté- 

2 
rêt, car les autres ne donnent rien. Les contractions-détentes, rapides au 

début, deviennent ensuite rares. A l'association ATP 0,01 M, avec MgCl 
2 

0,003 M, les réactions sont moins nettes et une certaine toxicité se fait 

sentir, ce qui explique probablement que les résultats soient moins bons 

qu'avec une concentration ~'ATP inférieure (ce qui n'était pas le cas pour 

le calcium). Nous avions déjà remarqué (conclusion du ler paragraphe) que 

le magnBsi~xn semblait être plus toxique que le calcium. Toutefois, ici, la 

toxicitc? provient de la présence simultanée des 2 élgments (ATP et Mgcl*). 

~'im~ortance du pH reste primordiale et celui-ci se situe toujours 
. ' j .  . 

au voisinage de 7; , . 

Voyons maintenant l'influence des autres sels. 

3') - Association de ~'ATP avec un autre sel : (chlorure de baryum, sulfate 
de mang-nèse ou chlorure de potassium) : 

Le tableau VI1 rend compte des expériences qui ont toutes été 

effectuées pH = 7. 

Les associations de ~'ATP avec Mn SO ne montrent aucune réaction, 4 
celles avec Bac1 ne semblent pas présenter grand intérêt. Certes, elles 

2 
manifestent quelques contractions détentes, mais sont relativement minimes 

et peuvent être négligées. 

Par contre la coexistence ATP - KCl est intéressante par ses 
réactions : les quelques contractions-détentes sont mortelles, en un temps 

très court. Il faut rappeler que le KC1 seul aux mêmes concentrations, 

n'était pas mortel. Il se produit donc là un certain phénomène. Mais la 

solution ATP - KC1 ne présente pas d'intérêt. Connaissant le rÔ3.e "relaxant" 

de KC1, il faudra le reprendre dans des associations plus complexes. 



TABLEAU V I  : ASSOCIATION DE L'ATP AVEC MgClr, (+ tampon 0 , l  M ) .  

ATP à 0,005 M y  tampon 0,01 M Var i a t ions  d e  MgCl 2 

1 cont r -dé t .  :20 cont r -dé t  en  lm30 : 3 con t r -dé t  
: MgCl r i e n  r a r e s  r a r e s  
: 0,003 

M : e n  15 mn Sp : normaux: en 15 mn : Sp normaux: e n  15 mn : 
Sp normaux 

ATP à 0,01 M tampon 0,01 M Var i a t ions  de MgC12 
.- 

5 co.?+r.-dé~ 
en  20 sec .  

M P C ~ ?  
0,CO r a r e s  
M 

:en 15 mn : Sp normaux 

10 cont r -dé t  
en 1 mn 30 

r a r e s  

s en  15 mn : Sp immo- 
bi les 

6 con t r -dé t  
en  1 mn 

r a r e s  
déformations 

15 mnj 
\ c e r t a i n s  : 

s o n t  morts. : 



- 
TABLEAU V I 1  ATP à 0,005 DI + TAM.-TN TRIS A 0,01 M + un s e l ,  à pH = 7 

-- - - 

Mn S04 K C 1  

: Contraction de 

i / ' ;  
: quelques secondes: 

: légèresdéformations : 

: 0,015 : relâchement 
M Déformations 

: e n 4 m n : m  
: en 15 mn 2 Sp normaux : contracté 

-------------------------:--------------------: 

: 2 OU 3 conta-dét. 

/'; 

: quelques contr-dét : 

relâchement 
: 0,003 : légère  immobilité : : déformations 

M 

: en 15 mn : Sp à peu : : en 5 mn : Mort 
: prks normaux contracté 

------------------------:--------------------: 

: 3 ou 4 contr-dét 1 / i  
: quelques contr-dét : 

relâchement 
déformations 

: O, 0003 après 4 mn : 
: M déformations 

: en 15 mn : Sp : en 5 mn : -- Mort 
: à peu grès  normaux : ccntracté 



4') Conclusion : 

Les con t r ac t ions  consécut ives  aux so lu t . ions  dfP.TP ( 0 ~ 0 1  M ou 

0,005 M) ne s o n t  p lus  mor t e l l e s  en présence de  CaCl ou MgC12. Ces 2 s e l s  
2  

semblent donc ê t r e  biologiquement néces sa i r e s  à l a  cont rac t ion ,  e t  on t  d e s  

a c t i o n s  assez  compara!-les. Les ail Lres s e l s  essayés  n t  ont  guère montré 

d  ' i n f luences ,  sauf  KC1, q u i  a, au c o n t r a i r e ,  Katé l e s  con t r ac t ions  mor te l les .  

Dans nos expériences f u t u r e s ,  c ' e s t  s u r t o u t  l a  s o l u t i o n  ~ ' A T P  à 0,005 M qu i  

r e t i e n d r a  n o t r e  a t t e n t i o n ,  c a r  c e l l e  à 0 ,01  amhne des  t r o u b l e s  en présence 

de  MgC12. 

Dorénavant, nos expériment,ations s e  f e r o n t  t o u t e s  à pH = 7, 

puisqu 'à  des  pH d i f f é r e n t s ,  l e s  r é a c t i o n s  peuvent ê t r e  négl igées .  

La p re s s ion  osmotique de  l a  s o l u t i o n  de con t r ac t ion  e s t  p r i r o r d i a l e  

Pour s ' e n  convaincre,  il s u f f i t  de remplacer l e  tampon t r i s -ma léa t e  0 ,01  M, 

par  l a  s o l u t i o n  à 0 , l  M. S i  on l ' a j o u t e  à ATP 0,005 M + M g C l  ou CaCl à 
2 2 

0,003 M, il ne s e  passe r i e n .  O r  l e  tampon lui-même n ' i n t e r v i e n t  pas dans 

l a  réactAcn, si  ce n ' e s t  par  sa  press ion  osmotique. Il s e r a i t  d ' a i l l e u r s  

p lus  logique de  p a r l e r  de f o r c e  ionique,  c a r  l e s  s e l s ,  en s o l u t i o n  aqueuse 

ont  tendance à s ' i o n i s e r .  Ce qui  f a i t  que si l ' o n  augmente l a  concent ra t ion  

d ' u n  s e l ,  aucuie r é a c t i o n  ne s e  produi t  ( c ' e s t  l e  ca s  pour l a  concent ra t ion  

d e  Ca Cl ou Mg C l  de 0,03 M, au l i e u  de 0,003 M). Nous r epa r l e rons  de  
2  2  

c e t t e  f o r c e  ionique dans l e  prochain c h a p i t r e .  

A ce s t a d e ,  nous avons déjà  l e s  s o l u t i o n s  de con t r ac t ion  poss ib l e s  

suivances : 

- tampon tris 0,01 M + ATP 0,01 M .t Ca C l  0,003 M. pH = 7 2 
- tampc- tris 0 ,01  M + ATP 0,005 M + Mg C l 2  0.003 M. pH = 7 

Mais ne peut-on pas ob ten i r  de  me i l l eu r s  r é s u l t a t s  encore, en 

a s s o c i a n t  ces  deux s e l s  e t ,  ensu i t e ,  en  y a j o u t a n t  du KC1, qu i  j o u e r a i t  un 

r ô l e  an tagonis te .  Les i n t e r a c t i o n s  de ces  d i f f é r e n t s  éléments doivent  G t r ,  

t r è s  importantes .  



I I I )  - EQUILIE3RE BIOLOGIQUE 

Le mode o p é r a t o i r e  est tou jou r s  l e  même. Nous t e s t o n s  maintenant 

l e s  a s s o c i a t i o n s  de tous  l e s  s e l s  é t u d i é s  précédemment, avec 1'ATP. Dans 

un d e r n i e r  temps, nous e s sa i e rons  de  v o i r  si 1'ATP r e s t e  t ou jou r s  l ' é l émen t  

a c t i f  de c e t t e  cont rac t ion .  Four c e l a  nous u t i l i s e r o n s  d e s  i n h i b i t e u r s  e t  

d e s  a c t i v a t e u r s  spéc i f iques  de  c e t t e  molécule. Nous a r r ive rons  a i n s i  à 

déterminer  un v é r i t a b l e  é q u i l i b r e  biologique,  où chaque élément aura  son 

importance. 

1") - Associa t ion  de ~ ' A T P  avec l e  ch lo ru re  de  calcium e t  l e  

ch lorure  de magnésium. 

Le tableau VI11 nous f a i t  v c i r  l ' impor tance  de  l a  press ion  

osmotique, OLI p lus  exactement, de l a  force  ion ique ,  p u i s q u ' i l  s ' a g i t  d 'une 

s o l u t i o n  de  s e l s .  Dans n ' importe  q u e l l e  s o l u t i o n ,  s i  un s e l  e s t  à une mola- 

r i t é  de OJ03, il bloque l a  r é a c t i o n  du. Spirostome. 

Par contre ,  l a  c r ex i s t ence  de Ca e t  Mg, à des  propor t ions  é g a l e s  

d e  0,003 M ou 0,0015 M, accentve nettement l e s  con t r ac t ions ,  comme l e  

montre l a  p l  V I .  

La s imu l t ané i t é  de  ces  deux i c n s  semble a v o i r  l e s  mêmes consé- 

quences qu'une augmeritaticn d.e l a  concent ra t ion  en AT?. 

ATP 0,005 M. ATF 0,005 M. 

~g 0,003 M. 1 
1 Ca 0,003 M 

1 
20 cont r -dé t  en 1 mn 30 

1 
20 cont r -dé t  en 4 m. 

'4) 
ATP 0,005 M. 

4 
40 ccn t r -dé t  en 5 mn 

i 
correspond à peu p rè s  à : 

ATP 0,01 M- C a  900'; ri 
Le K C 1  p e u t - i l  encore amél iorer  ces  r é s u l t a t s  ? 



TABLEAU VI11 - ASSOCIATION (ATP 0,005 M ; TAMPON TRIS 0,01 M ; pH = 7 )  
% variables Ca et Mg 

- 

Ca et Mg à Concentrations identiques 

--".-------------------------------------------.----------------------:  

: Ca0,003M : 40 con-tr-dét,. en 5 mn 
rares 

: Mg0,003M : en 15 mn : Sp normaux. 
-------------------------------------------------------------------: 

30 contr-dét en 5 mn 
rares 

en 15 m : Sp normaux 

15 contr-dét en 2 mn 
rares 

: Q 0,0003 M : en 15 mn : Sp. normaux 

Ca et Mg S des concentrations différentes 



LEGENDES DE LA PL. VI 

Il s'agit de l'association équimolaire de CaCl et MgC1 à une 
2 2 

solution ~'ATP à 0,005 M et de tampon tris à 0,01 M, à pH = 7. 

Graph 1 : CaCl et MgC1 à 0,003 M chacun, associés à ATP P,005 M : 
2 2 

une quarantaine de contractions-détentes en 5 mn. 

Graph, II : CaC12 et MgC1 à O,G015 M chacun, associés à ATP 0,005 M : 
2 

une trentaine de contractions détentes en 5 m. 

Graph. III o CaCl et MgC1 à O,OOOj, M chacun, associés à ATP à 0,005 M ; 
2 2 

une quinzaine de con-tractions-détentes en moins de 2 mn. 



PI. V I  - ATP.  0.005 - Ca -Mg=variables 



2 ' )  Association de ~ ' A T P  avec le chlorure de calcium, le chlorure 

de magnésium et le chlorure de potassium 

Comme pr6vu (tableau IX) l'addition de KC1 a des effets 

très nets, surtout sur l'association Ca - Mg 0,0015 N. Elle est peut-être 
plus négligeable avec Ca - Mg 0,003 M. Nous pensons en effet que 40 Cantrec- 
tions-détentes doivent constituer une sorte de plafond, qu'il doit être 

difficile de dépasser. 

Comme le montre la pl. VII, il existe aussi une concen- 

tration optimum de RC1. Elle est de 0,003 M pour l'équilibre Ca - Mg 0,0015 
M et 0,03 M. pour Ca - Mg 0,003 M. Le phénomène est toujours le même : 
après des contractions-détentes très nombreuses, elles deviennent rares, et, 

ensuite, nulles (quelques phases sont reproduites sur la pl. vIII). 

JAHN e-t BOVEE (1967) mettent 1 'accent sur 1 ' importance 
de l'antagonisme entre CaCl et, KC1. Ceci est confirmé par nos expériences 

2 
KC1 n'influence pas le nombre de réactions, mais leur rapidité. Ces m'èmes 

auteurs admettent que seuls les cations interviennent et parlent dlantagonis- 
+ + ++ ++ ++ 

me entre les ions Li , Kf9 Na et les cations bivalents Ca Si , Mg . 
Ceci est en plriin accord avec nos résinltats. 

On peu-t se demander si ~'A T P  reste l'élément toujours 

actif de cette association. 

--* - ---- 
140 contr-dét 1 

ATP 0,005 M ATP 0,005 M. ATP 0,005 M. ATP 0.01 h. 

Ca + Mg 0- M. Ca + Mg 0,003 M. Ca + Mg 0,003 M. Ca 0,003 M. 

K 0,003 M. K 0,03 M. 

Pour démontrer le bien fondé de cette affirmation, il 

faut enlever 1'ATP ou l'inhiber. Ainsi, une solution identique à la solution 

de contraction, mais sans ATP, n'a donné aucune réaction. Les expériences 

d'inhibi Lions et d 'excitations spécifiques de ~'ATP vont confirmer ces 

résultats, 



: TABLEAU I X  - ASS0CIATIOl.J ATP 0,005 DI, tampon 0,01 M, p H = ?  

Ca + Mg à 0,0015 M ou 0,003 M, % v a r i a b l e s  de K C 1  

ATP - tampon ATP - tampon 

Ca + Mg à 0,0015 Mo Ca + Mg à 0,003 M. 

5 cont r -dé t  en 30 sec .  40 cont r -dé t  en 4 mn. 

: 0,03 r a r e s  r a r e s  
M 

:en 15 mn : Sp à peu près  normaux, : e n  15 mn : Sp à peu p rè s  normaux: 
:--------------:------------------------------.----:---------------------------------: 

JO cont r -dé t  en 3 m. plus  d ' i n f l u e n c e  
i d e m t e b l e a u p r é c é d e n t  : 

(40 cont r -dé i  en 5 mn) 
: 0,015 r a r e s  

M 
en  15 mn : Sp normaux 

:--------------:-.----- ---------------------------:---------------------------------: 

40 cont r -dé t  en 3 mn p lus  d  ' in f luence  

: 0.003 r a r e s  idem t ab leau  précédent  : 
M 

en  15 mn : Sp normaux (40 contr-dét  en 5 mn) .  

30 cont r -dé t  en 4 mn p lus  d ' i nf luence 

: 0,0003 r a r e s  idem t ab leau  précédent  : 
M (40 cont r -dé t  en 5 mn)  

en 15 mn : Sp normaux, 



I~-s&~it d e  -1 'ad jonction -de -concent~a.tions VarTables de KC1 à 

une solution initiale comprenant, outre le tampon tris 0,01 M, de ~'ATP 

à 0,005 M, du CaCl et du MgCl à 0,0015 M, toujours à pH = 7. 
2 2 

Graph 1 : + K C 1  à O,O3 M. Peu de réactions. Ceci étant certainement en 

liaison avec une force ionique trop forte. 

Graph II : + KC1 à 0,015 M, Une trentaine de contzactions-détentes en 

3 mn. 

Graph III : + XC1 à 0,003 M. Une quarantaine de contractions-détentes en 

3 m. 

Graph IV : + KC1 à 0,0003 M. Une trentaine de contractions-détentes en 

4 m. 



P I .  VI1 , A T P s 0 0 0 5 ,  Ca-Mg = O 0 0 1 5  , K , va r i ab le  



Il s 'agit de l'étude photographique d 'une réaction sur deux du 

Spirostome vivant réagissant à la solution suivante : tampon tris 0,01 M - 
ATP 0,005 M - CaC12 et MgC12 0,0015 M - KC1 0,003 M. 

La rapidité des réactions (40 en 3 mn) ne nous a pas permis de 

les prendre toutes. c'est pourquoi, nous avons été obligés de prendre une 

contraction-détente sur deux. Ce qui fait donc une vingtaine de réactions, 

représentées ici. Les dernières contractions sont moins importantes que 

les premières, cornm? le montre cette sorte de film. 





Rôle des inhibiteurs et act,ivateurs ~ ' A T P  : 

KATZ (1962) interprète l'action de 1'ATP 
tt 

comme empêchant la polymérisatiori de l'actine, surtout en présence de Ca , 
bloqiiani la réactivité des groupes - SH, qui provoquent la polymérisation 

et la contraction de l'actomyosine. Cela confirme l'hypothèse de SZENT- 

GYORGYI (19 3) qui as jure que llact,omyosine sans ATP est rigide. 

Sans préjuger de la nature chimique des 

éléments contractiles du Spirostome, nous avons essayé, comme de nombreux 

auteurs, des poisons des groupements sulfhgdriles (certains sels de 

mercure ) comme inhibiteurs de 1 'ATP. SIMARD-DUQUESNE et COUILLARD (1962) 

utilisent le PCMB (p - chloromercuribenzoic acid) ou le PCMS (p - chloro- 
mercuriphenyl - sulfonic acid) pour les Amibes. ABE (1963) utilise le 
p - chloromercuribenzoate. Nous avons eu à notre disposition du salyrgan, 

(salicyl - hydroxymercuric - methoxypopyl - amido - orthoacetate), utilisé 
déjà par KAPPbJER (1961), toujours sur des Amibes. La levée de l'inhibition 

s'est faite par la cystéine. 

Les résultats sont exprimés dans le tableau X et la pl. IX. La 

première case du tableau rappelle simplement les réactions témoins : 

solution de coritraction normale, solution de salyrgan à 0,005 M et pH = 7, 
et enfin soluti'n de contraciion avec c:rstéine. La seconde partie du 

tableau rend compte des soli~tions d'expérimentation. Les Spirostomes 

recoivent une solu4ion de salyrgan pendant 2 m. On ne note aucune réaction 

(pl. IX, fig a). On retire le liquide et on le remplace par la solution de 

contracb,ion (Pl IX, fia b), même après 15 mn, il n'y a toujours pas de 

réac"ions, Dans une seconde rxpérience, on se sert toujours du salyrgan 

pendant 2 mn, sans aucune rCac+ ion (pl IX, f i a  c). Ensuite, on l'enlève 

et on le remplace par la solu~ion de contraction avec de la cystéine 

(Pl IX, flg d). On ~bserve alors une contraction irrérrersible en 2 m. 

Ces expériences, très nettes, recevront 

leurs conolusions dans le paragraphe suivant. 



TABLEAU X - ROLE DES IXTIBITEURS EI' ACTIVATEURS 

solutions- témoin Réactions 

solutions de contraction 
PH = 7 

ATP 0,005 M. 
Ca + Mg 0,003 M. 40 contr-dét en 4 m. 

K C I  0,03 M 
tampon tris 0,01 M. 

solution de saljrrgan 
en 2 mn pas de réaction. 

~ O , O O ~ M  P H = ?  

solution de contraction contraction irréversible en 2 mn : 

+ cystéine à 0,01 M. 

Réactions. solutions d'expérjmentation 

P 

solution de salyrgan 2 mn 

puis remplacement par la en 15 mn : aucune réaction. 

solution de conl,raction, 

solution de salyrgan 2 mn 

puis remplacement par la Contraction irréversible en 2 mn. : 

solut,ion de conrraction 
avec la vys téine 

,/; 2 

\ --.-" 
i 



Il s'agit de l'étude du rôle du salyrgan et de la cgstéine sur 

la contraction. 

Fig a : Le Spirostome est placé dans une solution à 0,005 M de salyrgan 

à pH = 7. 

On ne note aucune réa.ction. 

Fig b : Le mgme Spirostome est débarassé de cette solution de salyrgan, 

qui est remplacée par la solut,ion de contraction. 

O n  ne note aucune réaction. 

Fig c : Spirostome placé dans une solution à 0,005 M de salyrgan à pH -: 7. 

. .--- ...- - -... . "- .- . .* " - .. ." - .. 
Fig d : Cette solution est retirée, et remplacée par la solution de 

contrsction, renfermant en plus de la cystéine (0,01 M). 

On note une contraction irréversible (Le macronoyau est bien 

visible). 

~'dchelle dessinée en bas et à droite de chaque photographie 

représente environ 100 p. 





4') Récapitulation 

Devant cette longue série de tâtonnements, une 

récapitulation nous est apparue nécessaire. Nous allons faire référence 

aux différents graphiques de la pl. X. 

La solution ~'ATP à 0,005 M. (~ig l), après quelques 

contractions-détentes, entrainait la mort du Spirostome au bout de 10 ;?in. 

L'adjonction de CaCl à 0,003 M (Fig 2) ou de MgC12 à 0,003 M (Fig 3) 
2 

améliore le nombre de contractions-détentes, mais surtout ne les rend plus 

mortelles. Le mélange de ces 2 sels, dans les mêmes proportions, avec 

1'ATP 0,005 M augmente de façon très nette les réactions : 40 contractions- 

détentes en 5 mn (pig 4). Si an ajoute du KC1, le nombre ae contractions 

n'est pas influencé, mais la fréquence est plus importante o 40 en 4 mn 
(Fia 5) et même en 3 mn. Cette soliltion de contraction, ajoutée après un 

passage du Spirostome dans le salyrgan ne montre aucune réaction (Fig 6). 

Tandis que si l'on ajoute de la cystéine (Fig 7) il y a coniraction irréver- 

sible et même mortelle. Une ATPase de type m;rosine, a été localisée chez 

Amoeba prote~s par GUIXDON et COUILLARD (1964). Par immi~no-cytochimie, - 
WAGTENDONK et VLOEDMAN, 1951, ont isolé une protéine à activité adénosine- 

t,riphosphatasique chez le genre Paramecium. TS'O,BONNER, EGGMAN et 

VINOGFiAD, 1956, ont trouvé quelque chose d'analoque sur un plasmode de 

Myxomycète. Rien d'analogue n'a toutefois ét,é décrit chez le 5pirostome 

et nos recherches sont en co~irs. Toutefoi'S, le fait que les inhibiteurs et 

activateu-rs de la contraction des animaux supérieurs agissent sur ce Cilié, 

peut laisser présager la nature biochimique de l'élément contractile. 

Nous reviendrons sur ce prîblème 

Les études physiologiques, effectuées sirr des Spirosto-- 

mes vivants, sont soumises à de posoibles fluctuations. Aussi toutes ces 

recherches avaient pour but de mettre au point une solution de contraction. 



Il s'agit d'une récapitulation, à pH = 7 .  

Graph 1 : sol. ~'ATP à 0,005 M. 

10 contr-dét en 1 m ; mort en 10 m. 

Graph II : ATP 0,005 M + CaC12 0,003 M. 
20 contr-dét en 4 m. 

Graph III : ATP 0,005 M + MgC12 0,003 M. 
20 contr-dét en 1 mn 30. 

Graph N : ATP 0,005 M + CaCl 0,003 M + MgC12 0,003 M. 
2 

40 contr-dét en 5 m. 

Gr~ph V : ATP 0,005 M + CaC12 0,003 M + MgC12 0,003 M + KC1 0,03 M 
40 contr-ddt en 4 mn. 

Graph VI : Salyrgan 0,005 M + sol. de contraction (celle décrite en V) 
Pas de réactions. 

Graph VI1 : Salyrgan 0,005 M + sol. de contraction avec cystéine 
Contracti-on irréversible. 



PI X , R é c a p i t u l a t i o n  

I A T P  r 0.00 S M.  

A T P  r a 0 0 5 M .  

I I I  

~9 cl2 = a 0 0 3  M. 

A T P  s W O S  M. 

IV C. Cl21 0 .003  M. 

Mg CI2=  0 .003  M. 

I A T P  . a O 0 S M .  

K C I  -0.03 M. 

S .  0.OOSM. 

VI 

s o l  c o n t r  ( v ) 

SOI.  contr. + cyst .  0.01 M. 

- 



Nous avons vu qiie, pour avoir les réacti-ons les plus efficaces, 

il fallait harmoniser l'ensemble ATP - CaCl - MgC12 - KC1, en fonction 
2 

de la force ionique (nous reviendrons sur ce point) et du pH, 1'ATP res- 

tant l'élément actif de cet équilibre. On peut toutefois se poser la 

question suivante : pourquoi les contractions sont-elles limitées dans le 

temps (maximum de 5 rnn) ? Si, après ce temps, on place les Spirostomes 

dans une solution de contraction fraîche, il n'y a plus de réactions : 

Accoutumance ou seuil ? Une expérimentation plus poussée devrait le pré- 

ciser. 

Jusqu'ici, l'analogie apparait assez bien avec le processus 

chimique de la contraction en génErai. Mais la présence de ces éléments 

contractiles n'est pas démontrce. 

Aussi nous allons maintenant examiner les ul~rastructures du 

Spirostome, de maniere à repérer d'éventuels éléments contractiles. Il 

faudra ensuite démontrer le sont effectivement eri comparant des 

animaux contractés et relaxés, De manière à mieux préciser le problème, 

nous essaierons de détruire ou d'inhiber toutes les structures cellulaires, 

tout en conservant l'intégrité des fibres prétendues contractiles. Nous 

pourrons alors tester la solu~ion de contraction mise au point dans ce 

chapitre, Il faudra alors replacer ces fibres dans le contexte structural 

et métabolique du Spirostome. 



Comme nous l'avons vu dans les chapitres précédents, l'analogie 

avec le processus chimique de la contraction en général semble être établie. 

Mais nous ignorons toujours, à priori, la localisation des éléments contrac- 

tiles. 

Aussi, dans un premier temps, il semble logique d'entreprendre 

l'étude ultrastructurale du Spirostome fixé . Grâce à l'amélioration des 

techniques de fixation, il nous a été possible de préciser certains points, 

jusqu' ici non décrits ou diversement décrits. kis surtout nous avons pu, 

grâce à la technique d'anesthésie, comparer nos observations à celles de 

Spirostomes relaxés. Ces descriptions nous ont permis d'avancer l'hypothèse 

de la présence de fibres contractiles. Mais, toutefois, seules les expé- 

riences sur les modèles glycérinés nous ont permis d'étayer oette hypothèse, 

L' aspect purement descriptif de nos observations ne permet 

toutefois pas de comprendre le mécanisme métabolique de la contraction. Nos 

premiers résultats de cytochimie ou d'enzymologie ultrastructurales (études 

nécessaires à la compréhension du phénomène), trop fragmentaires pour être 

discutés et présentés dans ce mémoire, serviront simplement à positionner 

les problèmes. 

1") Techniques 

Le Spirostome contracté a subi la double fixation glutaraldéhyde 

dans le tampon phosphate à pH 7,2 et tétroxyde d'osmium à 2 % dans le même 
tampon. Après déshydratation par l'alcool éthylique ou l'acétone, les ani- 

maux ont été inclus dans l'épon ou l'araldite. Les coupes, effectuées à 

l'ultramicrotome Porter-Blum, ont été contrastées par le citrate de plomb 

(selon REYPJOLDS, 1963), avec ou sans traitement préalable par l'acétate 



d ' ~ r a n y 1 e  en so lu t ion  aqueuse à 5 $. 

Le Spirostome en extension a é t é  anesthésié par l e  chlorétone, e t  

a ensui te  subi  l e s  mêmes manipulations. 

Les observations'-- ont été f a i t e s  a u  microscope électronique HITACHI 

H S 7. Nous nous at tacherons essentiel lement à l a  descr ip t ion des éléments 

suscept ib les  d ' in te rven i r  dans l a  contraction,  auss i  nous nous bornerons 

sur tout  à l ' é t u d e  de l 'ectoplasme e t  de s a  zone de contact  avec l'endoplasme, 

sans nous occuper des inclusions de ce dernier  (noyau, vacuoles, inclusions 

diverses  ) . 

2 " )  Spirostome contracté 

Le plan de coupe de l a  planche X I  (Fig. a )  met imparfaitement en 

valeur le découpage à allu. s inusoïdale de l 'ectoplasme. Il e s t  cependant 

clairement é t a b l i  e t  confirmé par l a  microscopie électronique par balayage 

(BOYDE e t  BARBER, 1969). 

Les c r ê t e s  eetoplasmiques s e  découpent en cryptes,  servant peut- 

ê t r e  de poches àmucus (le. Spirostome peut en s é c r é t e r ) .  Dans ces s a i l l i e s ,  

l e s  mitochondries y sont t r è s  abond-antes. On y trouve aus s i  des corps denses 

aux é lec t rons .  Des grains sphériques ou ovoïdes, de diamètre de 800 à 

3000 A, d 'opaci té  moyenne après l e s  techniques c lass iques  de f i xa t i on  e t  de 

colorat ion,  sont rencoritrés de façon t r è s  dense en dessous des mitochondries. 

A l a  l im i t e  conventionnelle en t re  l 'ectoplasme e t  l'endoplasme se  trouvent 

l e s  endomyonèmes (terminologie de FIZJLEY, BROWN e t  DANIEL, 1964 ) ou C .F .S. 

(Contract i le  F i b r i l l a r  System de YAGni  e t  SHIGENAKA, 1963). L a  planche X I ,  

f igure a ,  indique q u ' i l s  n f  ont pas d 'aspect  de microtubules 9 à peine peut-on 

remarquer une certaine* s t r i a t i o n .  Cependant FINLEY e t  Coll . ,  1964 ont obtenu 

un aspect  en "cheveux d 'angei', avec une f i xa t i on  à l'osmium seu l .  Ce problème 

se ra  r ep r i s  dans l a  discussion.  Avec l a  double f ixa t ion ,  ces nyonèmes 

apparaissent  plus t a s s é s  e t  plus opaques que l e  cytoplasme lui-même, Ils 

sont discontinus e t  ne semblent pas l imi tés  par une membrane. Toutefois 

des vésicules l eu r  sont souvent accolées e t  présentent, e l l e s ,  indiscuta-  

blement une membrane. (;YI ne trouve aucune inclusion dans l e s  myonèmes, 

mais on peut en trouver dans l e s  vésicules (P l .  X I ,  f i g .  b e t  c ) .  



Spirostome contracté 

Fig. a - Ultras t ructure  de l a  l imi te  ectoplasme (ect)-endoplasme (end). 

IRs c r ê t e s  ectoplasmiques sont creusées de cryptes ( c r ) ,  t and i s  

que l e s  c i l s  ( c )  partent  du fond des s i l l o n s .  Les mitochondries 

(m) e t  l e s  gra ins  ( g r )  y sont t r è s  denses. Les myonèmes ( m y )  

peuvent ê t r e  longés de vésicule (ves ) . A 1' in t é r i eu r  de ces 

vésicules se  trouvent des s t ruc tu res  indéterminées (X ) . 
x 27.000. 

Fig.  b - représente un corps X entouré d'une vésicule.  

x 35.000. 

Fig. c - semble indiquer une promiscuité en t r e  ces mêmes corps X e t  

l e  cytoplasme ( f lèches  ) . 
x 35.000. 

Fig.  d - s t ruc tu re  d ' a l l u r e  c r i s t a l l i n e ,  entourée d'une vésicule e t  

rencontrée dans 1 ' endoplasme. x 35.000. 





Cette question se ra  r ep r i s e  dans l a  discussion.  Ces corps (appelés pour 

l ' i n s t a n t  corps X)a2paraissent encerclés dans des vésicules mais corne 

l ' i nd ique  l a  f i g .  c  dc l a  p l .  X I ,  i l s  ont des points  communs avec l e  cyto- 

plasme. Le système typiquement f i b r i l l a i r e  du Spirostome, comme ce lu i  de 

beaucoup de C i l i é s  e s t  complexe. L a  p l .  X I I  va essayer d 'en  donner une 

idée rapide .  Juste en dessous de l a  pe l l i cu le  cytoplasmique (P l .  X I I ,  f i g .  

a )  se  trouve une rangée de microtubules appelés P.E. (peripheral  ectomyo- 

nemes ) par FINLEY, EBObJN e t  DANIEL (1964 ), S. P .F . (Sub-pellicular F i b r i l s  ) 

par YAGIU e t  SHIGENAKA (1963), ce qui peut s e  t r adu i re  par f i b r i l l e s  sous- 

pe l l i cu l a i r e s .  L a  même f igure  montre un arrangement de f i b r e s  appelées L.E. 

( l a t e r a l  e c t  omyonèmes ) ou L .F .B. ( longitudinal  f i b r i l l a r  bwidles ) pour ces 

mêmes auteurs .  Le diamètre de ces tubules e s t  d 'environ 22G 1. Beaucoup 

d ' au teurs  pensent que ces f i b r e s  longitudinales forment l e  cinétodesme. Mais, 

comme l e  montrent notamment FAURE-FRElVIIET, ROUILLER e t  GAUCERY (1956), 

DANIEL e t  NTIERN (1965), GRAIN (1966, 1968), seu l  un f e u i l l e t  e s t  en r e l a -  

t i o n  avec l e s  2 cinétosomes du c i l  (Pl .  X I I ,  f i g  . 13). Donc, seu l  ce f e u i l l e t  

devra i t  const i tuer  l e  vé r i t ab le  cinétoclesne ( l i a i sons  en t re  l e s  c i l s ) .  

Notre propos n ' e s t  pas de d é t a i l l e r  tou tes  ces  notions e t  nous renvoyons 

à l ' é t ude  synthétique de GRAIN (1969). Au niveau du péristome, on retrouve 

un au t re  type de f i b r e s  : A.E. (adoral  ectornyonemes) pour FINLEY e t  Coll .  

(1964) ou F.A. ( f i b r i l l a r  bundles) pour YAGIIJ e t  SHIGENAECA (1963). Les 

f i b r e s  i ssues  des cinétosomes des c i l s  de l a  membranalle se  rejoignent e t  

forment des gros némadesmes (P l .  XII, f i g .  c )  dans lfendoplasme. 

L'endoplasme, quant 5 l u i ,  montrc un cytoplasme peu dense. O n  y 

trouve des organites à 1 ' é t a t  épars (noyau, mitochondries, grains,  corpus- 

cules denses ...) e t  des s t ruc tu res  à a l l u r e  c r i s t a l l i n e .  Ces dernières ,  

qui  ont un diamètre de l ' o r d r e  du micron, s e r rn t  é tudiées  plus l o i n  

(Pl .  X I ,  f i g .  d )  : ce-L endoplasme (nous l e  verrons nettement sur  d ' au t r e s  

microphotographies)montre un r é t i c u l e .  Il e s t  tou te fo i s  d i f f i c i l e  de préciser  

s 'il possède ou non une membrane l imitante . 
Il e s t  maintenant in téressant  de comparer 1 ' ul t ras t ruc tu re  du 

Spirostome contracté à ce l l e  d 'un Spirostome f i xé  en extension. 


































































































































