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RESUME 

 Les mollusques, l’un des embranchements les plus diversifiés au sein de des 

métazoaires, sont reconnus pour leur capacité à élaborer une structure minéralisée : la 

coquille. Chez ces organismes, le processus de biominéralisation est génétiquement contrôlé 

et réalisé en domaine extracellulaire. Il fait intervenir une matrice organique calcifiante. Cette 

dernière, partiellement occluse au sein de la structure coquillière, est composée de protéines, 

de glycoprotéines, de lipides et de polysaccharides sécrétés par l’épithélium externe calcifiant 

du manteau. Cette matrice constitue la « boîte à outils moléculaires » pour la minéralisation 

de la coquille. Depuis sa découverte, elle a surtout fait l’objet d’études chez les bivalves et les 

gastéropodes, laissant dans l’ombre une autre classe de mollusques toute aussi importante, les 

céphalopodes.  

Les céphalopodes représentent une classe majeure de mollusque, dont une partie seulement 

des représentants actuels possède une coquille minéralisée, interne ou externe. L’histoire 

macroévolutive du groupe indique, depuis les formes ancestrales jusqu’aux formes les plus 

dérivées, une tendance générale à la réduction de la coquille, à son internalisation, voire à sa 

disparition complète. Si les relations de parentés entre les formes minéralisantes du clade 

semblent plutôt bien établies, les mécanismes moléculaires de formation coquillière restent 

encore très mal connus. Il est donc opportun de se demander si les représentants à coquille du 

clade possèdent des « boîtes à outils moléculaire » similaires pour fabriquer leur coquille ? Ce 

projet propose de répondre à cette question en explorant la biominéralisation coquillière de 

trois céphalopodes actuels, par l’utilisation d’approches biochimiques et protéomiques de la 

matrice coquillière, couplée à des analyses microstructurales. 

Le premier modèle étudié est la spirule Spirula spirula (Spirulidae), petit céphalopode 

pélagique dont le cycle de vie demeure encore très mal documenté. Les analyses de RMN à 

l’état solide et de FT-IR suggèrent que les polysaccharides constituent une part importante de 

la matrice organique coquillière. La protéomique, et les analyses in silico sur des modèles 

métazoaires hétérologues et sur le transcriptome récemment acquis de S. spirula révèlent de 

nombreux peptides ; la majeure partie d’entre eux ne correspondant à aucune protéine 

coquillière déjà identifiée au sein du clade des mollusques et/ou des céphalopodes. Ces 

observations suggèrent que la spirule possède un répertoire coquillier unique qui ne semble 

pas porter un signal phylogénétique. 

Le deuxième modèle est le céphalopode Argonauta hians (Argonautidae), à coquille externe 

non-homologue de celle des autres céphalopodes/mollusques puisque sécrétée ici par la 

première paire de bras dorsaux de l’animal. La matrice acido-soluble apparaît comme 

majoritaire et semble essentiellement protéique. La faible proportion de sucre est 

majoritairement constituée de glycosaminoglycanes sulfatés. La protéomique génère de 

nombreuses séquences peptidiques et identifie quelques protéines, non partagées par d’autres 

mollusques, ce qui suggère le recrutement d’outils moléculaires uniques chez l’argonaute 

pour la calcification de sa coquille. 

Le troisième modèle, qui fait l’objet d’une étude toujours en cours, est la seiche commune 

Sepia officinalis (Sepiidae). Les premiers résultats montrent la prépondérance de la matrice 

acido-insoluble, à signature FT-IR chitineuse. L’observation microscopique d’os de seiche et 

de préparations histologiques montre un contact étroit entre tissus organiques et minéralisés, 

et suggère une minéralisation bidirectionnelle, avec pour origine la couche interne 

prismatique du bouclier dorsal. 

Nos résultats sur les trois modèles sont discutés dans le cadre de l’évolution de la 

biominéralisation des céphalopodes. 
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SUMMARY 

Molluscs constitute one of the most diversified phyla within metazoans, known for their 

ability to mineralize a shell. The shell biomineralization process is genetically controlled and 

performed extracellularly via a calcifying organic matrix. This latter, which remains finally 

occluded (at least, partially) into the shell, is a mixture of proteins, glycoproteins, lipids and 

polysaccharides, that are collectively secreted by the external calcifying epithelium of the 

mantle. Today, the shell matrix is usually considered as the ‘molecular toolbox’ for 

constructing the shell. Since its discovery, it has been the focus of numerous studies, but 

mainly on bivalves and gastropods leaving cephalopods in the shadow.  

Cephalopods are an important class of molluscs, from which only part of the living 

representatives possess a calcified shell (internal or external). The macroevolutionary history 

of this clade suggests – from conserved forms to the most derived ones – a general tendency 

to shell reduction, internalization, up to its complete disappearance. In spite of rather well 

established phylogenetic relationships between living shell-bearing cephalopods, molecular 

mechanisms responsible for the shell formation remain almost entirely unknown. Thus, one 

question arises: do all of these mineralizing cephalopods share a common “molecular 

toolbox” to elaborate their shell? This project proposes to answer this puzzling question by 

exploring the shell biomineralization of three living cephalopods via biochemical and 

proteomic approaches on their organic matrices, combined to a microstructural investigation 

of their shells.  

The first model organism is the Ram’s horn squid Spirula spirula (Spirulidae), a small 

pelagic cephalopod whose biology and life cycle remain still poorly documented. Solid-state 

nuclear magnetic resonance and infrared analyses suggest that polysaccharides constitute a 

major part of the organic matrix. Proteomics and in silico searches on heterologous metazoans 

models and on the spirule’s transcriptome revealed several peptides, many of them not 

matching with already known molluscan or cephalopod shell proteins. These observations 

suggest that the Ram’s horn squid possesses a unique set of proteins and does not contain a 

phylogenetic signal.  

The second organism, the winged argonaut Argonauta hians (Argonautidae), possesses an 

external shell, not homologous to that of other cephalopods/molluscs since it is secreted by 

the female’s first dorsal arm pair. The shell matrix contains an important quantity of acid-

soluble proteinaceous matrix. Sugars, which are in low proportion, appear mostly as sulphated 

glycosaminoglycans. Proteomics identified several peptide sequences that match with a 

number of proteins, not shared with other molluscs. This finding may suggest the recruitment 

of unique molecular tools for the shell mineralization of the winged argonaut. 

The third model, the common cuttlefish Sepia officinalis (Sepiidae), is the subject of an 

ongoing research. The first results reveal the high proportion of the acid-insoluble matrix, 

which is predominantly chitinous. Histological investigations of fresh specimens and SEM 

observations of the cuttlebone microstructures plead in favour of a close contact between both 

organic and mineralized tissues, and suggest in addition a bi-directional process of 

mineralization, starting from the inner prismatic layer of the dorsal shield.  

Our results on the molecular / structural aspects of the biomineralization of our three 

models are discussed in an evolutionary perspective.  
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Introduction Générale 

 

 Depuis l’apparition de la vie à la surface de notre planète, les organismes vivants ont 

développé, à de nombreuses reprises, la capacité de convertir les ions minéraux de leur 

environnement en structures minérales rigides selon un processus dit de biominéralisation. 

Bien que de nombreux taxons soient dénués de cette faculté, les structures biominéralisées 

sont largement répandues au sein du monde vivant. On totalise près de soixante-dix types de 

biominéraux différents (os, gastrolithes, statolithes, coquilles…) identifiés et associés à une 

panoplie de fonctions diverses et variées. La formation de ces structures minéralisées 

fonctionnelles est le résultat de processus chimiques et biochimiques particuliers, nécessitant 

la mise en place de fonctionnalités adaptatives complexes, tant au niveau tissulaire que 

moléculaire. Ainsi, les biominéraux qui résultent de cette machinerie spécialisée possèdent 

plusieurs propriétés communes, l’une d’entre elle étant l’incorporation d’un matériel 

organique particulier : la matrice organique. Constituée d’un mélange de protéines 

glycoprotéines, lipides et polysaccharides, la matrice organique calcifiante est considérée 

comme l’agent principal du contrôle et de la régulation du phénomène de biominéralisation. 

On lui attribue ainsi plusieurs fonctions clés au cours de ce processus : concentrer localement 

les ions, fournir un support organique au dépôt minéral, catalyser ce dépôt, servir de point de 

nucléation pour les cristaux, contrôler leur forme, et finalement, inhiber la croissance 

cristalline sous certaines conditions. La matrice organique est ainsi considérée comme la 

véritable « boîte à outils moléculaires » permettant de synthétiser toute structure minéralisée. 

 

À l’heure actuelle, les biominéraux carbonatés comptent parmi les plus nombreux au sein du 

large éventail des biominéraux identifiés. Cette prépondérance est le fait à la fois de 

l’importance quantitative des dépôts dans le registre sédimentaire (songeons aux formations 

de craie du Crétacé, presqu’entièrement constituées de tests de coccolithophores) et également 

du nombre important de taxons, minéralisant en carbonate de calcium. Parmi eux, les 

mollusques représentent un groupe majeur, tant par le nombre d’espèces calcifiantes, par la 

diversité d’organisations microstructurales de leurs exosquelettes que par la variété de 

polymorphes de carbonate de calcium qu’ils sont à même d’exploiter.  

 

Depuis la découverte de la matrice organique calcifiante et l’identification de son rôle clé au 

cours du processus de biominéralisation, les études de caractérisations biochimiques n’ont 
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cessé de se multiplier, notamment au sein du phylum des mollusques. Néanmoins, si les 

études sont nombreuses, elles concernent pour la grande majorité d’entre elles les 

représentants des deux plus grandes classes actuelles de mollusques : les bivalves et les 

gastéropodes. Les céphalopodes, en revanche, demeurent beaucoup moins étudiés. Ils 

représentent néanmoins un groupe majeur au sein du phylum, avec près de 800 espèces 

actuelles et plus de 10000 espèces fossiles. Leur histoire évolutive – en particulier 

l’internalisation de la coquille – nécessite une étude approfondie des mécanismes 

moléculaires de biominéralisation. 

 

Le travail présenté dans cette thèse vise à étendre nos connaissances des répertoires 

coquilliers responsables de la biominéralisation, dans plusieurs clades de céphalopodes.  Il 

permet de comparer les processus et produits de la biominéralisation entre les modèles étudiés 

mais aussi avec des organismes plus éloignés phylogénétiquement (autres mollusques, autres 

métazoaires). 

 

Depuis leur apparition au Cambrien, les céphalopodes ont connu une histoire évolutive 

complexe, traversant des périodes intenses d’extinctions ou de radiations évolutives majeures. 

Ses représentants fossiles sont particulièrement abondants dans le registre sédimentaire, 

notamment les formes à coquille externe (ammonites) ou interne (bélemnites et leurs fameux 

rostres). Ses représentants actuels, quant à eux, se répartissent au sein de deux sous-clades : 

les Nautilida, possédant un plan d’organisation « conservateur » (i.e. considéré plutôt comme 

ancestral) connu depuis plusieurs centaines de millions d’années ; et les Coleoida, comprenant 

des formes sans coquilles (notamment au sein du groupe des octopodes, à l’exception des 

argonautes) et des formes à coquille (parfois réduite) et interne telles que la seiche (Sepia) ou 

la spirule (Spirula). Ainsi, l’histoire macroévolutive de ce clade apparaît comme 

particulièrement intéressante du point de vue de la biominéralisation en démontrant une 

tendance à l’internalisation et à la réduction coquillière, voire à sa disparition complète chez 

les formes les plus dérivées. Si les relations de parentés entre ces différents organismes sont 

relativement bien établies, les mécanismes moléculaires à l’origine de la formation coquillière 

demeurent, quant à eux, très mal connus. On ne sait par exemple pas si tous les organismes à 

coquilles possèdent une même « boîte à outils moléculaire », c’est-à-dire un même ensemble 

de macromolécules (i.e. protéines, polysaccharides etc.), à l’origine du phénomène de 

biominéralisation.  
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Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés à trois espèces de céphalopodes appartenant à 

trois groupes distincts jusqu’alors pas ou peu étudiés : la spirule Spirula spirula (Ram’s horn 

squid en anglais, Spirulidae), l’argonaute Argonauta hians (Argonautidae) et la seiche 

commune Sepia officinalis (Sepiidae). Le choix de ces organismes est motivé par des 

considérations taxonomiques et phylogénétiques : en effet, la spirule est un céphalopode 

pélagique de très petite taille, dont la coquille mêle à la fois des caractères plésiomorphes (i.e. 

« ancestraux » tels qu’une coquille enroulée planispiralée et cloisonnée rappelant celle du 

nautile) et des caractères apomorphes (i.e. « dérivés » ; à savoir une coquille en position 

interne). La seiche, quant à elle, présente une structure coquillière complètement différente de 

celle des autres céphalopodes à coquille, apparaissant ainsi particulièrement dérivée : 

contrairement au modèle classique de type « nautile », la coquille est ici plane et dorsale et les 

cloisons « simples » sont remplacées par un jeu de « planchers », de « plafonds » et de 

« piliers », formant ainsi une succession de minuscules loges empilées les unes sur les autres. 

Enfin, l’argonaute représente un triple paradoxe puisque (i) seules les femelles minéralisent 

une structure coquillière, dont elles se servent pour protéger leurs œufs ; (ii) cette coquille 

n’est pas homologue de celle des autres céphalopodes, ou des autres mollusques de manière 

générale puisqu’au lieu d’être sécrétée par le manteau, elle est produite par la première paire 

de bras dorsaux de l’animal ; (iii) la structure habituellement en aragonite chez les autres 

céphalopodes est ici de nature calcitique.  

Notre approche de caractérisation biochimique des matrices coquillières de chacun de ces 

organismes, combinée à une étude microstructurale de leur squelette calcaire, vise à mieux 

appréhender les mécanismes moléculaires essentiels à la formation des squelettes coquilliers 

au sein du clade, en déterminant si les répertoires coquilliers des trois taxons étudiés se 

ressemblent ou non, et s’ils sont donc conservés ou non au cours de l’évolution.  

 

La première partie de ce travail présente, en guise d’introduction, les grands principes de la 

biominéralisation, puis fait un tour d’horizon des connaissances concernant la 

biominéralisation chez les mollusques et enfin, effectue le bilan de l’état actuel de nos 

connaissances sur les céphalopodes. 

 

Dans la deuxième partie, ce mémoire aborde l’étude du modèle spirule (Spirula spirula), en 

exposant, dans un premier temps, les connaissances préalablement acquises sur cet organisme, 

puis les résultats obtenus dans le cadre de ce travail de thèse. Au travers d’un article de 

recherche (Oudot et al. 2020a), nous présentons la toute première caractérisation biochimique 
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de la matrice organique coquillière chez cet organisme, et le rôle potentiel des différentes 

protéines identifiées au sein de la matrice dans le processus de biominéralisation à l’aide 

d’une étude protéomique couplée à la transcriptomique. 

 

La troisième partie traite du modèle Argonauta hians et présente, en premier lieu, l’état 

actuel de nos connaissances sur cet organisme puis, l’ensemble des travaux que nous avons pu 

réaliser lors de l’étude de la coquille de cette espèce. Nous montrons notamment, dans le 

cadre d’un article de recherche (Oudot et al. 2020b), une première caractérisation 

biochimique de la matrice de cet organisme ainsi que les résultats de notre approche 

protéomique et leur implication dans les mécanismes de formation coquillière chez A. hians.  

 

Dans une quatrième partie, nous passons en revue l’état des connaissances préexistantes sur 

le modèle Sepia officinalis puis nous exposons l’ensemble des travaux, encore en cours, que 

nous avons pu réaliser sur cet organisme. Cette étude combine à la fois des observations 

physiques (microstructurales, histologie) et des caractérisations biochimiques, dans le but de 

mieux comprendre le phénomène de formation coquillière chez cet organisme, en discutant 

notamment de l’existence d’un espace dédié à la minéralisation, et en évoquant les différents 

mécanismes possibles de calcification.  

 

Enfin, le lecteur trouvera dans la cinquième partie les conclusions générales de ce travail, 

ainsi qu’une discussion et une présentation des perspectives de recherches qui pourront 

permettre d’approfondir et de compléter les résultats obtenus au cours de ce travail de thèse. 

 

 

Une thèse en période COVID-19 

 

 Pandémie mondiale oblige, certains travaux de recherche présentés dans ce manuscrit 

ont fortement été ralentis : à la fois par les vagues de confinement successives, et par le retard 

accumulé par certaines plateformes dont nous dépendons pour nos analyses (Protéomique, 

Cryofracture, Histologie…) durant ces périodes et au moment de la reprise des activités. Par 

conséquent, les résultats présentés dans le cadre de l’étude du modèle Sepia officinalis 

constituent un apport préliminaire et plusieurs analyses se poursuivent encore : notamment, 

l’étude protéomique de la matrice organique, l’histologie et l’étude microscopique des 

relations tissus organiques/os de seiche. 
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Le premier confinement a également mis à mal ma participation à deux congrès : l’un, 

français, les JFBTM (Journées Françaises de Biologie des Tissus Minéralisés) et l’autre, 

international, le Nanomee Symposium on Biomineralization supposé se tenir en Allemagne. 

Nous prévoyons de pouvoir participer aux prochaines éditions, si le contexte sanitaire mondial 

le permet… D’autres participations ont heureusement pu être faites avant la pandémie : 

JFBTM 2018 (Monaco), le forum des Jeunes Chercheurs (Dijon), le 5ème congrès international 

de Sclérochronologie (2019, Splitz, Croatie) et le 15ème Symposium International sur la 

Biominéralisation (BIOMIN XV, 2019, Munich, Allemagne).  

 

Nous précisions, cependant, que l’Université de Bourgogne a accordé une 

prolongation du contrat doctoral de trois mois, me permettant de consolider plusieurs résultats 

(notamment concernant le modèle Sepia officinalis) et conduisant à un manuscrit contenant 

des résultats que nous jugeons relativement équilibrés entre les trois modèles.  
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1) La biominéralisation 

1.1) Définition et généralités 

Le terme de biominéralisation fait référence au processus par lequel des organismes 

transforment des ions en minéraux solides (Simkiss & Wilbur 1989), appelés 

« biominéraux ». Les biominéraux se distinguent de leurs équivalents précipités par voie 

purement chimique, par la présence de molécules organiques au sein de la structure minérale 

— on parle également de structures organo-minérales. L’élaboration de telles structures n’est 

permise que par l’existence d’une activité cellulaire spécifique, responsable des changements 

physico-chimiques nécessaires à la minéralisation. C’est ce contrôle exercé par les organismes 

qui différencie la biominéralisation d’une minéralisation purement physico-chimique, ou 

« abiotique » (Weiner & Dove 2003).  

La biominéralisation est un phénomène largement répandu dans le monde du vivant, très 

diversifié si l’on considère à la fois la variété des biominéraux, les relations phylogénétiques 

entre les organismes qui les produisent et leur abondance dans la nature. Les premières traces 

attestées de l’existence de biominéralisations de métazoaires datent du Précambrien terminal 

(en particulier avec le genre Cloudina, Germs 1972 ; Knoll 2003 ; Murdock & Donoghue 

2011, et voir 1.6 ci-après), mais les bactéries (cyanophycées) avaient acquis la capacité de 

biominéraliser bien avant, autour de 3,5 milliards d’années. Les biominéralisations sont 

réparties au sein des trois domaines du vivant (bactéries, archées, eucaryotes) et on dénombre 

près de 70 types de biominéraux (gastrolithes, coquille, etc.) différents à l’heure actuelle, 

répartis dans une douzaine de classes chimiques (Lowenstam & Weiner 1989; Zhang et al. 

2019). Étant donné la diversité des produits de ce phénomène, et celle de ses producteurs, la 

biominéralisation peut être étudiée à travers un vaste champ multidisciplinaire, depuis le 

monde inorganique jusqu’à celui de l’organique (Lowenstam & Weiner 1989) en impliquant 

la quasi-totalité des domaines de recherche des sciences de la Vie, de la Terre et de 

l’Environnement (biologie, physiologie, chimie, biochimie, minéralogie, environnement, 

physique, etc.).  

Ce processus porte également le nom de la discipline qui l’étudie. La biominéralisation, en 

tant que domaine de recherche, fait son apparition dans les années 1960 avec l’émergence des 

premières études sur la genèse des biominéraux, leurs structures, leur évolution et leur impact 

dans les cycles biogéochimiques majeurs, comme celui du carbone (Marin 2009). Ces 

premières investigations ont introduit un nouveau concept, celui de matrice organique 



 12 

(‘organic matrix’ en anglais) qui concrétise l’idée selon laquelle l’élaboration d’une structure 

biominéralisée est assurée par ses propres composants — notion sur laquelle nous reviendrons 

un peu plus loin dans ce chapitre. Dans les années 1980-90, cette discipline, jusqu’alors 

restreinte aux sciences fondamentales, gagne les domaines plus appliqués tels que le domaine 

biomédical (chirurgie osseuse, dentisterie, greffe osseuse, etc.), le domaine des biomatériaux 

ou l’ingénierie industrielle (avec l’essor du biomimétisme, notamment). En parallèle, la 

biominéralisation est envisagée sous un nouvel angle : celui des processus physiologiques, 

cellulaires et moléculaires. Cette nouvelle approche aboutit à l’émergence de concepts 

importants, utilisant une nouvelle terminologie : on distingue dès lors la biominéralisation 

induite de la biominéralisation contrôlée — deux notions qui seront détaillées plus tard au 

cours de ce chapitre.  

 

1.2) Diversité des biominéraux  

On dénombre entre soixante et soixante-dix types de biominéraux différents (Zhang et al. 

2019), appartenant à une douzaine de familles chimiques et élaborés par 55 phylums du 

monde vivant (Lowenstam 1981; Lowenstam & Weiner 1989) ; cependant, la réelle diversité 

des biominéraux est probablement sous-estimée, étant donné que tous les organismes du 

vivant n’ont pas été étudiés pour leur capacité à synthétiser ces structures organo-minérales 

(Marin et al. 2016). La diversité de ces structures résulte notamment de l’abondance et de la 

variété des ions minéraux disponibles (magnésium, calcium, silice, phosphore, soufre, 

manganèse, fer), mais également de la variété des structures cristallines produites. Ces 

constituants ioniques sont les mêmes que ceux des minéraux abiotiques, formés par processus 

purement physico-chimique. Néanmoins, un grand nombre de ces minéraux biogéniques est 

formé par des organismes dans des conditions environnementales où leurs équivalents 

abiotiques ne pourraient normalement pas précipiter : leur formation représente alors un 

surcoût énergétique pour l’organisme (l’hypothèse la plus répandue propose que ce surcoût 

soit compensé par l’acquisition d’un avantage évolutif). De plus, leur forme et la manière dont 

ils sont ordonnés dans les systèmes biologiques diffèrent de celles des minéraux abiotiques 

(Lowenstam & Weiner 1989). 

Parmi la vingtaine d’éléments essentiels aux organismes vivants, l’hydrogène (H), le 

carbone (C), l’oxygène (O), le magnésium (Mg), la silice (Si), le phosphore (P), le soufre (S), 

le calcium (Ca), le manganèse (Mn) et le fer (Fe) sont les constituants les plus fréquents des 
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biominéraux (Mann 2001). Le calcium et le phosphore occupent une place prépondérante 

puisqu’ils constituent respectivement 50 % et 25 % des différents biominéraux identifiés à ce 

jour (Lowenstam & Weiner 1989). La prépondérance du calcium au sein des 

biominéralisations est remarquable. Elle est probablement liée à l’acquisition très précoce au 

cours de l’évolution de mécanismes cellulaires utilisant ce cation  (Knoll 2003; Lowenstam & 

Weiner 1989) : en effet, parmi ses nombreuses fonctions, l’ion calcium est impliqué dans 

beaucoup de phénomènes de signalisation cellulaire ; c’est, entre autres fonctions, un 

messager secondaire utilisé pour la transduction de signaux vers l’intérieur de la cellule, un 

mécanisme apparu très tôt au cours de l'Evolution, probablement en même temps que la 

multicellularité (Lowenstam & Margulis 1980). 

Les biominéraux les plus abondants sont les biominéraux carbonatés (carbonate de 

calcium), phosphatés (phosphate de calcium), siliceux (silice) et les biominéraux composés 

d’oxydes de fer ou de manganèse. Le carbonate de calcium prédomine chez les formes 

invertébrées tandis que le phosphate de calcium est majoritairement observé chez les 

organismes vertébrés. Les biominéraux siliceux, quant à eux, se retrouvent notamment chez 

les diatomées, les silicoflagellés et les radiolaires, tous connus pour leur capacité à produire, 

soit des tests poreux et fragiles (les frustules, dont la morphologie rappelle la dentelle) soit des 

micro-squelettes aux formes complexes (Mann 2001). 

La diversité des biominéraux à la surface du globe s’explique également par la vaste 

étendue de structures cristallines produites : un même minéral (de formule chimique unique) 

peut cristalliser sous plusieurs habitus différents, on parle alors de polymorphisme et de 

variétés polymorphes. C’est notamment le cas de la calcite et de l’aragonite, deux carbonates 

de calcium, de même formule chimique CaCO3, mais qui cristallisent selon deux systèmes 

cristallins différents, respectivement rhomboédrique et orthorhombique. Parfois, un même 

organisme peut sécréter plusieurs polymorphes d’un même minéral, généralement en des 

zones bien distinctes.  

Enfin, il est important de noter qu’en plus d’être prépondérants à la surface du globe, les 

biominéraux en carbonate de calcium sont également les plus représentés en termes de 

diversité taxonomique et phylogénétique, car présents dans des taxons tels que les bactéries, 

les foraminifères, les coccolithophores, les éponges, les cnidaires, les bryozoaires, les 

brachiopodes, les annélides, les mollusques, les crustacés, les échinodermes ou les vertébrés.  
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1.3) Diversité des fonctions biologiques  

Si les biominéralisations sont diversifiées en termes de composition chimique et de 

structure, elles le sont tout autant du point de vue des fonctions qu’elles remplissent. Le rôle 

le plus fréquent de ces biominéraux est d’assurer un support mécanique aux tissus mous de 

l’organisme, tels que le test des oursins, la coquille des mollusques ou l’exosquelette des 

coraux. Les biominéraux, par leur structure composite organo-minérale, possèdent des 

propriétés mécaniques de résistance exceptionnelle ; la nacre, par exemple, possède une 

résistance à la fracture dix fois supérieure à celle du béton (Katti & Katti 2006). Cette 

propriété confère un avantage évolutif surprenant indéniable aux espèces qui la développent.  

Mais au-delà de ce rôle de support structural, les biominéraux peuvent également assurer 

un large éventail d’autres fonctions biologiques comme la protection face aux prédateurs 

(coquille des mollusques), la protection contre la dessiccation (exosquelette des balanes, 

coquille d’œuf des reptiles, oiseaux et monotrèmes), la préhension et la nutrition (pinces des 

crustacés, dents de vertébrés, radula des mollusques), la perception de la gravité et 

l’équilibrage de la masse corporelle (statolithes des méduses, des céphalopodes, otolithes des 

poissons), la reproduction (oogones de charophytes), la perception du champ magnétique 

(bactéries magnétotactiques) ou encore le stockage d’ions minéraux (gastrolithes des 

crustacés) (Lowenstam & Weiner 1989; Mann 2001; Simkiss & Wilbur 1989).  

La perception de la pesanteur est un phénomène répandu parmi les organismes eucaryotes. 

Les mollusques — et notamment les gastéropodes, les bivalves et les céphalopodes — 

possèdent une paire de statolithes, souvent de nature calcitique. Chacune de ces structures 

millimétriques est logée au sein d’une cavité, le statocyste, dont les cellules périphériques 

ciliées détectent les mouvements, assurant ainsi l’équilibre de l’organisme en lui fournissant 

des informations sur l’orientation du champ gravitationnel (Tanzarella 2005; Williamson & 

Chrachri 2004, pour les céphalopodes voir Arkhipkin & Bizikov 2000; Clarke 1978; Neige et 

al. 2016). Chez les plantes, ce sont les structures racinaires qui assurent le géotropisme, tandis 

que chez les poissons et les amphibiens, ce sont les otolithes logés au sein des otocystes qui 

remplissent ce rôle. Ces structures sont homologues à l’oreille interne des vertébrés 

(Lowenstam & Weiner 1989).  

Un autre exemple de fonction non-squelettique de la biominéralisation est celle du 

stockage ionique. Certains crustacés décapodes comme l’écrevisse, par exemple, forment des 
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structures internes de stockage de carbonate de calcium amorphe, appelées gastrolithes. Ces 

corps minéralisés se développent au sein de la muqueuse de l’estomac à chaque cycle de mue 

afin de favoriser la calcification de la nouvelle cuticule (Lowenstam & Weiner 1989). 

 

1.4) La matrice organique 

Le concept de "matrice organique" émerge au cours des années cinquante et soixante, avec 

le développement spectaculaire de la biochimie, et notamment des techniques de séparation 

des protéines (chromatographie et électrophorèse) ainsi que de détermination des 

compositions en acides aminés de ces protéines (voir Marin 2009). À cette époque, il devient 

évident que les macromolécules organiques associées aux biominéraux, et sécrétées au 

moment de leur mise en place, ont une fonction essentielle liée au processus de minéralisation 

lui-même. Ces constituants, de nature chimique protéique, glycoprotéique, polysaccharidique 

ou lipidique, ont néanmoins été principalement étudiés au sein de tissus carbonatés et 

phosphatés tels que l’os, les dents, les squelettes d’échinodermes ou encore les coquilles de 

mollusques (Lowenstam & Weiner 1989).  

Le mélange complexe de macromolécules organiques reste finalement inclus (au moins en 

partie) au sein de la structure biominéralisée et compte souvent pour moins de 1 % (en poids) 

du squelette calcifié final (Marin et al. 2016), en ce qui concerne la plupart des 

biominéralisations carbonatées (avec quelques exceptions, comme l’os de seiche ou la 

coquille des aplysies: pour ces dernières, la fraction organique représente environ 10-15 % 

(Marin, communication personnelle) de la coquille. On attribue généralement à la matrice un 

certain nombre de fonctions au cours de la biominéralisation, la première étant structurelle. 

Elle formerait un édifice tridimensionnel qui servirait de guide et de « réceptacle » à la phase 

minérale. D’ailleurs, son incorporation finale au sein du biominéral permettrait à la structure 

de gagner en solidité en empêchant, par exemple, la propagation de fractures mécaniques 

(Kamat et al. 2000). La matrice remplit également un rôle actif dans la précipitation de la 

phase minérale et de la microstructure de la biominéralisation : les macromolécules qui la 

composent contrôlent la forme des nouveaux cristaux et leur organisation en microstructures 

bien définies (Marin 2009; Marin et al. 2016). Enfin, elle serait impliquée dans la 

signalisation cellulaire (Westbroek & Marin 1998), mais son rôle exact dans ce mécanisme 

reste encore mal évalué, notamment chez les modèles non-vertébrés. 
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De ce fait, la matrice organique apparaît comme une architecture supramoléculaire 

cohérente et fonctionnelle où chaque constituant participe à l’élaboration de la structure 

finale, et où les propriétés du produit fini sont très différentes de celles de ses constituants pris 

séparément (Marin 2009). Néanmoins, la matrice a longtemps été considérée comme une 

« boîte noire » et c’est l’émergence de techniques telles que la protéomique (seule ou couplée 

à de la transcriptomique) qui a récemment permis l’accroissement considérable de nos 

connaissances sur la fraction protéique de cette matrice organique.  

 

Pendant plusieurs décennies, la matrice organique n’a quasiment été considérée chez les 

scientifiques qu’à travers ses composants les plus importants chez les métazoaires, à savoir les 

protéines acides (riches en acide aspartique ou glutamique). En effet, ces protéines acides 

tiendraient un rôle majeur dans le phénomène de biominéralisation puisqu’elles sont capables 

d’interagir avec les ions calcium ou bien encore avec les cristaux de carbonate de calcium 

(Addadi & Weiner 1985). Néanmoins, ce ne sont pas les seules actrices de la 

biominéralisation. De même, les protéines incluses dans le biominéral final ne sont pas les 

seules à participer au processus. Des études récentes (Jackson et al. 2006; Le Roy et al. 2012) 

suggèrent que seule une partie des protéines sécrétées par le tissu minéralisant (i.e. le 

‘sécrétome’) est incorporée au sein du biominéral (i.e. le ‘shellome’), le reste, à l’interface 

entre l’épithélium calcifiant et le front de minéralisation, étant probablement dégradé ou 

recyclé, après avoir rempli ses multiples fonctions dans le dépôt de carbonate de calcium.  

Par ailleurs, on a longtemps cru que la matrice était supposée s’assembler d’elle-même à 

distance de l’épithélium calcifiant (‘self-assembling system’). Néanmoins, l’analyse 

protéomique de la matrice organique de certains organismes, comme le corail Acropora 

millepora (Ramos-Silva et al. 2013), révèle l’existence de peptides associés au domaine 

extracellulaire de protéines transmembranaires identifiées. Ces découvertes modifient la 

vision « classique » d’une matrice organique purement extracellulaire, et suggère qu’un lien 

physique puisse subsister « jusqu’au dernier moment » entre l’épithélium et le front de 

minéralisation (Marin et al., 2016). On peut également noter que de nombreuses analyses 

protéomiques de la matrice organique de différents organismes révèlent l’existence de 

protéines cytoplasmiques, notamment les protéines du cytosquelette (actine, myosine, etc.), 

mais aussi des protéines nucléaires (histones) — une autre découverte qui vient modifier la 

vision classique de la matrice organique (Marin et al. 2016; Oudot et al. 2020a, 2020b). 

Malgré un processus de nettoyage drastique (supposé éliminer les contaminants 
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intracellulaires et ne conserver que la fraction intracrystalline, c’est-à-dire les protéines 

extracellulaires intimement liées à la phase minérale et protégée du nettoyage par celle-ci), on 

ne peut ignorer la possibilité que ces protéines intracellulaires soient en réalité impliquées 

également dans le processus de biominéralisation. Ainsi, il existerait un lien moléculaire entre 

le cytosquelette et le processus de calcification extracellulaire (Weiss et al. 2006, 2013).  

De ce fait, l’étude protéomique des matrices organiques coquillières révèle et démontre la 

grande diversité des protéines impliquées dans le phénomène de minéralisation. Et s’il ne fait 

aucun doute que des lois physico-chimiques « universelles » doivent s’appliquer à la 

calcification chez l’ensemble des métazoaires, il paraît en revanche plus compliqué 

d’envisager un seul modèle biologique « universel » dans l’étude des biocalcifications au sein 

de ce même clade (Marin et al. 2016). Ceci suggère alors que les squelettes calcaires sont 

assemblés à partir de différents répertoires sécrétoires, ainsi qu’une évolution indépendante 

des « boîtes à outils moléculaires » impliquées (Marin et al. 2016). L’approche protéomique 

des protéines coquillières (‘shellomics’ en anglais, cf. Marie et al. 2009a) souligne également 

le rôle plutôt coopératif et synergétique de chacun de ces ingrédients au sein de la matrice 

organique, plutôt que de leur associer une seule fonction spécifique (e.g. la formation d’une 

microstructure particulière, ou bien la sélection d’un polymorphe en particulier, etc. ; Marin et 

al. 2016; Marie et al. 2012). Enfin, la protéomique démontre que la stabilité des 

microstructures à travers les temps géologiques ne se traduit pas nécessairement par une 

"invariance" du shellome ou squelettome (Jackson et al. 2010; Marie et al. 2009a, 2010b, 

2011b, 2013). Dans ce contexte, les microstructures coquillières apparaissent plutôt comme 

des propriétés émergentes, au regard de la machinerie cellulaire, contraintes par des 

« attracteurs » physiques (Marin 2020; Marin et al. 2008, 2016).  

 

1.5) Les processus de biominéralisations 

Traditionnellement, la biominéralisation est divisée en deux catégories fondamentalement 

différentes, basées sur le degré de contrôle biologique : la biominéralisation induite et la 

biominéralisation contrôlée (Lowenstam 1981; Mann 1983). Cette approche moléculaire du 

processus de biominéralisation se substitue à l’opposition, plus ancienne et jusqu’alors 

adoptée, des biominéralisations « squelettiques » et « non-squelettiques » et traduit une réalité 

physiologique, biochimique et évolutive (Marin 2009). 
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a) La biominéralisation induite 

La minéralisation biologiquement induite résulte de l’interaction entre le métabolisme de 

l’organisme et son environnement, et ne nécessite aucune machinerie biologique dédiée. Il 

existe de nombreux environnements aqueux où une simple petite perturbation biologique peut 

provoquer la formation d’un minéral : le relargage de certains cations par les cellules d’un 

organisme, par exemple (Lowenstam & Weiner 1989). Ainsi, ce processus de fabrication 

organo-minérale ne résulte que du fonctionnement métabolique d’un organisme en condition 

physiologique, et n’entraîne donc aucun coût énergétique pour la cellule. On peut également 

noter qu’en l’absence de contrôle biologique, les biominéraux formés ressemblent à ceux 

formés de manière abiotique, c’est-à-dire de manière purement physico-chimique. En réalité, 

ce type de biominéral dépend à la fois de l’environnement dans lequel il précipite, et du 

processus biologique par lequel il est induit. De ce fait, un même organisme peut former 

différents biominéraux dans différents environnements (Lowenstam & Weiner 1989). Par 

ailleurs, il est important de souligner que ces critères ne permettent pas de définir un 

processus biologique ou chimique particulier, mais fournissent un large spectre hétérogène de 

processus physiologiques, illustrés notamment par la formation de stromatolithes par les 

cyanobactéries ou bien encore le dépôt de précipités calcaires intracellulaires par l’algue 

brune Padina (Lowenstam and Weiner, 1989). 

  

b) La biominéralisation contrôlée 

Par opposition, la biominéralisation contrôlée est un phénomène hautement régulé 

(Mann 2001) permettant la formation de biominéraux aux fonctions et aux structures bien 

spécifiques, telles que l’os, la coquille ou les dents. Cette catégorie de minéralisations 

biogéniques contrôlées regroupe en réalité la plupart des biominéraux non-pathologiques 

produits par les métazoaires, ainsi que de nombreuses minéralisations de protistes (tests 

calcaires des foraminifères, coccosphères, tests siliceux de radiolaires, diatomées etc. ; Marin 

2009). Dans cette thèse, c’est évidemment cette catégorie de biominéralisation qui va retenir 

notre attention. Cette biominéralisation contrôlée se différencie de celle induite par la 

reconnaissance de cinq critères essentiels :  

- elle requiert une machinerie cellulaire et moléculaire dédiée au sein du tissu 

biominéralisant, mais également à l’échelle de l’organisme tout entier. De ce fait, les 
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minéraux produits ne sont pas le « simple » fruit de l’activité métabolique de 

l’organisme, mais appartiennent bel et bien à une chaîne complexe de réactions 

métaboliques, avec de nombreuses régulations et boucles de rétro-contrôle (Marin 

2009) ;  

- la synthèse de minéraux biogéniques est un processus actif, ce qui signifie que les 

minéraux produits ne sont pas systématiquement en équilibre avec le milieu 

environnant. On peut citer, par exemple, les diatomées qui précipitent un test siliceux 

dans un environnement sous-saturé vis-à-vis de ce minéral. Il paraît alors évident que 

la mise en œuvre d’une telle activité représente un surcoût énergétique pour 

l’organisme, et nécessite l’établissement de transports ioniques actifs et/ou le stockage 

d’ions contre leur gradient de concentration ainsi que leur métabolisation (Bertucci et 

al. 2011; Fan et al. 2007) ; 

- l’une des conséquences directes de ce processus actif est que les minéraux ne peuvent 

être synthétisés au contact direct de leur environnement. La biominéralisation 

contrôlée est réalisée dans un espace clos, délimité par l’organisme (Simkiss 1986; 

Wilbur 1984) : cet espace peut être intra-, inter- ou extracellulaire. Par exemple, les 

algues coccolithophoridés forment leurs coccolithes au sein de vésicules dérivées de 

l’appareil de Golgi, et les sécrètent ensuite par exocytose. Le cartilage, quant à lui, est 

élaboré dans des vésicules extracellulaires (Marin 2009). Chez les mollusques, cet 

espace est délimité entre la coquille et l’épithélium minéralisant, scellé par le 

périostracum, et constitue l’espace extrapalléal ; 

- les minéraux formés possèdent un habitus différent de ceux précipités chimiquement 

(Weiner & Traub 1984) : les organismes peuvent réguler de manière très fine la forme 

des biominéraux qu’ils produisent. Les mollusques incarnent parfaitement cet 

exemple : ils sont capables de moduler la forme des cristaux de carbonate de calcium 

et de les assembler en diverses microstructures, mais ils peuvent également contrôler 

le type de polymorphe (calcite, aragonite) avec lequel ils façonnent leur coquille 

(Marin, 2009) ;  

- enfin, la biominéralisation contrôlée est dirigée par une matrice organique, sécrétée au 

moment de la mise en place de la structure minéralisée, et finalement incorporée dans 

le biominéral produit (Weiner & Traub 1984). Cette matrice — essentiellement 

composée de protéines, de glycoprotéines, de polysaccharides et de lipides (Marin & 

Luquet 2007) — est associée à de nombreuses fonctions (nucléation, contrôle et arrêt 

de la croissance des cristaux, signalisation cellulaire, etc. ; cf. d) la matrice organique). 



 20 

Son incorporation au sein des structures minéralisées produites leur confère une 

grande solidité mécanique. 

 

Plus récemment, Dupraz et al. (2009) ont apporté des nuances aux notions de 

biominéralisations induites et contrôlées. Selon les auteurs, il convient de distinguer la 

minéralisation biologiquement induite de celle dite influencée, selon que la précipitation 

minérale soit active ou passive. Dans leur modèle, la minéralisation biologiquement induite 

résulte de l’interaction entre l’activité biologique de l’organisme et son environnement. En 

revanche, la minéralisation biologiquement influencée est définie comme une minéralisation 

passive, ce qui signifie que ce sont des paramètres externes et/ou environnementaux qui 

contrôlent les conditions physico-chimiques nécessaires à la précipitation minérale. Ainsi, ce 

mode de minéralisation influencée ne requiert pas la présence d’organismes vivants. Dupraz 

et al. invoquent néanmoins l’implication d’une matrice organique dans le phénomène de 

précipitation biologiquement influencée : selon eux, elle influencerait la morphologie et la 

composition des cristaux au travers d’interactions entre le minéral en cours de formation et la 

matière organique qui servirait alors de support à la précipitation. Les auteurs proposent 

d’utiliser le terme d’organominéralisation, terme introduit pour la première fois par Jean 

Trichet et Christian Défarge dans deux articles successifs (Défarge & Trichet 1995; Trichet & 

Défarge 1995), pour définir les organominéraux produits lors de ces deux processus, c’est-à-

dire l’ensemble des minéraux formés à partir d’une matrice organique non génétiquement 

contrôlée. Ainsi, contrairement aux biominéraux qui représentent des preuves directes de la 

vie (e.g. fossiles d’organismes), les organominéraux en constituent des signes indirects. Il est 

intéressant de noter que les organominéraux, formés à partir de matière organique d’origine 

biologique pourrait servir de biosignature dans la recherche de preuves de vie dans le registre 

géologique archéen, ou sur des corps extraterrestres dénués de fossiles ou de bioconstructions 

(Défarge 2011; Westall et al. 2000). Néanmoins, il est important de garder en mémoire que de 

la matière organique d’origine abiotique peut également induire la formation 

d’organominéraux similaires à ceux formés de manière biologiquement induite, ou sous 

intervention de matière organique biotique (Défarge 2011). En effet, on peut très bien 

concevoir la formation de polymères organiques complexes de manière purement abiotique 

(cf. « soupe primitive »), lesquels interagiraient avec des carbonates, par exemple, pour 

produire des structures organominérales particulières, qui ne sont donc pas des preuves de vie. 
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c) La séquence de la biominéralisation contrôlée 

Constitution d’une solution saturée 

La délimitation d’un espace clos constitue la condition sine qua non à la formation d’un 

biominéral (Lowenstam & Weiner 1989; Simkiss 1986; Wilbur 1984). Cet espace, isolé de 

l’environnement extérieur, est scellé par une barrière à travers laquelle les ions ne peuvent pas 

diffuser librement (Lowenstam and Weiner 1989). En dépit de la diversité de protéines 

minéralisantes et de biominéraux, les organismes n’utilisent pas une grande variété de 

méthodes pour délimiter le lieu de la minéralisation. Parmi elles, on compte notamment les 

barrières lipidiques ou formées de macromolécules insolubles dans l’eau (protéines et/ou 

polysaccharides) qui polymérisent sous la forme de couches imperméables, comme le 

périostracum des mollusques. Notons que ce dernier est issu d’un précurseur protéique 

soluble, la périostracine (periostracin, en anglais), laquelle polymérise dès sa sécrétion et subit 

un tannage quinonique (Lowenstam & Weiner 1989; Simkiss & Wilbur 1989; Waite et al. 

1979).  

La formation d’un minéral au sein de l’espace de minéralisation nécessite évidemment 

l’existence d’une solution de précipitation saturée, du point de vue des ions qui constitueront 

ce minéral (Lowenstam and Weiner 1989). La solution « mère » de précipitation est élaborée 

par la ou les cellule(s) responsables de la minéralisation dans son ensemble (cellules de 

l’épithélium ou responsables de la sécrétion de vésicules minéralisantes), équipées de pompes 

ioniques actives ou canaux ioniques capables de diffusion passive d’ions spécifiques. Ces 

pompes et voies ion-spécifiques appartiennent à la machinerie de toutes les cellules et il ne 

fait aucun doute qu’elles sont pleinement utilisées notamment pour déterminer l’ordre dans 

lequel les ions sont introduits dans l’espace de la minéralisation, mais également pour 

contrôler la composition ionique et le degré de saturation à atteindre (Lowenstam and Weiner, 

1989). Enfin, en plus de contrôler l’accumulation des ions dans l’espace de minéralisation, ces 

cellules sont également chargées de la sécrétion des constituants de la matrice organique.  

 

 

La nucléation 

La première étape de formation d’un cristal est sa nucléation. Si la nucléation (et de 

manière générale tout processus de cristallisation biologique) a longtemps été considérée 
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selon un schéma de cristallisation classique, à savoir par attachement successif d’ions ou de 

molécules sur une particule primaire pour aboutir à la formation d’un cristal, il semblerait 

qu’elle puisse également emprunter d’autres chemins, regroupés sous le terme de 

« cristallisation non-conventionnelle » ou de « minéralisation par l’intermédiaire de 

particules » ("particle-mediated mineralization", en anglais ; Cölfen 2007).  

Cölfen (2007) évoque plusieurs chemins de cristallisation non-conventionnelle (Fig. I.1) 

avec, pour point de départ invariable, un cluster d’ions précurseurs (tels que Ca2+, CO3-, etc.) 

hydratés. Ces amas ioniques peuvent s’associer en nanoparticules minérales primaires qui, par 

leur interaction avec des molécules organiques, s’assemblent selon des faces 

cristallographiques préférentielles pour former un mésocristal : on parle d’attachement orienté 

des nanoparticules (soudure), résultant, après déshydratation de la structure, en un pseudo-

monocristal (chemin c, Fig. I.1) qui contient des macromolécules organiques. Les amas 

ioniques peuvent également former des particules amorphes qui, par un mécanisme encore 

inconnu (« moulage » ?), cristallisent en morphologies complexes (chemin d, Fig. I.1). Dans 

son schéma, l’auteur évoque également d’autres chemins alternatifs, tels que l’assemblage des 

Figure I.1 : Représentation schématique des cristallisations classique et non-classique, d’après Cölfen 2007. a) cristallisation 

classique, où les clusters ioniques de nucléation se forment et croissent jusqu’à atteindre une taille d’un nucléus cristallin 

critique et forme une nanoparticule primaire, amplifiée ensuite en un cristal unique. b) les nanoparticules primaires peuvent 

également former un cristal iso-orienté, où les unités nanocristallines peuvent fusionner pour former un cristal unique via le 

processus d’attachement orienté. c) si les nanoparticules primaires sont recouvertes par un polymère ou un autre additif avant 

leur assemblage, elles peuvent former un mésocristal. d) des particules amorphes peuvent se former et se transformer, avant 

ou après leur assemblage, en une structure cristalline à la morphologie complexe.  
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nanoparticules primaires en un cristal iso-orienté sans passer par une étape de stabilisation 

organique (chemin b, Fig. I.1).  

 En 2015, De Yoreo et ses co-auteurs enrichissent l’éventail des chemins possibles de 

la cristallisation non-conventionnelle (De Yoreo et al. 2015). Selon eux, les particules 

impliquées dans ce phénomène sont diverses et bien plus complexes que de simples ions 

comme le modèle classique l’envisage. Il s’agirait d’espèces d’ordre supérieur, tels que des 

complexes multi-ioniques, des oligomères (ou clusters), ou encore des nanoparticules 

cristallines, amorphes ou liquides. Dans leur modèle, ces multiples voies de cristallisation 

répondent à un mécanisme directement dépendant de l’interaction entre des facteurs 

thermodynamiques et cinétiques. Par des phénomènes d’attachement orienté (ou presque 

orienté) et par l’existence de phases microscopiques transitoires instables, les auteurs 

proposent différents mécanismes de formation cristalline (De Yoreo 2017; De Yoreo et al. 

2015).  

En 1997, Beniash et ses co-auteurs démontrent que les larves d’oursin élaborent leurs 

spicules calcitiques à partir d’une phase minérale transitoire non-cristalline, appelée carbonate 

de calcium amorphe (ACC, en abréviation anglaise). Depuis, cette stratégie a été mise en 

évidence chez de nombreux autres organismes, qu’il s’agisse de structures aragonitiques ou 

calcitiques (Weiner et al. 2009). Ainsi, il ne fait plus aucun doute que ce processus est 

largement répandu chez les animaux qui minéralisent en carbonate de calcium. Le phénomène 

repose sur la stabilisation plus ou moins prolongée de la phase amorphe via ses interactions 

avec des molécules organiques (protéines, polysaccharides ou métabolites, tels que le citrate 

ou le pyrophosphate) et certaines espèces ioniques, jusqu’à sa cristallisation en calcite, par 

exemple (Raz et al. 2003). 

Si le polymorphisme du carbonate de calcium est un phénomène connu depuis de 

nombreuses années et bien documenté, le "polyamorphisme" est quant à lui un phénomène 

démontré beaucoup plus récent, défini par l’existence de plusieurs variétés d’un état amorphe 

d’une même substance (Cartwright et al. 2012). Il semblerait que les "polyamorphes" héritent 

leur structure de celles des clusters de pré-nucléation dont ils sont issus. Cette structure serait 

ensuite stabilisée par des interactions moléculaires et organiques spécifiques, favorisant la 

sélection de l’un ou l’autre des polymorphes du carbonate de calcium (Cartwright et al. 2012; 

Fernandez-Martinez et al. 2017). Ainsi, il existerait un certain prédéterminisme dans la 

sélection du polymorphe adopté lors de la cristallisation.  



 24 

 

La croissance du cristal 

Les cristaux ainsi néoformés croissent ensuite par addition de molécules ou d’ions, et/ou 

par attachement particulaire (Gal et al. 2015). La morphologie de ces cristaux est déterminée 

par leur vitesse de croissance relative dans les différentes directions de l’espace, mais est 

également contrôlée par les molécules organiques de la matrice (Addadi & Weiner 1985). Il a 

aussi été démontré à plusieurs reprises que certaines molécules semblaient favoriser la 

formation de certains polymorphes cristallins plus ou moins stables (Falini et al. 1996). Par 

ailleurs, certaines protéines ou glycoprotéines acides présenteraient une capacité particulière à 

stabiliser la formation de faces cristallines non-conventionnelles in vitro (Albeck et al. 1996). 

Ces molécules (protéines, glycoprotéines, polysaccharides) sont spécifiquement adsorbées à la 

surface de certaines faces cristallines durant la croissance cristalline, et incorporées à la 

structure finale. Étant donnée la taille bien supérieure de ces macromolécules à celle du réseau 

cristallin, leur inclusion induirait une modification des paramètres de maille de celui-ci 

(Pokroy et al. 2006, 2007) et induirait une perturbation de la structure dans son ensemble 

(Addadi et al. 2016). 

 

L’arrêt de la croissance 

Le concept d’inhibition cristalline émerge dans les années 80, quand Wheeler et ses co-

auteurs découvrent l’existence de protéines responsables de l’arrêt de la nucléation et de la 

croissance cristalline chez l’huître de Virginie, Crassostrea virginica (Wheeler et al. 1981). 

Aujourd’hui, il est clair que toutes les matrices organiques calcifiantes possèdent, à différents 

degrés, des propriétés inhibitrices de la cristallisation. L’idée est que les composants 

inhibiteurs présents en solution sont adsorbés à la surface des nucléus en croissance par 

interaction électrostatique. Ce faisant, ils bloquent la croissance cristalline par 

« empoisonnement » des surfaces (Dobberschütz et al. 2018). 

Le contrôle de l’arrêt de la croissance cristalline détermine, au moins en partie, la forme 

finale de ce cristal. Les études morphologiques ont souvent suggéré que les cristaux 

croîtraient à l’intérieur de compartiments organiques qui, par la même occasion, agiraient 

finalement comme barrières physiques à leur croissance : les vésicules dans lesquelles 

croissent les coccolithes des coccolithophoridés en sont de parfaits exemples (Wheeler & 
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Sikes 1984). L’existence d’autres cristaux ou d’une matrice organique peut également 

constituer un obstacle à la croissance cristalline. La nacre, par exemple, est constituée d’une 

superposition régulière de couches de tablettes d’aragonite coalescentes, celles-ci étant 

enveloppées d’une fine couche de matière organique. Dans le cas de la nacre, l’extension 

latérale de chaque tablette est contrainte par les tablettes voisines, qui croissent en même 

temps. Ce faisant, en arrivant à confluence, les tablettes adjacentes provoquent la 

condensation du gel organique coincé entre elles, et donc sa polymérisation en une matrice 

interlamellaire insoluble. 

 

1.6) Origine phylogénétique de la(des) biominéralisation(s) 

Les biominéralisations sont synthétisées par toutes les branches majeures de l’arbre du 

vivant (Fig. I.2), dans une gamme étonnante de degrés d’organisation, de plans anatomiques 

et de fonctions. Avec l’avènement des outils moléculaires et l’apparition des premières 

phylogénies basées sur des données moléculaires, la phylogénie des métazoaires a connu de 

profonds réarrangements (Halanych 2004). Cette nouvelle approche révèle notamment qu’une 

grande partie des organismes dits « minéralisants » sont "intercalés", dans l’arbre du vivant, 

entre des taxons dénués de cette capacité (Fig. I.2 ; Murdock and Donoghue 2011). Dans un 

tel contexte, une question s’impose : ces lignées ont-elles développé leurs squelettes 

minéralisés indépendamment, ou bien cette propriété est-elle héritée d’un ancêtre 

commun (perdue par la suite chez certains clades) ? L’utilisation d’une approche 

parcimonieuse ne permet pas de privilégier une hypothèse par rapport à l’autre (Murdock and 

Donoghue 2011). Par ailleurs, au sein des métazoaires, si les biominéraux silicatés sont 

restreints aux éponges siliceuses, les structures carbonatées sont présentes chez toutes les 

Figure I.2 : Distribution de la 

biominéralisation au sein d'un arbre 

phylogénétique à l'échelle du phylum. Les 

branches terminales codées en rouge 

représentantes des tissus minéralisés siliceux, 

tandis que les branches codées en bleu 

indiquent des tissus carbonatés et les branches 

vertes des tissus phosphatés. D’après 

Murdock & Donoghue (2011).  
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divisions majeures. Des travaux récents ont pourtant 

démontré que, parmi les polymorphes du carbonate de 

calcium, une fois qu’une lignée a adopté un système 

particulier (par exemple, aragonitique), les changements 

sont rares (Porter 2010). De ce fait, il paraît difficile 

d’invoquer une origine unique à ces différents systèmes 

minéraux (i.e. carbonate et phosphate de calcium).  

Au cours des dernières années, des traces 

minéralisées très anciennes ont été découvertes : ces 

premiers microfossiles biominéralisés appartiendraient 

au clade des protistes, et seraient datés du 

Néoprotérozoïque (entre 700 et 800 Ma) (Cohen et al. 2011; Cohen & Knoll 2012; Morais et 

al. 2017; Porter et al. 2003). Chez les métazoaires, les premiers fossiles coquilliers 

apparaissent à la fin de l’Ediacarien (550 Ma), avec des spécimens faiblement minéralisés tels 

que Cloudina (Fig. I.3)(Germs 1972; Murdock and Donoghue 2011). L’explosion 

Cambrienne (541-515 Ma) est marquée par la radiation de la plupart des lignées de 

métazoaires, mais coïncide également avec la diversification importante et l’abondance des 

tissus minéralisés (épines, spicules, sclérites, plaques et coquilles) en carbonate ou phosphate 

de calcium, presque simultanément chez la majorité des clades de métazoaires (Knoll 2003). 

Pour autant, il apparaît clairement que la biominéralisation est postérieure à la divergence des 

clades majeurs de bilatériens, suggérant des inventions indépendantes de la biocalcification 

(Murdock and Donoghue 2011). En effet, plusieurs représentants de la « small shelly fauna » 

seraient en réalité les premiers membres de taxons actuels (e.g. brachiopodes, bivalves, etc.) 

plutôt que de clades de rangs supérieurs (e.g. Deuterostomia, Protostomia, Bilateria, 

Metazoa…) (Donoghue & Sansom 2002; Skovsted et al. 2009; Vinther et al. 2008; Vinther & 

Nielsen 2005). L’hypothèse d’inventions indépendantes n’est cependant pas incompatible 

avec l’utilisation d’outils moléculaires communs antérieurs aux phases de radiation. 

Une approche holistique intégrant les données moléculaires, les caractéristiques 

développementales des organismes, la distribution phylogénétique et les premiers fossiles 

coquilliers suggère alors une origine indépendante du squelette coquillier entre les différents 

phylums. Les similarités de développement de ces structures minéralisées résulteraient alors 

d’une convergence ou d’une évolution parallèle. Des études récentes proposent d’ailleurs 

qu’un jeu de gènes orthologues (i.e. des gènes issus d’un ancêtre commun et non d’une 

Figure I.3: Photographies d'un spécimen de 

Cloudina hartmannae, daté du début du 

Cambrien, d’après Yang et al. (2016) 
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duplication génétique) serait impliqué dans le développement de ces structures calcifiées chez 

les bilatériens : on parle alors de « boîte à outils biominéralisante », qui pourrait être dérivée 

d’un ancêtre commun non-minéralisant à tous les bilatériens modernes (Jackson et al. 2010; 

Livingston et al. 2006).  

 

1.7) Interactions avec l’environnement 

Certains biominéraux s’avèrent être produits à une telle échelle qu’ils impactent, de 

manière considérable, la chimie des océans et les cycles biogéochimiques globaux.  

De nos jours, coccolithophores et foraminifères représentent de grands producteurs de 

roches carbonatées biogéniques (Marsh 2003) et jouent ainsi un rôle considérable dans la 

chimie des eaux océaniques. Ce sont ainsi de véritables puits à CaCO3 (Marsh 2003) que la 

communauté scientifique envisage comme « outils » dans la lutte contre le réchauffement 

climatique via leur capacité à fixer les carbonates, et donc le dioxyde de carbone. Les récifs 

coralliens constituent également de véritables puits à CaCO3 (Lowenstam & Weiner 1989).  

De la même manière, d’autres organismes planctoniques impactent fortement le cycle 

géochimique de la silice (Yool & Tyrrell 2003). Par leur activité minéralisante importante, les 

diatomées, les silico-flagellés ou encore les radiolaires, induisent une sous-saturation 

constante en silice des eaux océaniques. Leur apparition dans le registre fossile est 

concomitante d’une importante diminution de la teneur en silice, ainsi que d’une 

augmentation de la quantité de formations rocheuses riches en silice (Lowenstam & Weiner 

1989).  

 

2) La biominéralisation chez les mollusques 

2.1) Les mollusques : généralités 

Les mollusques sont des métazoaires triploblastiques bilatériens. Ils représentent l’un des 

clades les plus diversifiés au sein des eucaryotes, tant par le nombre de représentants que par 

la variété de formes, d’anatomies et de tailles. Cependant, ces organismes possèdent un même 

plan d’organisation et des caractères dérivés propres (Ponder et al. 2019; Vinther 2015), tels 

que le manteau responsable de la sécrétion de formations calcaires, une structure buccale 
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chitineuse (la radula) et des branchies (cténidies) en forme de peigne (Lecointre & Le 

Guyader 2001). 

Le phylum représente, après les arthropodes, le second phylum le plus important de 

l’arbre du vivant et compterait environ 120 000 espèces actuelles d’après les plus récentes 

estimations (Giribet & Edgecombe 2020; Lecointre & Le Guyader 2001), inégalement 

réparties au sein de huit classes. Parmi elles, cinq regroupent des organismes conchifères, 

c’est-à-dire à coquille (monoplacophores, gastéropodes, céphalopodes, bivalves et 

scaphopodes). Grâce à leur grande diversité morphologique et taxonomique, les mollusques 

occupent des habitats variés et ne sont absents que des déserts les plus secs et les plus glacés. 

Par ailleurs, ils peuvent aussi bien être les hôtes intermédiaires de divers parasites (e.g. 

Schistosoma, Orientobilharzia, Dicrocoelium, Calicophoron, etc.) (Dreyfuss & Rondelaud 

2011) qu’être eux-mêmes les parasites d’autres organismes marins : par exemple, le genre 

Annulobalcis chez les crinoïdes (Dgebuadze et al. 2012), l'espèce Monogamus minibulla chez 

les oursins (González-Vallejo 2008).  

Les mollusques apparaissent de manière certaine au Cambrien basal (Ponder et al. 2020a; 

Vinther 2015). Ils sont d’ailleurs l’un des acteurs essentiels de l’apparition de la 

minéralisation, avec les brachiopodes, au cours de « l’explosion Cambrienne » (env. 540 Ma). 

Cependant, leur origine pourrait être plus ancienne encore : le premier mollusque connu, 

Purella, apparaît dans la partie supérieure du Fortunien (542-534 Ma) mais des mollusques 

« présumés » existeraient depuis le Précambrien, notamment au sein de la faune d’Ediacara, 

avec le genre Kimberella (555 Ma ; Fedonkin & Waggoner 1997; Vinther 2015). Néanmoins, 

malgré les traces de reptation qui lui sont associées et une anatomie générale similaire à celle 

des mollusques actuels, l’absence d’une radula minéralisée entretient le débat sur les origines 

précises des mollusques.  

 

2.2) La coquille des mollusques : généralités et physiologie sécrétoire 

a) Généralités 

La coquille des mollusques possède une structure caractéristique multicouches, composée 

de deux à cinq couches calcifiées et d’une couche organique (Marin et al. 2012). Il est 

d’ailleurs important de souligner que les mollusques utilisent principalement les deux 

polymorphes les plus courants du carbonate de calcium à savoir la calcite, forme stable, et 



 29 

l’aragonite, forme métastable ayant tendance à recristalliser en calcite lors de processus 

diagénétiques (Bathurst 1972; Perdikouri et al. 

2011; Tucker & Wright 1990). Lorsque les 

coquilles présentent les deux polymorphes du 

carbonate de calcium, à de rares exceptions 

près (comme Haliotis tuberculata qui possède 

un mélange des deux minéralogies au sein 

d’une même couche, voir Mutvei et al. 1985; 

Dauphin et al. 1989), ceux-ci sont spatialement 

séparés en des couches distinctes et arborent 

des microstructures généralement différentes, 

c’est notamment le cas des bivalves nacro-

prismatiques comme la moule ou l’huître 

perlière.  

Chez la plupart des mollusques, les couches calcifiées sont regroupées sous une couche de 

nature organique appelée le périostracum (Fig. I.4). Cette couche, en contact direct avec le 

milieu extérieur, possède de nombreuses fonctions (support physique à la construction 

coquillière, création d’un environnement minéralisant clos, protection contre la dissolution, 

etc.) qui seront abordés plus tard au cours de ce chapitre.  

 

Les mollusques utilisent une grande variété d’habitus cristallins dans l’élaboration de leur 

coquille. Ces différentes microstructures coquillières ont été décrites par plusieurs auteurs, la 

revue la plus récente étant celle de Carter et Clarke (1985, pour des revues plus anciennes voir 

Bøggild 1930; Taylor et al. 1969, 1973). Ils distinguent une dizaine de microstructures et de 

nombreuses combinaisons entre elles : on peut notamment citer les microstructures 

prismatiques, nacrées, lamellaires-croisées, lamellaires-croisées complexes, foliées, 

sphérulitiques, homogènes, granulaires… Bien que les différents types de microstructures et 

de polymorphes cristallins caractérisent des taxons de niveau intermédiaire (famille, par 

exemple), certaines conditions expérimentales de culture (modification du ratio Mg/Ca de 

l’eau) peuvent modifier la minéralogie de ces structures, en "forçant" des bivalves à coquille 

préférentiellement calcitique à fabriquer du matériel coquillier en aragonite (Checa et al. 

2007).  

Figure I.4: Exemple visible de périostracum (couleur verdâtre à noire), 

sur la moule d'eau douce Unio pictorum. Notez que le périostracum 

peut facilement "se décoller" de la coquille (de couleur blanche sur la 

photographie). Photographie de Pascal Neige ; collecte dans le Canal 

de Bourgogne, aux environs de la Bussière-sur-Ouche. 
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b) Physiologie de la sécrétion 

La formation coquillière apparaît comme un phénomène complexe, hautement régulé, 

avec pour élément central un tissu calcifiant particulier : le manteau (Marin et al. 2012). Elle 

est le fruit de l’expression d’une série de gènes (spécifiques et plus généralistes) régissant 

l’activité des cellules minéralisantes de l’épithélium externe du manteau, siège d’une activité 

intense aboutissant à la synthèse des composants de la matrice organique (Jackson et al. 

2010).  

Pour clarifier le processus, on peut décomposer la biominéralisation coquillière selon une 

série d’étapes successives, respectant les critères essentiels de la biominéralisation contrôlée 

(cf. 1.5 ci-dessus), à savoir : la délimitation de l’espace clos au sein duquel aura lieu la 

minéralisation, la synthèse de la matrice organique, et enfin la nucléation de cristaux et la 

régulation de leur croissance. C’est une vue schématique, bien pratique pour comprendre le 

processus ; dans la réalité, ces évènements sont liés : la synthèse de matrice, la nucléation et la 

régulation sont à peu près synchrones, selon l’endroit où l’on se place et l’activité de 

minéralisation obéit à un gradient du manteau depuis la zone du crochet (dans le cas d’un 

bivalve) jusque vers le bord palléal de la coquille.  

 

Figure I.5 : Représentation schématique d’une section à travers la coquille et le manteau d’un mollusque bivalve (modifié 

d’après Brusca et al. 2016) 
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Le manteau est un tissu polarisé comprenant, depuis l’intérieur vers l’extérieur, un 

épithélium interne en contact avec le milieu ambiant (par exemple, de l’eau de mer), des tissus 

internes (notamment les muscles palléaux, les tissus connectifs, les fibres nerveuses, etc.) et 

enfin, l’épithélium externe calcifiant, faisant face à la coquille et sécrétant toutes les 

macromolécules et les ions nécessaires à sa synthèse (Marin et al. 2012). L’idée selon laquelle 

l’épithélium externe est en contact direct avec la coquille est un point encore largement 

débattu à l’heure actuelle (Addadi et al. 2006; Nudelman et al. 2007). L’extrémité du manteau 

est marquée par plusieurs replis (deux chez les gastéropodes, trois chez les bivalves), celui 

situé entre les bourrelets externe et médian définissant le sillon périostracal (Fig. I.5). 

L’épithélium externe calcifiant du manteau est à l’origine de la sécrétion des constituants 

protéiques nécessaires à la biominéralisation et incorporés à la coquille. D’un point de vue 

histologique, les cellules qui composent ce tissu apparaissent plutôt homogènes. Néanmoins, 

plusieurs études ont pu démontrer l’existence d’une zonation cellulaire subtile, corrélée à la 

microstructure coquillière, notamment dans le cas de bivalves à structure nacro-prismatique 

(Jolly et al. 2004; Marie et al. 2012; Sudo et al. 1997; Takeuchi & Endo 2006). Ainsi, chez 

ces organismes, les cellules calcifiantes de la zone ventrale de l’épithélium sont impliquées 

dans la synthèse de la calcite, tandis que celles de la zone dorsale sécrètent l’aragonite. Cette 

découverte souligne donc la pluralité des régimes sécrétoires chez un même organisme, et il 

est hautement probable qu’elle puisse également être transposée à d’autres mollusques, dont 

les coquilles présentent d’autres combinaisons texturales : en effet, 5 zones successives du 

manteau ont été identifiées de par leur activité sécrétoire, chez le gastéropode d’eau douce 

Lymnaea stagnalis (Herlitze et al. 2018).    

Notons également la présence de pompes membranaires ou des canaux afin de permettre 

le relargage des précurseurs inorganiques du carbonate de calcium (Marin et al. 2012). Si les 

pompes à calcium (Ca-ATPases) ont pu être mises en évidence chez l’huître perlière Pinctada 

fucata (Fan et al. 2007), des mécanismes équivalents pour les ions bicarbonates sont invoqués 

(pompes ou canaux à bicarbonate) mais non démontrés. Un processus alternatif pour les ions 

bicarbonate est également envisageable, notamment avec la présence d’anhydrase carbonique, 

catalysant l’hydratation du dioxyde de carbone en bicarbonate. Si ces aspects physiologiques 

sont mal décrits chez les mollusques, ils sont en revanche très bien étudiés et caractérisés chez 

les coraux (Le Goff et al. 2016; Moya et al. 2008). Enfin, il est important de noter que 

certaines cellules du manteau semblent également dotées de pompes à protons : une H+-

ATPase a notamment été identifiée chez Pinctada fucata (données non publiées). Ces pompes 
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seraient responsables de la réabsorption des protons H+ produits lors de la précipitation du 

carbonate de calcium, selon l’équation de calcification :  

HCO3
2- + Ca2+ → CaCO3 + H+ 

L’existence de ces pompes à proton évite ainsi une acidification du milieu de 

minéralisation (Marin et al. 2012). Ce phénomène est très peu documenté, et n’a pas encore 

été mis en évidence. 

Le périostracum est une couche chitino-protéique (Hunt & Oates 1984), sécrétée par des 

cellules spécialisées au niveau du sillon périostracal (Fig. I.5) sous la forme d’un film liquide 

contenant des précurseurs protéiques riches en tyrosine, polymérisant entre eux par des 

processus de tannage quinonique (Timmermans M. 1969; Waite 1983). Cette couche 

organique assure de nombreuses fonctions, les plus importantes étant la création d’un 

environnement clos, ainsi que la fourniture d’un support à la minéralisation (Marin et al. 

2012). On lui attribue d’autres rôles plus secondaires, requis dans des contextes très 

spécifiques : par exemple, chez certains bivalves de mangroves (e.g. Geloina), il limite les 

phénomènes de dissolution coquillière sous l’influence d’eaux acides (Isaji 1993). Le 

périostracum peut également servir de barrière efficace contre la prédation, ou bien servir de 

camouflage efficace en tirant profit des pigments qui le composent. 

Aujourd’hui, il ne fait plus aucun doute que le périostracum joue un rôle essentiel dans la 

mise en place des différentes couches de la coquille (Checa 2000). Plusieurs études menées 

sur la moule d’eau douce Amblema ont d’ailleurs permis la modélisation du processus de 

formation du périostracum (Checa 2000; Petit et al. 1979), étendue par la suite à l’ensemble 

des bivalves à coquille nacro-prismatique (Saleuddin & Petit 1983). Étant donné sa grande 

insolubilité, l’approche biochimique classique ne permet pas de comprendre la chimie subtile 

de ce produit sécrétoire (Marin et al. 2012). Cependant, une protéine, la périostracine, a tout 

de même été extraite à l’acide formique, chez Mytilus edulis (Waite et al. 1979) : c’est une 

forme précurseur du périostracum mature, aux propriétés originales. En effet, il s’agit d’une 

protéine basique, hydrophobe et insoluble dans l’eau, dont la forme non purifiée se dégrade et 

polymérise instantanément. Sa composition est particulièrement enrichie en résidus tyrosine et 

en DOPA (dihydroxy-L-phenylalanine), la DOPA étant un acide aminé particulier, issu de 

l’hydroxylation de résidus tyrosine sous l’action d’une enzyme : la tyrosine hydroxylase. Lors 

de la sécrétion, les résidus DOPA sont oxydés en quinone par une enzyme, la tyrosinase : il 

s’ensuit une polymérisation par la formation de multiples liaisons covalentes 



 33 

intermoléculaires, aboutissant à une insolubilisation totale du précurseur, donnant un aspect 

de « vieux cuir » au périostracum (Waite 1995). 

 

Chez les mollusques, l’espace extrapalléal est un espace délimité entre la coquille et 

l’épithélium calcifiant du manteau, scellé par le périostracum (Fig. I.5). Supposé être un 

milieu confiné, où tous les ingrédients de la calcification s’auto-assemblent, cet espace est 

rempli d’un fluide, le fluide extrapalléal, sursaturé en ions calcium et carbonate (Misogianes 

and Chasteen 1979; Moura et al. 2000). Cette saturation tendrait à faire précipiter 

naturellement le carbonate de calcium en solution, mais la présence d’inhibiteurs organiques 

et minéraux de la minéralisation empêcherait ce phénomène de se produire (Wilbur 1984). 

Toutefois, il semblerait que le fluide extrapalléal soit hétérogène, variant d’une zone à une 

autre de la coquille (Lopes-Lima et al. 2005; Misogianes & Chasteen 1979; Moura et al. 

2000).   

L’espace extrapalléal est également une zone où la matrice organique est sécrétée par 

l’épithélium externe du manteau. À ce jour, la composition protéique du fluide extrapalléal 

reste mal connue et seules quelques protéines ont été identifiées (Hattan et al. 2001; Ma et al. 

2007; Yin et al. 2005), probablement en raison de la difficulté technique à prélever ce type de 

fluide. Néanmoins, il semblerait que le contenu protéique du fluide ne représente pas 

nécessairement celui de la coquille et que sa diversité protéique soit inférieure à celle de la 

coquille (Marin et al. 2012). 

Cette vision « classique » d’auto-assemblage « à distance » du tissu vivant, et l’existence 

même de l’espace extrapalléal sont aujourd’hui remises en question par certains auteurs, qui 

suggèrent que l’épithélium externe du manteau est en contact direct avec la coquille. Selon ce 

modèle alternatif, la matrice organique serait sécrétée sous la forme d’un gel (Addadi et al. 

2006; Nudelman et al. 2007).  

 

Si la biominéralisation coquillière des mollusques est communément envisagée comme un 

processus gouverné par une matrice organique (i.e. "matrix-mediated biomineralization"), 

Mount et al. (2004) proposent une hypothèse alternative. Selon eux, la nucléation cristalline 

serait intracellulaire et des cellules "cristallogéniques" seraient chargées d’apporter les 

"embryons" cristallins jusqu’au front de minéralisation. Dans leur article, les auteurs 
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rapportent l’existence d’hémocytes granulocytiques chez l’huître Crassostrea virginica qui 

pourraient être directement impliqués dans les phénomènes de réparation coquillière. Les 

hémocytes sont des cellules du système immunitaire de nombreux invertébrés – dont les 

mollusques – circulant librement dans l’hémolymphe (équivalent du sang chez ces 

organismes). Les hémocytes ont une activité de phagocytose et sont impliqués dans un grand 

nombre de fonctions, parmi lesquelles la cicatrisation, l’immunité cellulaire et la réparation 

coquillière (Cheng 1984). Cependant, le rôle de ces cellules n’a toujours pas été relié à des 

processus de calcification « normale » de la coquille en croissance. Par ailleurs, Simkiss 

évoquait déjà, dans plusieurs de ses travaux (Simkiss 1976, 1977, 1980; Simkiss et al. 1982) 

la possibilité d’une origine intracellulaire à la minéralisation, en associant les granules 

intracellulaires impliqués dans les phénomènes de détoxification cellulaire au processus de 

biominéralisation lui-même. D’après lui, ces granules riches en ions calcium (ainsi que 

magnésium, phosphate et carbonate) associés à de faibles quantités de métaux lourds (tels que 

l’argent, l’aluminium, le zinc, etc.) constituent une source énergiquement plus économique 

pour la minéralisation coquillière que l’extrusion par des pompes membranaires des ions en 

milieu extracellulaire, pour les concentrer en un fluide corporel sursaturé.  

 

2.3) La matrice organique 

L’existence d’une fraction organique piégée au sein de la coquille est connue depuis 

longtemps. Frémy (1855) fut le premier à caractériser ce matériel organique, une substance 

qu’il nomma "conchioline". Ce terme, aujourd’hui tombé en désuétude, constitue le point de 

départ de l’analyse des composants protéiques de la matrice organique. Ce n’est que bien plus 

tard, dans les années soixante à soixante-dix, qu’il devint évident que les constituants 

organiques de la coquille définissent une « matrice », c’est-à-dire un mélange de 

macromolécules extracellulaires secrété pour « aider » et guider la minéralisation (Marin et al. 

2012). L’idée selon laquelle la matrice organique dirige le processus séquentiel de 

biominéralisation (nucléation, contrôle et arrêt de la croissance des cristaux) pour être 

finalement incorporée au sein de la structure coquillière, émerge peu de temps après (Weiner 

& Traub 1984).  

 La matrice organique est un ensemble de protéines, glycoprotéines, polysaccharides, 

chitine et lipides. De nombreuses études quantitatives indiquent que la fraction organique ne 

représente souvent qu’un faible pourcentage de la coquille, entre 0.01 et 5 % de son poids 
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(Marin et al. 2012). Si ces proportions semblent minimes, elles influencent drastiquement les 

propriétés mécaniques des biominéraux associés, en décuplant leur résistance à la fracture 

notamment (Kamat et al. 2000). Au cours des décennies, la communauté scientifique s’est 

principalement concentrée sur la fraction protéique, pour la simple et bonne raison qu’elle 

représente la majeure partie de la matrice, mais également parce qu’elle offre un accès directe 

à l’information génétique (Marin et al. 2012). Cependant, la matrice ne se résume pas qu’à 

son contenu en protéines et il est important de noter la présence d’autres constituants non-

protéiques, à savoir les polysaccharides, les lipides, les pigments et sans doute de petits 

métabolites.  

a) Le contenu non-protéique 

Quantitativement, les saccharides représentent la seconde catégorie la plus importante 

de macromolécules, après les protéines, au sein de la coquille. On reconnaît deux grands 

groupes : la chitine, et les polymères acides solubles. Chez les mollusques, Frémy (1855) est 

le premier à identifier la chitine dans l’os de seiche et la plume de calmar. Par la suite, ce 

polymère est mis en évidence au sein de nombreuses autres structures minéralisées de 

mollusques (Goffinet & Jeuniaux 1979). Néanmoins, malgré son ubiquité au sein de ce clade, 

il n’est pas encore possible de vérifier si la chitine est présente dans toutes les microstructures 

coquillières ou si, au contraire, elle est spécifique à certaines d’entre elles (Agbaje et al. 

2018). Au sein de la nacre, par exemple, elle participe de manière essentielle à l’architecture 

3D et sa suppression (par inhibition de l’enzyme qui la catalyse, la chitine synthase) modifie 

drastiquement la structure de la nacre (Schönitzer & Weiss 2007). Mise à part la chitine, des 

polysaccharides acides solubles peuvent également être identifiés au sein de la coquille dont 

la caractérisation reste encore aujourd’hui très superficielle (Marin et al. 2012). De nombreux 

polysaccharides coquilliers sont liés à des protéines, formant ainsi ce qu’on appelle des 

glycoprotéines ou protéoglycanes (Marie et al. 2008). D’autres, en revanche, demeurent libres 

dans la matrice, mais cet aspect reste aujourd’hui encore peu étudié. Les polysaccharides sont 

composés de plusieurs dizaines (voire centaines) de monosaccharides neutres, aminés ou 

acides en proportion variable (Dauphin & Marin 1995), ce qui les différencie des 

oligosaccharides qui eux, ne contiennent qu’un petit nombre de monosaccharides.  

 

 Lorsqu’il est question de caractériser le contenu organique des coquilles, les lipides ne 

sont que très rarement étudiés, étant donné leur très faible proportion au sein de la matrice 



 36 

organique, et leur rôle comme acteurs de la biominéralisation demeure encore inconnu 

(Cobabe & Pratt 1995; Marin et al. 2012; Rousseau et al. 2006). De la même manière, bien 

que présents en faible quantité, les pigments n’en sont pas moins des éléments essentiels de la 

coquille : ils forment des patrons colorés à la surface de celle-ci, patrons qui s’avèrent, dans 

de nombreux cas, être taxon-spécifiques. L’incorporation de ces pigments au sein de la 

coquille reste un mécanisme moléculaire encore mal connu, mais il a été démontré que 

l’expression d’une protéine coquillière était strictement corrélée à la pigmentation de la 

coquille chez Haliotis asinina (Jackson et al. 2007).  

 

b) Le contenu protéique 

Comme j’ai pu le souligner plus tôt dans ce chapitre, les protéines représentent la 

majeure partie des constituants organiques de la coquille et ont été le sujet de plusieurs 

centaines d’études (Grégoire 1972; Marin et al. 2008). Leur analyse, et notamment la 

détermination de leur composition chimique, est le plus souvent réalisée par voie biochimique 

en procédant à leur extraction de la matrice coquillière. Celle-ci s’effectue au moyen d’une 

décalcification à l’EDTA, ou bien à l’aide d’acides faibles comme l’acide acétique. Ce 

protocole permet l’identification de deux fractions distinctes, en fonction de leur solubilité 

dans l’acide : une phase soluble dans l’acide (ASM pour ‘acid soluble matrix’) et une phase 

insoluble (AIM pour ‘acid insoluble matrix’). Dans certains cas, la fraction insoluble peut être 

dissoute (au moins partiellement) à l’aide de dénaturants puissants, tels que l’urée, le 

thiocyanate de guanidinium ou le tampon de Laemmli. La phase soluble, quant à elle, peut 

être purifiée par dialyse ou ultrafiltration, avant d’être fractionnée selon les propriétés 

physico-chimiques de ses constituants via des méthodes de biochimie classique, comme 

l’électrophorèse ou la chromatographie. Néanmoins, certaines protéines présentent un 

comportement anormal, en raison de propriétés particulières (acidité élevée, modifications 

post-traductionnelles, etc.), que les méthodes de séparation classiques ne parviennent pas à 

résoudre (Marin et al. 2008). Ces obstacles techniques expliquent en grande partie la 

publication tardive de la première séquence partielle (Rusenko et al. 1991) de protéine 

coquillière, puis de la première séquence complète (Miyamoto et al. 1996).  

Aujourd’hui, des centaines de protéines coquillières ont été identifiées. Celles-ci 

apparaissent comme constitutives de la coquille, ou bien comme étant exprimées par les tissus 

calcifiants. Néanmoins, leur rôle dans la biominéralisation reste le plus souvent hypothétique, 
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basé sur l’analyse des séquences et l’identification de domaines fonctionnels déjà connus, sur 

des tests in vitro ou bien sur la localisation de l’expression de gènes au sein du manteau ou de 

protéines au sein des différents types de polymorphes de la coquille (Marie et al. 2009a; 

Takeuchi & Endo 2006). Étant donnée la diversité des séquences primaires identifiées, Marin 

et al. (2008) ont pris le parti de regrouper les protéines en fonction de leur point isoélectrique 

(pI) théorique selon trois catégories, que nous utiliserons ici également : les protéines très 

acides (pI<4,5), les protéines modérément acides (4,5<pI<7) et les protéines basiques (pI>7). 

Il est important de noter, néanmoins, que cette classification des protéines selon leur pI est 

intervenue alors qu’une cinquantaine de protéines coquillières de mollusques seulement était 

identifiée, principalement par des méthodes de biologie moléculaire. Aujourd’hui, l’apport de 

techniques haut-débit (détaillées plus tard dans ce chapitre) a considérablement augmenté ce 

nombre. Il conviendrait alors de classer toutes ces nouvelles protéines (plusieurs centaines) 

selon leurs domaines fonctionnels, ce qui représente un travail considérable. 

 

(i) Les protéines très acides (« unusually acidic proteins ») 

Dans le monde vivant, la plupart des protéines possèdent un point isoélectrique (pI) 

neutre ou légèrement acide (Marin & Luquet 2007). Le point isoélectrique d’une protéine 

définit la valeur du pH à laquelle la protéine atteint une neutralité électrique, c’est-à-dire que 

ses charges positives portées par les acides aminés à radicaux basiques (arginine, lysine, et 

dans une moindre mesure, histidine) sont compensées par celles, négatives, portées par les 

acides aminés à radicaux acides (acide aspartique et glutamique). Si les protéines arborent 

généralement un pI compris entre 4 et 7, les protéines présentant une valeur inférieure à 4,5 

peuvent alors être considérée comme anormalement très acides. Notons néanmoins que cette 

définition est finalement très restrictive, car une protéine au pI proche de la neutralité peut 

tout aussi bien présenter des domaines fonctionnels acides compensés par des domaines 

basiques (Marin & Luquet 2007). À l’inverse, une protéine peut avoir un pI bas, non pas parce 

qu’elle est anormalement enrichie en résidus acides mais parce qu’elle ne comporte aucun 

résidu basique. 

Selon Marin et Luquet (2007), deux mécanismes moléculaires possibles confèrent à 

une protéine une extrême acidité. Le premier est lié à une abondance relativement plus élevée 

d’acides aminés acides (acides aspartique et glutamique) au sein de la structure primaire de la 

protéine par rapport à celle des acides aminés basiques (histidine, lysine et arginine). Le 
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second mécanisme passe par des modifications post-traductionnelles classiques que sont la 

glycosylation ou la phosphorylation qui ont pour effet d’apporter des charges négatives 

additionnelles au corps peptidique. D’autres modifications post-traductionnelles, très peu 

documentées en biominéralisation, telles que la sulfation des résidus tyrosine ou la 

carboxylation de l’acide glutamique ont des effets analogues, à savoir la diminution du pI.  

Connues depuis de nombreuses années chez les mollusques (Weiner & Hood 1975), 

les protéines « anormalement » acides s’avèrent difficiles à étudier par leurs propriétés 

physico-chimiques particulières. De ce fait, les premières séquences protéiques complètes 

arrivent assez tardivement après leur découverte : il s’agit de MSI31 chez P. fucata (Sudo et 

al. 1997) et MSP-1 chez Patinopecten yessoensis (Sarashina & Endo 2001). Par la suite, 

d’autres protéines ont été identifiées, parmi lesquelles l’Aspéine chez l’huître perlière P. 

fuctata (Tsukamoto et al. 2004), la prismaline-14 (Suzuki et al. 2004) chez l’huître perlière 

également, ainsi que les protéines de la famille Asprich chez Atrina rigida (Gotliv et al. 

2005). Du fait de leur teneur élevée en acide aspartique, ces protéines présentent toutes une 

propension à lier beaucoup d’ions calcium, de manière labile ; notamment, MSP-1 arbore 

plusieurs domaines suspectés d’interagir avec les ions calcium ou avec les cristaux 

calcitiques. Les protéines de la famille Asprich, par leur grande similitude avec les 

calséquestrines, protéines de muscles cardiaques et squelettiques – ces deux familles 

possèdent en effet un domaine riche en acide aspartique - semblent également posséder une 

capacité à lier le calcium (Marin et al. 2008). Notons également que la protéine Aspéine est 

probablement la protéine la plus acide connue à ce jour : avec une majorité de résidus d’acide 

aspartique (60,4 %), son pI théorique est de 1,67, tandis que sa structure primaire suggère une 

forte capacité, mais une faible affinité à lier les ions calcium (Marin et al. 2008). La 

prismaline-14 (Suzuki et al. 2004) est associée à l’inhibition, in vitro, du carbonate de calcium 

et induit des changements morphologiques des cristaux de calcite.  

 L’ensemble de ces protéines anormalement acides partagent plusieurs points 

communs, le premier étant une tendance à être associées aux biominéraux calcitiques plutôt 

qu’aragonitiques (Marin et al. 2008). Un autre caractère commun est leur richesse en acide 

aspartique plutôt qu’en acide glutamique : cette sélection d’un acide aminé plutôt qu’un autre, 

aux propriétés très voisines, est tout à fait fondamentale, mais pourrait en partie s’expliquer 

par des impératifs stéréochimiques, le radical de l’acide aspartique ayant une chaîne plus 

courte que celle du radical de l’acide glutamique. Étant donné leurs caractéristiques, ces 

protéines très acides présentent un grand potentiel d’interaction avec le carbonate de calcium. 



 39 

Ces protéines possèdent notamment la capacité de lier les ions calcium par interactions 

électrostatiques avec leurs groupements anioniques, et peuvent ainsi servir de support à la 

nucléation (Marxen & Becker 2000; Miyashita et al. 2000). Dans leur article fondateur, 

Weiner et Hood (1975) démontrent le potentiel rôle "nucléateur" de ce genre de protéines. Ils 

remarquent également que la distance atomique entre deux ions calcium au sein de cristaux de 

carbonate de calcium correspond à la distance entre deux charges négatives de résidus acide 

aspartique consécutifs au sein de la séquence primaire d’une protéine. Plus tard, Wheeler et 

al. (1981) observent la capacité de ces protéines à retarder la précipitation in-vitro du 

carbonate de calcium ; ce phénomène dose-dépendant suggère alors un potentiel rôle 

inhibiteur pour ces protéines. Ainsi, les travaux successifs de Weiner et Hood (1975) et de 

Wheeler et al. (1981) font émerger l’idée selon laquelle les protéines acides joueraient deux 

rôles antagonistes dans la biominéralisation. 

 

(ii) Les protéines modérément acides  

Avec un pI compris entre 4,5 et 7, les protéines modérément acides forment un groupe 

très disparate. Chez les mollusques, la famille de protéines la plus étudiée et la première à 

avoir été identifiée est la nacréine du bivalve P. fucata (Miyamoto et al., 2003, 1996). Cette 

protéine, ubiquitaire au sein de l’épithélium calcifiant du manteau (Miyamoto et al. 2005; 

Takeuchi & Endo 2006), se compose d’une répétition de plusieurs GXN (où X est 

fréquemment D, N, ou E) encadré de deux sous-domaines de type anhydrase carbonique. Le 

domaine répété confère à la protéine la capacité d’inhiber la précipitation de carbonate de 

calcium in-vitro (Marin et al. 2008). Depuis sa découverte, la nacréine a également été mise 

en évidence chez Pinctada maxima (Kono et al. 2000) et chez le gastéropode Turbo 

marmoratus (Miyamoto et al. 2003). Les protéines de la famille N14/N16/perline représentent 

également un groupe majeur de protéines, dont les membres diffèrent de quelques acides 

aminés seulement. Ces protéines seraient toutes capables de lier le calcium, et semblent 

induire la formation d’aragonite (Matsushiro et al. 2003). 

La mucoperline constitue également une protéine d’intérêt, mais d’une famille 

totalement différente. Mise en évidence chez Pinna nobilis (Marin et al. 2000), cette protéine 

se compose de trois domaines : un N-terminus court, une région centrale de 13 tandems 

répétés de 31 acides aminés chacun, et un C-terminus enrichi en sérine. L’ensemble de ces 

caractéristiques (glycosylation, richesse en proline et sérine dans les domaines répétés, 
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nombreux sites potentiels de O-glycosylation, etc.) la rapproche de la famille des mucines, 

protéines ubiquitaires associées aux tissus épithéliaux. Les mucines remplissent plusieurs 

fonctions en lien avec leur capacité à polymériser et former des gels : elles sont notamment 

impliquées dans la lubrification épithéliale, jouent un rôle de barrière efficace contre les 

agressions chimiques et peuvent également intervenir dans les processus de signalisation 

cellulaire. De ce fait, la mucoperline pourrait être un constituant de la matrice « gel-like » 

décrite par Addadi et al. (2006) que les tablettes de nacre "compriment" de par leur croissance 

latérale, lorsqu’elles entrent en confluence (Marie et al. 2011b; Marin et al. 2000).  

Dans un autre registre, la tyrosinase identifiée chez P. fucata et nommée Pfty1 (Nagai 

et al. 2007) est une enzyme impliquée dans l’oxydation des groupes phénol des résidus 

tyrosine pour former la mélanine. Ainsi, cette protéine pourrait être impliquée dans la 

pigmentation de la couche prismatique au sein de laquelle elle a pu être observée et y resterait 

piégée par la suite. Pfty1 pourrait également jouer un rôle dans la défense de l’huître perlière 

contre le parasitisme. En effet, lors de la mélanisation, de la mélanine serait déposée à la 

surface du parasite et jouerait ainsi un rôle clé dans la cicatrisation des plaies et la défense 

contre les infections pathogènes dans le système de défense des invertébrés (Takgi & 

Miyashita 2014).  

Enfin, la dermatopontine, identifiée chez un gastéropode moderne (Marxen et al. 

2003) présente une grande homologie avec les dermatopontines de vertébrés et d’invertébrés ; 

suggérant ainsi qu’elle pourrait jouer un rôle dans l’organisation spatiale de la matrice. C’est 

une protéine glycosylée, et à ce jour, la seule pour laquelle on connaît la séquence de 

l’oligosaccharide qui lui est attaché. 

Notons que quasiment toutes ces protéines sont exclusivement associées à l’aragonite 

et notamment à la couche nacrée, sauf MSI7, la tyrosinase-like et la Prismin qui seraient, 

quant à elles, liées à la couche prismatique.  

 

(iii) Les protéines basiques  

Chez les mollusques, la découverte de protéines au pI basique fut plus surprenante que 

celle de protéines acides, bien que prévisible compte tenu des nombreuses protéines basiques 

caractérisées au sein des spicules d’oursin (Killian & Wilt 1996; Wilt et al. 2003). La 

première protéine basique identifiée, et également la plus complexe en termes de structure 
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primaire, est la lustrine A (Shen et al. 1997). Cette protéine supposée insoluble, extraite de la 

couche nacrée de l’ormeau Halitis rufescens, est riche en acides aminés serine (16 %), proline 

(14 %), glycine (13 %) et cystéine (9 %). Les propriétés élastomères de sa structure primaire 

permettent, pour la première fois, d’établir un lien direct avec l’ensemble des caractéristiques 

mécaniques de la nacre. De plus, sa structure modulaire suggère que cette protéine est 

multifonctionnelle et serait impliquée dans des interactions avec d’autres macromolécules et 

biominéraux.  

Chez les bivalves, et notamment chez Pinctada fucata, plusieurs autres protéines ont 

été identifiées par la biologie moléculaire, à partir de tissus du manteau. Avec des pIs 

systématiquement supérieurs à 9 (sauf une exception), ce sont les protéines les plus basiques 

connues à ce jour en association avec la coquille. Elles se répartissent notamment en deux 

familles : les "lysine rich matrix protreins" (KRMPs ;Zhang et al. 2006b) et les shematrins 

(Yano et al. 2006). Les KRMPs forment une famille de protéines composées de domaines 

riches en lysine, et de domaines riches en glycine et tyrosine, susceptibles d’interagir avec des 

ions ou des résidus chargés négativement, tels que les bicarbonates ou les protéines acides. 

Les shematrines forment une famille d’au moins huit groupes orthologues de protéines 

constituées de domaines similaires, riches en glycine. Certains membres présentent des 

homologies avec MSI31 ou la partie C-terminale des KRMPs, tandis que la shematrine 5 

(seule protéine présentant un domaine acide et un pI de 7.7) ressemble à l’Aspéine. Les 

KRMPs et les shematrines présentent également des domaines de faible complexité 

("repetitive low-complexity domains", encore appelés RLCDs) qui, pour les représentants de 

la famille des shematrines, semblent similaires à ceux trouvés dans la soie d’araignée (Yano et 

al. 2006). Ces caractéristiques font de ces protéines de parfaits candidats comme constituants 

de la matrice "gel-like" décrite par Addadi et al. en 2006 (McDougall et al. 2013). Si les 

KRMPs et les shematrines ont initialement été spécifiquement associées à la couche 

prismatique de la coquille, l’expression de membres de chacune de ces deux familles dans le 

manteau palléal ainsi que dans le repli externe du manteau suggère que ces protéines 

possèdent également un rôle dans la formation de la couche nacrée et du périostracum 

(Gardner et al. 2011).  

Chez le gastéropode Haliotis laevigata (ormeau), quatre protéines différentes ont pu 

être purifiées et séquencées à partir de la couche nacrée de la coquille : la perlustrine (Weiss 

et al. 2000, 2001), la perlucine (Mann et al. 2000; Weiss et al. 2000), la perlwapine (Treccani 

et al. 2006), et la perlinhibine (Mann et al. 2007). La perlustrine est une protéine de petite 
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taille, dont la séquence présente des homologies avec des protéines de liaison à l’insuline 

("insulin-like growth factor binding protein" ou IGF-BP) contenues dans les os de vertébrés. 

La perlucine, quant à elle, présente des homologies avec les lectines de type C, c’est-à-dire 

dépendantes au calcium ("calcium-dependent"). Des analyses in vitro ont démontré la 

capacité de la perlucine à provoquer la nucléation de cristaux de carbonate de calcium en 

solution. Des études plus poussées d’analyse par microscopie de force atomique (AFM) ont 

confirmé ces observations en démontrant que cette protéine induisait une accélération de la 

nucléation de cristaux à la surface des prismes de calcite (Blank et al. 2003). La perlwapine 

présente des similarités avec la partie C-terminale de la séquence de la lustrine A, et contient 

trois domaines WAP ("whey acidic protein", famille de protéines caractérisée par un patron 

de 8 résidus cystéine conservés, impliqués notamment dans les ponts disulfures). Des analyses 

AFM suggèrent que la perlwapine est un inhibiteur potentiel de précipitation du carbonate de 

calcium, en se liant avec les cristaux selon certains plans spécifiques. Enfin, la quatrième et 

dernière protéine, la perlinhibine est responsable de l’inhibition de la croissance de la calcite 

au profit de la formation d’aragonite in vitro (Mann et al. 2007).  

 

(iv) L’apport des méthodes haut-débit  

Depuis le milieu des années 2000, l’émergence de techniques ou méthodes "haut-

débit" appliquées aux matrices organiques coquillières a largement accru nos connaissances 

sur la fraction protéique de celles-ci. Ces méthodes se sont substituées aux approches "une à 

une", consistant à aller "pêcher" un gène codant une protéine coquillière en amplifiant ce gène 

par PCR à l’aide d’amorces nucléotidiques dégénérées ou en criblant une banque d’ADN 

complémentaire par amorces nucléotidiques ou anticorps (Marin 2020). Les méthodes haut-

débit permettent d’obtenir des répertoires sécrétoires partiels ou complets de la matrice 

coquillière chez de nombreux organismes (modèles, ou non), aussi appelés squelettome 

("skeletal proteome" ou "skeletome" en anglais ; "shellome" pour les métazoaires à coquilles). 

Ces techniques sont essentiellement des méthodes protéomiques couplées, ou non, à des 

méthodes transcriptomiques. D’un côté, la protéomique consiste à extraire la matrice 

coquillière, puis à la fragmenter en de très nombreux peptides par une enzyme (en général, la 

trypsine qui coupe les liaisons peptidiques au niveau des résidus lysine et arginine), puis à 

analyser ces peptides par spectrométrie de masse en tandem (i.e. deux analyseurs de masse 

associés). On obtient ainsi de très nombreuses courtes séquences peptidiques (5 à 20-25 



 43 

résidus), que l’on compare aux bases de données existantes. De l’autre, la transcriptomique 

consiste à extraire les ARN messagers d’un tissu – disons un tissu calcifiant – puis, après un 

certain nombre d’opérations (conversion en ADNc, etc.) à séquencer massivement ces brins, 

puis à les associer afin d’obtenir les séquences nucléotidiques les plus complètes possibles. La 

transcriptomique nous donne ainsi tous les ARN messagers exprimés par un tissu, en général 

plusieurs dizaines de milliers d’ARN différents. Les données peuvent ensuite être filtrées et 

par exemple, réduites aux ARN codant des protéines sécrétées ; on obtient alors un sécrétome 

("secretome" en anglais). Il s’agit de l’ensemble des protéines sécrétées par le tissu calcifiant. 

En revanche, si l’on combine la transcriptomique à partir d’un tissu calcifiant (i.e. le manteau 

chez les mollusques) et la protéomique à partir d’extraits organiques de coquilles, on peut 

alors obtenir le contenu protéique de la coquille, le squelettome correspondant à l’ensemble 

des protéines contenues ou piégées dans la coquille. Celui-ci est généralement composé de 

nombreuses protéines très différentes, comportant des domaines de nature et de propriétés 

chimiques différentes, souvent arrangés en tandem (Marin et al. 2016). Ainsi, le sécrétome et 

le squelettome constituent deux jeux de données complémentaires, l’un (le sécrétome) 

supposé contenir l’autre (le squelettome) : le premier informe sur toutes les macromolécules 

sécrétées par le tissu, le second celles strictement incluses dans le tissu minéralisé.  

 Parmi la liste étendue de domaines fonctionnels identifiés au sein des protéines 

coquillières de mollusques, les domaines de faible complexité (Low-Complexity Domains, 

LCDs) ou la répétition de motifs de faible complexité (Repetitive Low-Complexity Domains, 

RLCDs) sont largement répandus (Kocot et al. 2016a, 2016b; Marie et al. 2010a, 2012). Les 

motifs sont généralement courts, avec une dizaine d’acides aminés environ par unité répétée, 

mais quelques-uns peuvent comporter jusqu’à 200 acides aminés (Sarashina & Endo 2006; 

Yano et al. 2006; Zhang et al. 2006b). Tous ces domaines (LCDs et RLCDs) présentent une 

composition en acides aminés dite « biaisée », car dominée par un, deux, ou trois résidus 

uniquement. Sauf exceptions (comme par exemple les domaines riches en proline), les 

domaines LCD ou RLCD sont désordonnés, c’est-à-dire qu’ils n’ont pas de structure tertiaire 

bien définie. Ce désordre structurel est source de flexibilité fonctionnelle (Arivalagan et al. 

2017) pour les protéines coquillières, et semble également être une caractéristique commune à 

l’ensemble des métazoaires calcifiants ; il est donc tout à fait curieux de remarquer que c’est 

précisément l’interaction entre ces domaines désordonnés qui génère l’ordre cristallin 

(Kalmar et al. 2012). Différentes fonctions ont été attribuées à ces domaines, et aux protéines 

qui les comportent (Kocot et al. 2016a), notamment une capacité à lier les ions calcium et à 
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interagir avec les nanoparticules de carbonate de calcium lorsqu’il s’agit de domaines acides, 

et plus particulièrement, ceux enrichis en acide aspartique (Kocot et al. 2016a; Marin et al. 

2016). Les domaines hydrophobes (enrichis en glycine, alanine et/ou proline) seraient, quant à 

eux, plutôt associés à l’expulsion locale des molécules d’eau, permettant ainsi la transition 

d’une phase amorphe vers une phase cristalline (Marin et al. 2016). Il semblerait que les 

protéines associées à ces domaines favorisent ou, au contraire, inhibent la cristallisation de la 

calcite ou de l’aragonite, et modulent la morphologie des structures produites (Evans 2012; 

Kim et al. 2006; Kocot et al. 2016a).  

 En dehors des LCDs et RLCDs, les protéines matricielles de la coquille peuvent 

également contenir des domaines caractéristiques de matrice extracellulaire (ECM pour 

"extracellular matrix" en anglais). Parmi les plus connus, on retrouve notamment les 

domaines de type EGF (epidermal growth factor), capables de lier les ions calcium, et les 

domaines vWF (von Willebrand factor), qui seraient impliqués dans des fonctions immunes. 

Les domaines de type EGF sont communément observés au sein de la matrice extracellulaire 

de nombreux métazoaires, et associés, ou non, au processus de calcification (Inoue et al. 

1995; Jackson et al. 2010; Mann et al. 2010). Ils présentent notamment six résidus cystéines 

conservés, liés à un pattern caractéristique de trois ponts disulfures. Ces domaines sont 

impliqués dans un grand nombre de fonctions, telles que la reconnaissance protéine/protéine, 

l’agrégation de protéines, la signalisation moléculaire ou la capacité à lier les ions calcium 

(Maurer & Hohenester 1997; Stenflo et al. 2000).  

 Des domaines enzymatiques ont également été mis en évidence chez les mollusques, 

incluant notamment la tyrosinase et l’anhydrase carbonique (CA, "carbonic anhydrase" en 

anglais). La tyrosinase est une enzyme responsable de l’hydroxylation d’un monophénol en ο-

diphénol, puis son oxydation en ο-quinones pour aboutir à la formation de mélanine 

(Rodriguez-Lopez et al. 1992). Cette enzyme apparaît donc comme un acteur clé des 

processus de pigmentation, mais aussi d’immunité naturelle et de formation d’un maillage 

protéique insoluble. Chez les mollusques, cette enzyme est considérée comme étant impliquée 

à la fois dans la pigmentation et dans la biominéralisation coquillière : chez les céphalopodes, 

son expression au sein de la poche à encre suggère une activité importante dans la production 

de mélanine (Naraoka et al. 2003), tandis que chez les bivalves elle semble jouer un rôle dans 

l’élaboration de la coquille, dans sa pigmentation et dans la formation du périostracum (Huan 

et al. 2013; Miglioli et al. 2019; Yang et al. 2017; Yu et al. 2014; Zhang et al. 2006a). 

L’anhydrase carbonique (symbolisée CA chez les anglo-saxons) appartient à la famille de 
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métallo-enzymes, responsable de l’hydratation du dioxyde de carbone (CO2) en bicarbonate 

(HCO3
-), apparaissant alors comme une enzyme importante de la biominéralisation. Les CAs 

se décomposent en cinq grandes familles, distribuées dans les trois règnes du vivant 

(Eubacteria, Archaea et Eukaryota) et dont la phylogénie est très complexe (Le Roy et al. 

2014). Parmi les différentes formes de CA sécrétées, une grande partie présente une structure 

primaire « altérée », caractérisée par l’insertion d’un, ou plusieurs, domaine(s) 

supplémentaire(s) (souvent du type LCD) susceptible(s) alors d’augmenter l’affinité de cette 

enzyme pour le carbonate de calcium (Le Roy et al. 2014).  

 Enfin, d’autres domaines peuvent aussi être identifiés au sein des protéines de matrices 

squelettiques, à savoir les domaines inhibiteurs de protéase (protease inhibitor domains, en 

anglais). Ces domaines sont censés assurer la protection de la matrice organique contre la 

dégradation par l’activité de protéases extracellulaires (Arivalagan et al. 2017; Marin et al. 

2016). Il est également intéressant de noter la découverte de domaines impliqués dans les 

processus immunitaires, tels que les immunoglobulines (IgG) ou les macroglobulines (A2M) 

dont on ne soupçonnait pas l’existence au sein de la matrice calcifiante (Arivalagan et al. 

2017; Feng et al. 2017). Néanmoins, le rôle de ces domaines et l’aspect « immunitaire » qui 

leur est associé demeure, à ce jour, encore mal documentés du point de vue de la 

biominéralisation.  

 

 Des motifs, composés de courtes séquences très conservées longues de quelques 

acides aminés (5-6 à plusieurs dizaines, versus quelques centaines voire milliers d’acides 

aminés pour les domaines fonctionnels), peuvent également être mis en évidence au sein des 

protéines de la matrice coquillière. Parmi eux, on peut notamment citer les motifs de fixation 

d’ions calcium ("calcium-binding") ou de fixation de la chitine ("chitin-binding"), qui sont les 

plus fréquents. Parmi les premiers, les motifs EF-hand sont les mieux connus (Huang et al. 

2007; Marie et al. 2011a; Yu et al. 2017): ils consistent en deux hélices α, séparées l’une de 

l’autre par une boucle d’une douzaine d’acides aminés responsable de la fixation avec une 

forte affinité d’un cation calcium. Les protéines qui comprennent de tels motifs jouent 

souvent un rôle dans la signalisation cellulaire. Les motifs de fixation de la chitine sont 

également largement répandus dans les matrices coquillières de mollusques (Kocot et al. 

2016b; Marie et al. 2010a, 2012; Suetake et al. 2000; Suzuki et al. 2013). De tels motifs 

confèrent aux protéines la capacité d’interaction avec la chitine et le minéral : c’est le cas, par 

exemple, de la protéine Pif dont les motifs "chitin-binding" semblent participer à la fois à la 



 46 

combinaison de la phase inorganique et des polysaccharides, et à la régulation de la nucléation 

de la phase minérale initiale (Bahn et al. 2015).  

 

3)  Les céphalopodes 

Chez les mollusques, si les bivalves et les gastéropodes constituent deux clades 

fréquemment étudiés du point de vue de la biominéralisation, les céphalopodes eux le sont 

beaucoup moins. En réalité, seuls les organismes les plus connus, mais également les plus 

communs et connus ont déjà été étudiés : le nautile et la seiche. Néanmoins, même pour ces 

« modèles » de céphalopodes, les connaissances restent très éparses quant au phénomène de 

biominéralisation responsable de l’élaboration coquillière. 

Dans cette section, je propose au lecteur de découvrir le clade des céphalopodes dans 

son ensemble en abordant quelques généralités, du point de vue de la phylogénie, de 

l’anatomie, de la biologie, et du rôle de la coquille chez les organismes qui la possèdent 

encore. A la suite de cette présentation, je vais explorer une brève revue des résultats et 

connaissances déjà acquis chez les organismes modèles du clade, à savoir le nautile et la 

seiche. Les chapitres suivants reprendront en détail les caractéristiques microstructurales et 

biochimiques propres à chaque organisme étudié au cours de cette thèse. 

 

3.1) Généralités 

Les céphalopodes sont des mollusques exclusivement marins, parmi lesquels le 

nautile, la pieuvre, la seiche ou le calmar. Ils représentent d’ailleurs la troisième classe la plus 

importante chez les mollusques (après les bivalves et les gastéropodes), comprenant plus de 

800 espèces marines actuelles aux écosystèmes et modes de vie variés, et plus de 10 000 

espèces fossiles (http://cephbase.eol.org/; Barord & Boyle 2019; Nishiguchi & Mapes 2008). 

Les représentants actuels de ce clade se divisent en deux sous-classes : les Nautiloidea 

(comprenant les genres Nautilus et Allonautilus), derniers représentants à coquille externe, et 

les Coleoidea (regroupant tous les autres organismes). Bien que très différents des bivalves ou 

des gastéropodes, les céphalopodes partagent certaines des caractéristiques morphologiques 

fondamentales du phylum Mollusca (Boyle & Rodhouse 2008) : ils possèdent notamment une 

radula ("langue râpeuse" constituée de nombreuses dents chitineuses), un caractère unique et 

propre aux mollusques (Boyle 1999). On peut également citer, comme caractéristiques 
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communes, l’existence d’un corps non segmenté et mou, fondamentalement composé d’une 

masse viscérale, d’un pied et d’une tête ainsi que l’existence d’un manteau capable de sécréter 

une coquille. 

Néanmoins, les céphalopodes se distinguent des autres représentants du phylum par de 

nombreux aspects morphologiques. Leur corps est allongé selon l’axe dorso-ventral, si bien 

que la surface initialement antérieure des mollusques est ici en position dorsale, tandis que la 

surface initialement postérieure se trouve en position ventrale (Ponder et al. 2020b). Les 

céphalopodes sont également dotés de tout l’équipement anatomique et morphologique 

nécessaire à une prédation active : chez ces organismes, la partie antérieure du pied est 

annexée à la région céphalique et forme un nombre variable de tentacules autour de la bouche, 

celle-ci étant munie de mâchoires en forme de bec d’oiseau (Lecointre & Le Guyader 2001; 

Nishiguchi & Mapes 2008; Ponder et al. 2020b). Ils possèdent des organes sensoriels très 

sophistiqués et notamment, des yeux et un système nerveux centralisé (avec un cerveau) très 

développés qui font de ces invertébrés des organismes très intelligents. Contrairement aux 

autres mollusques, les céphalopodes ne présentent pas de stades larvaires (trochophore ou 

Figure I.6 : Photographies de céphalopodes actuels (source Google images). A) La seiche et sa coquille interne ; B) La spirule et 

sa coquille interne ; C) L’argonaute et sa coquille externe, transparente ; D) Le nautile et sa coquille externe, aux teintes orangées 

; E) La pieuvre ; F) Le calmar. Les coquilles internes de la seiche et de la spirule sont également figurées : elles sont encerclées 

d’un trait pointillé et la flèche indique leur position au sein de l’animal. Les croix indiquent l’absence de structure coquillière 

minéralisée chez l’organisme concerné, le calmar n’ayant qu’une plume organique chitineuse. 



 48 

véligère) et suivent donc un développement direct (Nishiguchi & Mapes 2008) même si chez 

certaines espèces, les stades les plus jeunes peuvent être planctoniques. Tous les céphalopodes 

(actuels et fossiles) ne possèdent pas nécessairement de coquille (Fig. I.6). En effet, si certains 

sont particulièrement connus pour leur coquille externe bien développée, comme les 

Nautiloides (fossiles et actuels) ou encore les formes exclusivement fossiles d’Ammonoides, 

nombre d’entre eux ne présentent qu’une coquille interne (par exemple, les bélémnites ou les 

spirules) et/ou réduite voire complètement absente (Barord & Boyle 2019; Boyle & Rodhouse 

2008; Nishiguchi & Mapes 2008; Ponder et al. 2020b). Un cas particulier notable au sein des 

coléoides est celui de l’argonaute qui possède une coquille externe non reconnue comme une 

« vraie » coquille, abordé plus tard au cours de cette thèse.  

 

a) Origine et registre fossile des céphalopodes 

Les céphalopodes possèdent un registre fossile très riche : néanmoins, en dehors des 

sites de préservation exceptionnelle (Lagerstätten), seule leur coquille cloisonnée 

(phragmocône) et parfois la loge d’habitation sont préservées. Quelques données éparses, 

comme des statolithes (Neige et al. 2016) complètent ce registre fossile. Par conséquent, les 

restes fossiles des Nautiloidea, des Ammonoidea et des Belemnoidea (à phragmocône interne) 

sont très abondants dans le registre sédimentaire. La tendance générale des céphalopodes à 

l’internalisation de la coquille chez les coléoides, voire à sa disparition totale chez certains 

taxons, a pour conséquence de rendre le registre fossile particulièrement fragmentaire pour 

ces derniers. Ainsi, pour retracer l’histoire évolutive de ce clade, il est nécessaire de combiner 

deux approches phylogénétiques complémentaires : la première est basée sur les données 

morphologiques (fossiles) tandis que la seconde est basée sur les données moléculaires (ARN 

ribosomique, ADN mitochondrial, etc.). 

 

L’étude morphologique d’embryons de céphalopodes actuels (nautile et coléoides) est 

source d’information quant à leur plan d’organisation corporelle, permettant ainsi de combler 

le fossé qui sépare ces formes complexes et hautement dérivées des autres mollusques 

(Kröger et al. 2011). Des études embryologiques ont notamment confirmé que le nautile et les 

coléoides actuels possédaient un patron d’organisation similaire à celui des gastéropodes 

(Shigeno et al. 2008, 2010) : les organes embryonnaires sont arrangés de manière 
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concentrique autour de l’axe dorso-ventral du corps de ces organismes. Il apparaît également 

qu’un domaine coquillier externe existe dans la partie dorsale centrale de tous ces organismes 

(Fig. I.7), même chez les coléoides qui présentent une coquille fortement réduite à l’état 

adulte (e.g. les calmars du genre Idiosepius). Ces observations démontrent que les coléoides 

possèdent un ancêtre à coquille externe. Chez le nautile, des études révèlent que sa forme 

embryonnaire présente seulement cinq paires de bras. Ceci signifie donc que les multiples 

tentacules qu’arbore cet organisme à l’âge adulte sont en réalité un caractère dérivé et non pas 

un état ancestral chez les céphalopodes, comme on l’a longtemps supposé (Boletzky 2003; 

Shigeno et al. 2010). Enfin, le développement embryonnaire des céphalopodes actuels 

démontre à la fois comment leur corps s’est réorienté de manière antéro-postérieure, et 

comment la coquille est devenue secondairement internalisée. Ces trajectoires 

développementales sont cohérentes avec les observations morphologiques à partir 

d’organismes fossiles, suggérant ainsi que les céphalopodes ont évolué à partir d’un ancêtre 

mollusque de type monoplacophore (Shigeno et al. 2010).  

 

Si les données moléculaires et fossiles démontrent que les différentes classes de 

mollusques ont divergé les unes des autres au début du Cambrien, le plus vieux céphalopodes 

connu à ce jour est Plectronoceras cambria (Fig. I.8), daté de la fin du Cambrien (Furongien, 

~500 Ma) (Kröger et al. 2011; Ponder et al. 2020b; Uribe & Zardoya 2017; Vinther 2015). 

Des céphalopodes fossiles légèrement plus « récents » et très variés sont largement répandus 

Figure I.7 : Schéma illustrant le plan d’organisation de deux céphalopodes actuels, au stade 

embryonnaire. A. Idiosepius, B. Nautilus ; d’après Kröger et al. 2011 

A B
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dans le registre paléontologique, suggérant alors que les céphalopodes ont commencé à se 

diversifier dès la fin du Cambrien, en l’espace de quelques millions d’années seulement. 

D’après l’étude morphologique de la coquille de ces formes primitives, il semblerait qu’un 

système de régulation de la flottabilité similaire à celui du Nautile ait déjà existé chez 

Plectronoceras. Si plusieurs hypothèses se sont succédées au cours du temps concernant 

l’origine des céphalopodes, le consensus actuel propose qu’ils descendent d’un mollusque 

morphologiquement proche des monoplacophores (un groupe de mollusque considéré comme 

très primitif), à la coquille néanmoins cloisonnée comme les représentants du genre Tannuella 

(Kröger et al. 2011; Ponder et al. 2020b).  

 

b) Phylogénie 

Les céphalopodes actuels sont divisés en deux sous-classes : les Nautiloidea, derniers 

représentants à coquille externe répartis au sein de deux genres (Nautilus et Allonautilus) et 

les Coleoidea. Cette sous-classe est elle-même scindée en deux superordres : les Octobrachia 

dont les représentants possèdent huit bras (argonautes et pieuvres) et les Decabrachia, à dix 

bras dont deux modifiés en tentacules (calmars et seiches). La position phylogénétique du 

genre Vampyroteuthis (vampire des abysses ou calamar vampire) a longuement été 

controversée, et il a même été proposé d’en faire un ordre à lui tout seul nommé 

Vampyromorpha (Pickford 1939). Cependant, des études phylogénétiques récentes basées sur 

Figure I.8: Illustration du plus vieux céphalopode connu à ce jour, d’après Kröger et 

al. 2011. A. Deux spécimens de Plectronoceras ; B. Reconstitution schématique 

d’un spécimen ; C. Reconstitution d’un autre individu, en couleur, par Franz 

Anthony, Studio 252MYA 
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des données moléculaires rapprochent les vampyromorphes d’autres représentants du 

superordre Octobrachia (Lindgren et al. 2004; Tanner et al. 2017; Uribe & Zardoya 2017). De 

ce fait, les Octobrachia se divisent en deux ordres : celui des Vampyromorpha d’un côté et 

celui des Octopoda de l’autre. Enfin, chez les octopodes, deux sous-ordres sont reconnus : les 

Cirrata et les Incirrata qui, respectivement, possèdent ou ne possèdent pas de cirres (i.e. 

rangées d’épines charnues).  

Les Decabrachia regroupent cinq ordres bien distincts : les Spirulida (représenté par un 

seul genre et une seule espèce : Spirula spirula), les Sepiida (seiches), les Sepiolida (sépioles 

et calmars pygmées), les Myopsida et les Oegopsida, ces deux-derniers étant distingués l’un 

de l’autre par la présence, respectivement, d’un œil fermé ou ouvert (Fig. I.9). Chez les 

Octopodes Cirrata, on identifie une quarantaine d’espèces relativement mal documentées et 

très peu étudiées. Chez les Incirrata, on reconnaît deux super-familles : les Argonautoidea 

d’une part, avec quatre familles pélagiques et les Octopodoidea d’autre part, avec six familles.  

 

Si les relations phylogénétiques entre céphalopodes sont plutôt bien établies jusqu’au 

niveau du super-ordre ainsi qu’à l’échelle des familles, le raccord entre ces deux niveaux 

taxonomiques demeure encore très controversé (Fig. I.10). Ainsi, d’une étude phylogénétique 

à une autre, les différents ordres reconnus classiquement chez les céphalopodes ne sont pas 

regroupés selon les mêmes relations de parenté.  

Par exemple, l’analyse purement morphologique de Lindgren et al. (2004) suggère que les 

Oegopsida d’une part, et les Sepiolida d’autre part, ne constituent pas des groupes 

monophylétiques. Dans cette étude, les octopodes Cirrata et Incirrata apparaissent tous deux 

monophylétiques et posséderaient, comme groupe frère, les Vampyromorpha. De même, 

Figure I.9: Schéma illustrant les différents types d’œil chez les céphalopodes actuels, d’après Ponder et al. 2020. 
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l’analyse des caractères anatomiques par parcimonie proposée par Voight et ses co-auteurs 

(1997) soutient également ces relations au sein du clade des octopodes. En revanche, les 

octopodes Cirrata et Incirrata, apparaissent tous deux monophylétiques et auraient les 

Vampyromorpha comme groupe frère. Dans une analyse alternative, combinant les données 

morphologiques et moléculaires, Lindgren et al. (2004) proposent une phylogénie très 

différente (non présentée en Fig. I.10) où les Decabrachia apparaissent dérivés des 

Octobrachia tandis que les Oegopsida demeurent un groupe paraphylétique.   

En revanche, d’autres analyses phylogénétiques basées sur des données moléculaires 

proposent des scénarios très différents : pour Tanner et al. (2017), les Octobrachia constituent 

un groupe monophylétique où les Vampyromorpha sont inclus au sein des octopodes Cirrata, 

et constituent le groupe frère des Incirrata. Le groupe des Decabrachia apparaît également 

monophylétique, ainsi que tous les ordres classiquement reconnus en son sein. D’après cette 

reconstruction, le groupe des Sepiida apparaît comme basal par rapport aux autres ordres de 

céphalopodes. L’analyse penche en faveur d’un rapprochement entre les Sepiolida et les 

Figure I.10: Résumé des principales relations phylogénétiques entre les grands groupes de céphalopodes actuels, tels que présentés dans la littérature. A. 

d’après Lindgren et al. 2004 ; B. d’après Tanner et al. 2017 ; C. d’après Uribe & Zardoya 2017 ; D. d’après Strugnell et al. 2017.  
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Idiosepiidae, tandis que les groupes-frères Spirulida et Oegopsida apparaissent dérivés des 

Myopsida. Pour Uribe & Zardoya (2017), la reconstruction phylogénétique est sensiblement 

identique, à l’exception des Vampyromorpha considérés ici comme groupe-frère des Cirrata, 

eux-mêmes placés comme groupe-frère des Incirrata. Enfin, selon Strugnell et al. (2017), 

l’arbre phylogénétique reste très similaire, si ce n’est que les Myopsida sont rapprochés des 

Idiosepiidae et les Oegopsida, des Bathyteuthoidea. Il est important de noter ici que les 

Idiosepiidae et les Bathyteuthoidea constituent une famille et une super-famille de 

céphalopodes dont l’ordre demeure incertain.  Il est néanmoins important de souligner que de 

telles analyses moléculaires n’incluent que les taxons les plus fréquemment collectés, laissant 

de côté une part considérable de la diversité taxonomique des clades étudiés, contrairement à 

l’approche purement morphologique. 

 Les différences notables qui existent entre les reconstructions phylogénétiques 

moléculaires et morphologiques, ainsi que la variabilité de ces reconstructions d’une méthode 

à une autre, ou d’une étude à une autre, ne permettent pas d’établir avec certitude les relations 

phylogénétiques qui lient les différents ordres de céphalopodes. Par conséquent, l’arbre 

phylogénétique consensuel (Fig. I.11) ne permet pas de résoudre l’ensemble des relations de 

parenté qui existent entre ces organismes.  

Figure I.11: Arbre phylogénétique 

consensuel des céphalopodes, à 

haut niveau taxonomique, d'après 

les études phylogénétiques de 

Kanold et al. 2011, Tanner et a. 

2017, Uribe et Zardoya 2017, 

Lindgren et al. 2004 et Sanchez et 

al. 2018. Dessins de Ketrina Yim. 
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c) Anatomie générale, biologie et cycle de vie 

Le plan d’organisation des céphalopodes inclut deux yeux, un manteau, un entonnoir 

(ou siphon) et au moins huit bras. Certains organismes possèdent une structure interne solide, 

comme l’os de seiche chez Sepia, dérivée de la coquille externe de leurs ancêtres, mais 

beaucoup de coléoides en sont dénués. Chez les céphalopodes actuels, seul le nautile possède 

encore une coquille externe. La terminologie des caractéristiques externes des céphalopodes, 

ainsi que l’anatomie interne de trois organismes actuels sont détaillées dans la figure I.12 

avec, d’une part, le nautile et d’autre part, trois coléoides : la pieuvre, la seiche et le calmar. 

Chez les céphalopodes, le pied est grandement modifié et est divisé en plusieurs appendices, 

capables de manipuler et capturer des proies, ou bien être utilisés dans le cadre de la 

reproduction (Nishiguchi & Mapes 2008). La principale différence entre les Decabrachia et 

les Octobrachia réside dans le nombre de bras : chez les calmars et les seiches, il y en a dix, 

dont deux sont modifiés en tentacules rétractables, tandis que les pieuvres ne possèdent que 

huit bras. Pour différencier un bras d’un tentacule, il existe plusieurs critères morphologiques. 

Les tentacules sont des organes longs et flexibles, utiles dans les fonctions de nutrition, de 

préhension et de sensation tactile. Ils sont plus longs que les bras, sont rétractables et 

possèdent une extrémité aplatie qui comporte des ventouses, ou non. Les bras, quant à eux, 

sont entièrement couverts de ventouses. Ils permettent notamment à l’organisme de se 

maintenir accroché à une surface, alors qu’il se repose. Ainsi, les coléoides actuels 

(Decabrachia et Octobrachia) se différencient des nautiloides qui possèdent de nombreux 

tentacules (60 à 90) mais aucun bras.  

 La réduction de la coquille chez les coléoides, voire sa disparition, permet l’émergence 

d’un mode de vie "actif", beaucoup plus mobile (Barord & Boyle 2019). Seuls Sepia et 

Spirula possèdent encore une coquille interne dont le fonctionnement est similaire à celui de 

la coquille externe de leurs ancêtres, assurant ainsi leur flottabilité. Comme chez les 

Nautiloidea, la distribution de gaz et de fluide au travers des loges de la coquille est contrôlée 

de manière osmotique et permet d’atteindre une flottabilité neutre. Ceci leur permet 

d’effectuer des mouvements verticaux au sein de la tranche d’eau, un mécanisme de 

flottabilité ancestral, supposé être commun aux nautiloides et ammonoïdes fossiles. Les 

calmars et les pieuvres ont complètement perdu cette fonction, et la plupart d’entre eux 

présentent une flottabilité négative. Les formes mésopélagiques, néanmoins, sont capable de 
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réduire leur densité via des procédés chimiques, consistant notamment à stocker des ions 

ammonium au sein de vacuoles dans les tissus corporels de l’organisme (muscles du manteau, 

par exemple) et/ou à réduire le contenu protéique de leurs tissus (Barord & Boyle 2019; Boyle 

& Rodhouse 2008; Ponder et al. 2020a).  

 La locomotion active des coléoides pélagiques, et des nautiloides, est obtenue par la 

propulsion d’un jet d’eau depuis la cavité du manteau via l’entonnoir ventral, ou hyponome 

chez les nautiloides (Fig. I.12). Le forçage spasmodique régulier de l’eau à travers l’entonnoir 

peut être dirigé dans la quasi-totalité des directions, assurant ainsi une grande maniabilité. Les 

paires de nageoires que beaucoup de coléoides possèdent, contribuent au contrôle directionnel 

et leurs ondulations servent à flotter et ralentir le mouvement. La pieuvre commune est un 

organisme côtier essentiellement benthique : elle utilise alors ses bras à ventouses pour se 

mouvoir sur le fond de l’océan, et la propulsion par jet d’eau pour attaquer ou s’échapper 

rapidement (Barord & Boyle 2019).  

 

Figure I.12 : Anatomie générale d’une pieuvre (en haut, à gauche), d’un calmar (en bas, à gauche), d’une seiche 

(en bas, à droite) d’après Hanlon et al. 2018, et d’un nautile (en haut, à droite) d’après Ponder et al. 2020. 
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 La plupart des céphalopodes sont carnivores et se nourrissent principalement de 

poissons, de crustacés et de mollusques, bien que quelques espèces dérivées se nourrissent de 

phytoplancton et de zooplancton (Mangold & Bidder 1989).   

Les coléoides sont majoritairement des carnivores actifs qui capturent leurs proies à l’aide 

de leurs bras, bien que certains d’entre eux soient microphages comme Spirula (Ponder et al. 

2020a). Le calmar et la seiche mordent immédiatement les tissus de leur proie après l’avoir 

attrapée, en utilisant leur bec chitineux très puissant. La pieuvre a développé, quant à elle, une 

méthode élaborée particulièrement efficace sur les crustacés impliquant des toxines externes 

et des enzymes servant à extraire la chair de la carapace (Barord & Boyle 2019).  

Le nautile, étant donné sa vision réduite, utilise ses nombreux tentacules pour fouiller le 

sol océanique à la recherche de proies, essentiellement des petits poissons et des crustacés 

(Ponder et al. 2020b). Bien qu’on ne sache toujours pas si le nautile est un prédateur actif ou 

bien un charognard, il a été démontré par des études en laboratoire que cet organisme utilisait 

essentiellement son olfaction pour localiser des proies déjà mortes (Barord & Boyle 2019). 

Les céphalopodes fossiles (nautiloides fossiles, bélemnites et au moins quelques ammonites) 

étaient probablement majoritairement carnivores. Les premiers nautiloides se nourrissaient 

probablement de petits invertébrés (trilobites et autres nautiloides), tandis que les bélemnites 

semblent avoir été les prédateurs de proies plus actives, comme les poissons ou les autres 

céphalopodes (Ponder et al. 2020b).  

 

Les céphalopodes peuplent tous les océans du monde, depuis le littoral jusqu’aux 

profondeurs abyssales, depuis des habitats pélagiques à ceux benthiques. Quelques espèces du 

genre Idiosepius et quelques sépioles, peuvent tolérer des eaux saumâtres. Chez les formes 

actuelles de céphalopodes, environ 35 % sont planctoniques, 16 % benthiques, 19 % 

nectobenthiques, 5 % benthopélagiques et 25 % nectoniques (Barskov et al. 2008). Parmi ces 

organismes, de nombreuses espèces opèrent des migrations diurnes dans la colonne d’eau, 

rejoignant les profondeurs durant le jour et regagnant des eaux peu profondes durant la nuit 

(Ponder et al. 2020b). De nombreux calmars, la majorité des seiches et plusieurs pieuvres 

vivent dans la zone photique (eaux de surface) ; ces organismes sont notamment capables de 

changer de couleur et de camouflage (crypsis) pour rester invisibles aux yeux de leurs 

prédateurs naturels (requins, phoques, etc.). Certaines pieuvres s’enfouissent dans le sédiment 

et d’autres encore, vivent dans des conditions extrêmes : eaux profondes, courants 
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hydrothermaux, eaux froides… Plusieurs autres coléoides sont également capables de vivre 

dans des eaux profondes très froides (Boyle 1999; Boyle & Rodhouse 2008). 

 

Chez les céphalopodes, les sexes sont séparés (Barord & Boyle 2019) et à ce jour, 

seulement deux exemples d’individus hermaphrodites ont été décrits, chez Octopus vulgaris 

(Pickford 1947) et Enteroctopus megalocyathus (Ortiz & Ré 2006). De manière générale, les 

céphalopodes ne possèdent qu’une seule gonade, et les mâles transfèrent les spermatophores 

aux femelles, lors d’un accouplement parfois accompagné d’une parade amoureuse élaborée 

(Ponder et al. 2020b). Le transfert des spermatophores mature du mâle dans la cavité palléale 

de la femelle se fait à l’aide d’un bras modifié, nommé hectocotyle ou par un organe terminal. 

Les nautiloides (Nautiloidea), les calmars côtiers (Loliginidae), quelques octopodes 

(Octopodidae) et toutes les seiches (Sepioidea) encapsulent leurs œufs qu’ils attachent à un 

substrat (corail, éponges, algues, etc.) soit individuellement, soit en groupe ou en série. Chez 

la plupart des octopodes incirattes (comme Octopus vulgaris ou les différentes espèces du 

genre Argonauta), les œufs sont gardés par la femelle, en les couvant ou en restant près d’eux 

pour les protéger des prédateurs. Enfin, la plupart des familles de calmars océaniques 

(Oegopsida) pondent leurs œufs sous la forme d’une masse fragile, dans des eaux 

intermédiaires, mais les modes d’accouplement et de ponte demeurent encore mal documentés 

pour ces organismes. Il n’existe pas de stades larvaires (impliquant une métamorphose 

complète) malgré l’existence d’une phase planctonique dans le développement de certaines 

espèces. Du fait d’un développement direct, il s’ensuit que le juvénile fraîchement éclos de 

son œuf ressemble déjà à l’adulte, il n’en est qu’une version miniature (Boletzky 1974). 

Puisque ceux-ci peuvent présenter un habitat et une niche écologique différents de l’adulte, on 

parle généralement de « paralarve » (Barord & Boyle 2019; Ponder et al. 2020b). Chez les 

coléoides, la reproduction est qualifiée de sémelpare : les gonades des adultes ne sont pas à 

même de se régénérer pour la période de reproduction suivante. Par conséquent, ces 

organismes ne connaissent qu’une seule saison de reproduction durant leur vie, et mâles 

comme femelles ne tardent pas à mourir après la ponte des œufs. Chez les octopodes, les 

femelles ayant tendance à garder leurs œufs, elles épuisent leurs ressources énergétiques et 

meurent généralement aux alentours de l’éclosion des œufs. En laboratoire, les mâles 

possèdent une espérance de vie similaire et l’idée selon laquelle ils meurent peu de temps 

après l’accouplement, bien qu’encrée dans la littérature, n’est pas franchement démontrée. 

Chez le nautile, en revanche, la reproduction semble illimitée : d’après l’élevage 
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d’organismes en captivité, cet organisme est capable de se reproduire et de pondre tout au 

long de son existence, dès que la maturité sexuelle est atteinte : on parle alors de reproduction 

itéropare (Barord & Boyle 2019; Ponder et al. 2020b).  

 

d) La coquille des céphalopodes 

La coquille des céphalopodes, au sens propre du terme, est constituée d’aragonite en 

association avec une matrice organique et est sécrétée par l’épithélium externe calcifiant du 

manteau comme chez les autres mollusques. Plusieurs formes fossiles éteintes présentent une 

coquille externe, mais de nos jours seuls les représentants du genre Nautilus la possèdent 

encore. Quelques coléoides développent une coquille interne aragonitique, c’est le cas 

notamment du phragmocône (partie cloisonnée) des bélemnites, de l’os de seiche chez Sepia 

et de la coquille de Spirula. Les autres céphalopodes arborent des structures dérivées de cette 

coquille : chez Argonauta par exemple, les femelles élaborent une pseudo-coquille fragile 

principalement pour y stocker leurs œufs. Cette structure n’est pas homologue de la coquille 

originelle, puisqu’elle est sécrétée par une paire de bras modifiés plutôt que par le manteau 

(Finn 2018; Finn & Norman 2010; Kniprath 1981). Des vestiges chitineux et allongés de la 

coquille originelle des céphalopodes persistent chez les calmars et Vampyroteuthis : on parle 

de plume ou de gladius.  

Les coquilles cloisonnées des céphalopodes actuels et fossiles arborent une grande 

diversité de forme et de taille, mais possèdent 

une seule et même terminologie pour les 

décrire (Fig. I.13).  

 

3.1) Le modèle nautile  

La coquille de Nautilus, comme celle 

de nombreux céphalopodes actuels et fossiles 

est entièrement aragonitique et est composée 

de deux couches minéralisées : la couche 

externe est prismatique tandis que la couche 

interne est nacrée. Cette couche nacrée est Figure I.13 : Illustration de la terminologie communément 

employée pour décrire la coquille des céphalopodes, ici chez un 

nautile.  
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limitée, dans sa partie la plus interne, par une couche prismatique généralement qualifiée de 

couche interne prismatique dans la littérature la plus récente (Grégoire 2010). L’ensemble de 

ces couches (couche externe et interne) est recouvert par le périostracum, qui sert alors de 

support à la croissance de la phase minérale lors de la biominéralisation. La nacre consiste en 

de nombreuses lamelles minéralisées, parallèles à la surface interne de la paroi coquillière et 

superposée horizontalement. Chaque lamelle est composée d’une seule couche de tablettes 

aragonitiques, dont l’axe-c est faiblement développé et perpendiculaire à la surface de 

croissance cristalline (Crenshaw & Ristedt 1976; Grégoire 2010; Meenakshi et al. 1974; 

Mutvei 1964; Nudelman et al. 2006). Chez Nautilus, la nacre est qualifiée de « colonnaire » 

(ou columnaire) : les tablettes d’aragonite croissent les unes sur les autres, formant ainsi des 

piles de cristaux. Dans une colonne, les tablettes ne sont pas parfaitement alignées ; il existe 

un léger décalage latéral permettant ainsi une interpénétration et une association plus étroite 

avec la colonne voisine. Chaque tablette d’aragonite est enveloppée dans une matrice 

organique (« un ciment ») qualifiée d’intercristalline. La matrice intercristalline n’est pas 

homogène : on différencie la matrice interlamellaire, séparant deux lamelles successives, et la 

matrice intertabulaire qui sépare deux tablettes de nacres voisines sur le plan horizontal 

(Marin et al. 2012). A l’intérieur des tablettes de nacre, on trouve en plus une matrice dite 

intracristalline. 

La nacre du nautile a fait l’objet de nombreuses investigations biochimiques de la 

matrice coquillière dans son ensemble (Dauphin & Marin 1995; Goffinet & Jeuniaux 1979; 

Grégoire 1972; Weiner 1979). Grégoire (1962) est le premier à observer la matrice organique 

située autour des tablettes de nacre et par la suite, plusieurs études sont venues compléter ses 

observations. Notamment, Goffinet (1969) introduit l’importance de la chitine dans les 

propriétés mécaniques de la nacre tandis que Degens et al. (1967) présentent la composition 

en acides aminés de l’ensemble de la coquille de Nautilus, révélant ainsi une certaine richesse 

en glycine et alanine, deux acides aminés non-polarisés, plutôt hydrophobes. La matrice 

organique représente 4-5 % du poids total du biominéral et est composée de protéines, de 

glycoprotéines (Crenshaw & Ristedt 1976; Dauphin 2006; Keith et al. 1993; Weiner & Hood 

1975) et d’une fraction importante de chitine (Dauphin & Marin 1995; Goffinet & Jeuniaux 

1979; Weiner & Traub 1980). De nos jours, seulement trois séquences N-terminales sont 

disponibles (Zhao et al. 2003) et seules quelques études ont caractérisé, de manière détaillée, 

le contenu protéique de la matrice coquillière (Marie et al. 2009b, 2009a, 2011b). De ces 

études, il transparaît que la matrice acido-insoluble (AIM) est essentiellement constituée de 
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protéines hydrophobes et de chitine, tandis que la matrice acido-soluble (ASM) est 

majoritairement constituée de protéines et de glycoprotéines discrètes, capables d’interagir 

avec la formation de cristaux calcitiques, ainsi que de polysaccharides acides. Parmi ces 

protéines, la Nautiline-63 apparaît comme l’une des plus importantes au sein de la fraction 

ASM de la matrice coquillière (Marie et al. 2009b, 2011b). Après purification, cette protéine 

s’avère être riche en résidus glycine et acide aspartique et fortement glycosylée ; elle possède 

également une fraction saccharidique acide, et semble capable de lier la chitine in vitro. De 

même, la Nautiline-63 influence énormément la morphologie des cristaux calcitiques 

précipités, mais ne semble pas capable (ou alors très faiblement) d’inhiber leur formation. 
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Enfin, l’immunolocalisation de cette protéine, grâce à un anticorps spécialement synthétisé 

contre cette protéine purifiée, révèle qu’elle est principalement située dans la matrice 

intertabulaire de la nacre, c’est-à-dire entre les tablettes plutôt qu’au sein de celles-ci. Les 

études protéomiques réalisées sur la matrice coquillière de Nautilus ne révèlent pas 

d’homologies de séquences avec la nacre de gastéropodes comme Haliotis et très peu de 

ressemblance avec des protéines de bivalves, suggérant ainsi un jeu complètement différent de 

protéines pour construire la couche nacrée de la coquille (Marie et al. 2009b).  

 

Figure I.14: Diagramme vertical de la section dorso-ventral de la portion ventrale de Nautilus, montrant les divisions de 

l'épithélium calcifiant externe du manteau (modifié d'après Mutvei, 1964). 
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Sur la base de données structurales sur le nautile, Mutvei (1964) propose une 

formation coquillière selon deux divisions bien distinctes de l’épithélium calcifiant du 

manteau : une division pariétale et une division septale (Fig. I.14). Dans son hypothèse, la 

division pariétale produit le mur coquillier dans son ensemble et concerne plusieurs tissus 

différents : l’extrémité du manteau est responsable de la formation du périostracum (au niveau 

du sillon périostracal), la face externe du manteau sécrète, selon deux régions distinctes, la 

couche externe et la nacre du mur coquillier, et finalement, les tissus myoadhésifs dorsaux du 

manteau produisent la couche prismatique interne du mur coquillier. La division septale, 

quant à elle, assure la formation des septes et du tube siphonal également selon deux régions 

cellulaires distinctes : l’une, chargée de la sécrétion du septe et d’une partie du tube siphonal 

et l’autre, responsable du reste du canal siphonal.  

Sur la base de données morphologiques, et notamment sur les empreintes 

d’attachement musculaire, Klug et al. (2008) proposent un schéma conceptuel décrivant le 

processus de formation septale chez Nautilus (Fig. I.15). Selon leur modèle, le processus se 

déroule selon les étapes suivantes :  

- La formation d’un nouveau septe débute par la sécrétion d’une arête murale ("mural 

ridge") en face du septe précédent, tandis qu’un nouveau matériel coquillier est déposé 

à l’extrémité aperturale de la coquille. 

- La partie postérieure du corps de l’animal se détache de l’ancien septe et se déplace en 

avant, créant ainsi un espace vide qui se remplit de liquide. Ce mouvement est permis 

par la contraction de petits muscles radiaux (Fig. I.15A). Les fibres musculaires 

transverses détachent la partie septale du manteau des marges de l’ancien septe (Fig. 

I.15B, cf. encart). 

- Les fibres musculaires attachées à la coquille ("myoadhesive band" et « myoadhesive 

ligament") se contractent et tirent la partie septale du manteau en avant (Fig. I.15C).  

- La zone d’attachement des muscles rétracteurs céphaliques se déplace également en 

avant, avec l’aide de la contraction des muscles longitudinaux du manteau (Fig. 

I.15D).  
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- La partie postérieure du manteau est ensuite attachée à une arrête murale nouvellement 

formée, à l’endroit où un nouveau septe s’apprête à être formé. Cette étape est suivie 

par la formation d’une membrane de « conchioline », qui sera finalement recouvert 

d’une couche minérale coquillière pour former le nouveau septe (Fig. I.15E). 

À ce jour, et à notre connaissance, aucun autre schéma conceptuel visant à retracer les 

principales étapes de la formation coquillière dans son ensemble chez Nautilus n’a été 

proposé. S’il semble exister un relatif consensus autour du processus de biominéralisation 

Figure I.15: Processus de formation septale chez Nautilus, modifié d'après Klug et al. (2008). Ce schéma décrit les 

mouvements du manteau et l'implication de sa musculature dans le mécanisme de formation septale. 
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général qui aboutit à la formation de la coquille chez cet organisme (Addadi et al. 2006; Crick 

& Mann 2010), il n’existe pas d’autres propositions alternatives, concernant les mouvements 

du manteau.  

 

3.2) Le modèle seiche  

 Chez la seiche, la coquille est située en position dorsale, à l’intérieur du manteau de 

l’organisme : on parle alors de coquille interne. Celle-ci 

est essentiellement constituée d’aragonite et sert à la fois 

de protection et de support physique aux tissus mous de 

l’organisme, mais également de système de régulation de 

la flottaison, comme chez d’autres céphalopodes à 

coquille comme Nautilus ou Spirula. Néanmoins, l’os de 

seiche possède une organisation structurale qui lui est 

propre : il consiste en deux régions bien distinctes avec, 

d’une part le bouclier dorsal et d’autre part, la zone 

ventrale cloisonnée (Fig. I.16).  

 Étant donné son grand intérêt économique, la 

seiche compte parmi les céphalopodes les plus étudiés à 

l’heure actuelle. De ce fait, l’os de seiche a déjà fait 

l’objet de plusieurs études biochimiques de la matrice 

organique coquillière, mais également de plusieurs analyses microstructurales, ayant 

notamment pour but de mieux comprendre le mécanisme de biominéralisation à l’origine de la 

construction coquillière chez cet organisme. Ainsi, Checa et al. (2015) proposent un cycle de 

formation des chambres chez Sepia, selon la chronologie suivante : (1) genèse d’une chambre 

par la sécrétion simultanée du toit du septe (i.e. chambre) et d’une série de lamines 

organiques ; (2) achèvement de la chambre par sécrétion du plancher du septe, terminant ainsi 

la croissance en hauteur de la chambre ; (3) minéralisation de la chambre et (4) dessiccation 

par drainage de la chambre. La même année, Čadež et al. (2017) mettent en évidence une 

différence de composition protéique entre le bouclier dorsal et la partie ventrale cloisonnée de 

l’os de seiche, suggérant alors l’existence de deux processus de minéralisation distincts. 

 

Figure I.16: Photographies d'un os de seiche 

en vue dorsale (gauche) et ventrale (droite), 

Photographies personnelle. 
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4) Objectif de la thèse 

Dans ce chapitre, consacré à une revue des connaissances, nous nous sommes 

intéressés au phénomène de biominéralisation coquillière chez les céphalopodes.  

Les céphalopodes constituent une classe majeure de mollusques, dont une partie 

seulement des représentants actuels possèdent une coquille. En effet, l’histoire 

macroévolutive de ce clade témoigne d’une tendance générale à l’internalisation de la coquille 

et à sa réduction, voire à sa complète disparition, depuis des formes basales comme le nautile 

jusqu’aux formes les plus dérivées comme la seiche (persistance d’une coquille, en position 

interne) ou la pieuvre (perte de la coquille). Si les relations de parenté entre les différents 

représentants sont plutôt bien établies, les mécanismes moléculaires à l’origine du phénomène 

de biominéralisation coquillière demeurent encore faiblement documentés.  

Il apparaît donc intéressant de se demander si l’ensemble de ces organismes possèdent 

une même « boîte à outils moléculaires », c’est-à-dire un même jeu de macromolécules, pour 

élaborer leur coquille. 

Dans ce contexte, nous étudierons et caractériserons les microstructures coquillières et 

la matrice organique associées à la coquille de trois représentants actuels, encore peu étudiés à 

ce jour, la spirule Spirula spirula, l’argonaute Argonauta hians et la seiche Sepia officinalis. 

Chaque chapitre de ce manuscrit sera dédiée à l’étude de chacun des trois organismes : au sein 

de chaque chapitre, le lecteur trouvera l’ensemble des informations déjà disponibles dans la 

littérature sur le modèle d’étude, ainsi que les résultats acquis dans le cadre de la 

caractérisation physique et biochimique de la coquille de celui-ci. À travers chacune de ces 

études, nous essaierons également d’élucider le mécanisme de biominéralisation coquillière 

en proposant notamment une chronologie potentielle des évènements sécrétoires. 

Enfin, dans un but comparatif et évolutionniste, la dernière partie de ce manuscrit sera 

consacré à la confrontation des résultats obtenus sur chaque modèle d’étude. Plusieurs pistes 

de recherches ultérieures, dans la continuité de ce travail, seront également proposées.  
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Chapitre II : La 

biominéralisation coquillière 

chez la spirule Spirula spirula 

La biominéralisation coquillière chez la spirule  

Spirula spirula 
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1) Description, biologie et cycle de vie 

La spirule ("ram’s horn squid", en 

anglais) est un céphalopode mésopélagique de 

petite taille (Fig. II.1) peuplant les eaux de la 

partie ouest de la région Indo-Pacifique ainsi 

que les eaux tropicales de l’océan Atlantique 

(Ohkouchi et al. 2013; Schmidt 1922). Bien que 

des coquilles vides soient fréquemment 

retrouvées le long des plages des océans 

Atlantique, Indien et ouest Pacifique (Bruun 

1943; Clarke 1966), les spécimens vivants sont 

quant à eux, rarement observés. Par conséquent, 

l’écologie de cette espèce demeure incertaine, et 

aucun organisme n’a été observé ou filmé dans son habitat naturel jusqu’à très récemment. 

Néanmoins, la spirule est connue pour ses migrations verticales quotidiennes au sein de la 

tranche d’eau, évoluant à des profondeurs comprises entre 1000 et 500 m de profondeur la 

journée, et remontant à des profondeurs inférieures à 300 m durant la nuit (Clarke 1969).  

 

Comme tous les membres du super-ordre des Decabrachia, cet animal possède dix 

appendices péri-oraux à ventouses : huit bras et deux tentacules plus longs (Fig. II.2). Son 

apparence générale est proche de celle des calamars, et les individus possèdent la capacité de 

rétracter leur partie céphalique dans leur manteau. Si les juvéniles peuvent complètement 

dissimuler leur tête et extrémités dans leur manteau, et replier les protubérances dorsales et 

ventrales de celui-ci pour s’y "enfermer" de manière parfaite, les adultes, eux, ne peuvent 

rétracter que la moitié de la région céphalique (Nesis 1987). La « peau » de l’animal est de 

couleur rouge-maronnée, lisse et d’aspect irisé tandis que le manteau conserve un aspect 

laiteux. À l’extrémité postérieur du manteau, la spirule présente un organe bioluminescent, 

entouré de deux petits ailerons arrondis (Fig. II.2 ;  Herring et al. 1981; Nesis 1987). Ce 

photophore peut rester illuminé pendant plusieurs heures, mais sa fonction demeure encore 

inconnue. En effet, contrairement à la plupart des animaux marins qui produisent de la 

lumière par le bas afin de dissimuler leur silhouette, l’organe lumineux de la spirule est quant 

à lui orienté vers la surface, ce qui paraît inhabituel (Norman 2000). Dans la tranche d’eau, la 

spirule nage verticalement, la tête et les bras en direction du fond océanique. Cette position de 

Figure II.1 : Photographies de plusieurs spécimens de Spirula 

spirula. A-B, d’après Warnke & Keupp 2005 ; C. Photographie 

réalisé par Dante Fenolio, crédits : Science Photo Library.   
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vie est notamment due à son mécanisme de 

flottaison, mais également au mouvement de ses 

ailerons postérieurs durant la nage. La flottabilité 

de l’organisme est assurée par sa coquille interne 

(Fig. II.2), dont les différentes loges sont remplies 

d’un gaz enrichi en azote, que l’organisme extrait 

de son sang à partir du canal siphonal qui parcourt 

l’ensemble de sa coquille, lui assurant ainsi une 

flottabilité neutre (Denton et al. 1967). Pour son 

orientation, la spirule possède deux statolithes qui 

sont, hormis la coquille, les deux seules autres 

pièces minéralisées de l’organisme. Chacune de ces 

structures est logée dans une cavité remplie de 

liquide, appelée le statocyste, proche du cerveau de 

l’animal (Clarke 1978).  

Très récemment, les premières images d’un 

spécimen vivant (Lindsay et al. 2020), réalisées en 

milieu naturel, semblent indiquer que la spirule vit 

la tête vers le haut et la coquille vers le bas. Ces 

observations sont donc en cohérence avec le rôle 

supposé de l’organe lumineux, mais semblent 

anéantir l’interprétation que nous nous faisions de 

la coquille chez cet organisme.  

 

Bien que la biologie et le cycle de vie de cet organisme demeurent, aujourd’hui 

encore, assez mal documentés, il semblerait que sa reproduction soit similaire à celle des 

autres céphalopodes. En effet, la modification des deux tentacules du mâle en organes 

reproducteurs, appelés hectocotyles, permet d’implanter le spermatophore dans le réceptacle 

séminal de la femelle, la spermathèque, logée dans la membrane buccale du manteau de la 

femelle (Norman 2000). Les femelles déposeraient ensuite leurs œufs sur le fond océanique 

(Nesis 1987), étant donné qu’aucun œuf pélagique n’a pour l’instant été identifié et que les 

individus juvéniles de cette espèce sont retrouvés à des profondeurs comprises entre 1000 et 

1750 mètres (Norman & Reid 2000). Après avoir éclos, les juvéniles habiteraient les eaux 

Figure II.2 : Vue en coupe d’un spécimen de Spirula spirula, 

illustrant l’anatomie interne de cet animal. Illustration à 

l’aquarelle, réalisée par Margot Bernardi. 
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froides (4 à 6 °C) et profondes durant les premiers stades de leur développement 

ontogénétique, avant de passer à des eaux plus chaudes (entre 12 et 14 °C) durant leur 

croissance puis, de retourner à des eaux plus froides et profondes au stade adulte (Lukeneder 

et al. 2010; Lukeneder 2016; Price et al. 2009). Les juvéniles mesurent environ 2 mm après 

éclosion et sont parfaitement indépendants : les études menées sur le développement de cet 

organisme ne permettent pas de mettre en évidence de stade larvaire (Boletzky 1974; Clarke 

1970), une constante chez les céphalopodes qui, à l’inverse des autres mollusques, ont un 

développement direct. Sur la base de la distribution de taille au sein d’une population, Clarke 

(1970) et Nesis (1987) suggèrent une espérance de vie d’une vingtaine de mois après éclosion, 

comme la majorité des coléoides (Lukeneder 2016) avec une maturité sexuelle probablement 

atteinte entre le douzième et le quinzième mois (Clarke 1970). Néanmoins, l’essentiel des 

études à ce sujet sont plutôt anciennes et la question mériterait d’être revisitée afin de mieux 

évaluer l’espérance de vie de cet organisme. L’analyse des isotopes de l’azote chez la spirule 

semble indiquer que l’animal est détritivore et microphage (zooplancton) (Ohkouchi et al. 

2013). En revanche, la saison de reproduction, la structure sociale et l’existence d’une parade 

amoureuse ainsi que le comportement parental demeurent inconnus.  

 

2) Taxonomie et phylogénie 

Spirula spirula (Linné 1758) est aujourd’hui considéré comme le seul représentant du 

genre, mais également de la famille Spirulidae. Ce statut monospécifique résulte à la fois 

d’analyses anatomiques (Naef 1923), d’observations morphologiques de la coquille et de 

séquences moléculaires. L’exploration morphométrique de la coquille ne permet pas de mettre 

en évidence l’existence de deux (ou plus) espèces distinctes au sein du genre (Neige & 

Warnke 2010). En parallèle, les données mitochondriales basées sur l’analyse de trois gènes 

mitochondriaux et une large analyse géographique (Haring et al. 2012) démontrent que les 

distances génétiques entre les populations de l’Atlantique et du Pacifique sont extrêmement 

faibles, suggérant donc une absence de spéciation. De ce fait, les nombreuses espèces 

nominales trouvées dans la littérature sont aujourd’hui considérées comme synonymes de 

l’espèce Spirula spirula avec pour systématique (d'après Sweeney & Roper 1998) :  
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Embranchement Mollusca Cuvier 1795 

Classe Cephalopoda Cuvier 1797 

Sous-classe Coleoidea Bather 1888 

Super-ordre Decabrachia Haeckel 1866 

Ordre Spirulida Stolley 1919 

Famille Spirulidae Owen 1836 

Genre Spirula Lamarck 1799 

S. spirula (Linnae 1758) 

 

En observant l’organisation du cerveau et des statocystes, Engeser and Bandel (1988) 

considéraient Spirula comme la forme la plus ancestrale du clade actuel des décabranchiaux. 

Cependant, aujourd’hui encore, la position phylogénétique de Spirula demeure assez 

controversée (Allcock et al. 2015; Lindgren & Anderson 2018). À l’échelle de la classe des 

céphalopodes, la présence d’une coquille interne divisée en septes plaide en faveur d’un 

rapprochement avec la famille des Sepiidae (seiches, etc.). Néanmoins, la présence d’un œil 

œgopside (i.e œil ouvert ; Donovan 1977) remet cette supposition en question. De plus, 

l’internalisation du phragmocône (partie cloisonnée de la coquille) apparait comme un 

caractère plésiomorphe (i.e. ancestral) au sein du clade, remontant probablement à la fin du 

Paléozoïque, tandis que les premiers représentants des Coléoides apparaissent au début du 

Mésozoïque (Kröger et al. 2011). D’autres auteurs proposent également de faire de Spirula un 

ordre à part, nommé Spirulida (Boletzky 1999).  

Les premières études phylogénétiques, basées sur un petit nombre de gènes, plaçaient 

Spirula en position basale par rapport aux autres Decabrachia (Allcock et al. 2011; Warnke et 

al. 2003) ou bien, comme groupe-frère des Sepiidae (Bonnaud et al. 1997; Strugnell et al. 

2005). Ces hypothèses étaient cohérentes avec certains caractères morphologiques, tel qu’un 

phragmocône bien développé. En revanche, des études plus récentes, basées sur des bases de 

données moléculaires plus conséquentes, suggèrent que le clade des Spirulida et celui 

regroupant les Oegopsida (les calmars à "yeux ouverts") et les Bathyteuthoidea (calmars 

mésopélagiques à bathopélagiques) sont deux groupes frères (Lindgren et al. 2012; Strugnell 

et al. 2017). De la même manière, Tanner et al. (2017) reportent un lien de parenté étroit entre 
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les Spirulida et les Oegopsida. Même si leur étude n’inclut pas les Bathyteuthoidea, plusieurs 

études ont déjà démontré l’étroite relation phylogénétique entre ce clade et celui des 

Oegopsida (Lindgren et al. 2012; Strugnell et al. 2005). Des estimations récentes, basées à la 

fois sur des données moléculaires et fossiles, suggèrent un temps de divergence aux alentours 

de 128 Ma (Barrémien, Crétacé Inférieur) entre spirulidés et oegopsidés (Tanner et al. 2017), 

estimation cohérente avec l’apparition du groupe couronne des spirulidés à la fin du Crétacé 

(~66-72 Ma) (Fuchs et al. 2012).  

 

À notre connaissance, la seule coquille de spirule citée dans le registre fossile date du 

Miocène inférieur (Burdigalien, 20-16 Ma) de Nouvelle-Zélande (Hayward 1976). Cependant, 

un certain nombre de formes fossiles peuvent être liées à Spirula. Les représentants du 

Cénozoïque possèdent, notamment, de fortes affinités morphologiques avec l’espèce actuelle 

(Fuchs & Lukeneder 2014) : c’est le cas de Beloptera, Belopterina, Spirulirostridium et 

Spirulirostra. Les restes du Crétacé demeurent, quant à eux, assez controversés mais Fuchs et 

al. (2012) considèrent Cyrtobelus (Campanien supérieur, ~75 Ma – Maastrichtien inférieur 

~70 Ma) comme le premier représentant non-ambigu de la lignée Spirula. Enfin, certains 

auteurs considèrent Shimanskya, du Carbonifère supérieur (~307-298 Ma), comme 

appartenant au groupe des Spirulidae (Doguzhaeva et al. 1999).  

 

3) La coquille 

Chez Spirula, la coquille est incluse dorsalement dans le manteau de l’animal. Cette 

coquille interne présente un enroulement endogastrique planispiralé et divisé en plusieurs 

loges (en nombre variable entre 24 et 34 environ, voir Neige & Warnke 2010, table 2), 

connectées les unes aux autres par un siphon. Ce canal siphonal assure ainsi la flottabilité de 

l’organisme, par la circulation d’un liquide caméral modifiant la densité de l’animal (Bruun 

1943; Naef 1923). 
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3.1) Microstructure 

a) Le mur coquillier 

Appellöf (1893) est le premier à entreprendre l’étude de la microstructure coquillière 

chez Spirula spirula, et notamment de sa paroi externe. Il y décrit deux couches : la première, 

externe, s’épaissit sur le côté « antérieur » de la coquille et présente des tubercules externes, 

allongés, arrondis et d’une forme plus ou moins compliquée sur les faces latérales et 

« postérieures ». La seconde, interne, est plus épaisse dans la partie ventrale et serait divisée 

en deux sous-couches ; l’une, externe, présente des particules calcaires allongées et est 

finement transparente. L’autre, interne, plus épaisse et moins transparente, est formée de 

lamelles d’épaisseur variable qui courent obliquement vers l’intérieur et l’extérieur. Naef 

(1923) distingue trois couches dans le mur coquillier de Spirula : un périostracum externe, un 

ostracum moyen prismatique et un hypostracum épais, interne et lamelleux. Dans son étude 

sur les microstructures coquillières, Bøggild (1930) aborde brièvement la structure coquillière 

de l’organisme, qu’il décrit comme entièrement aragonitique. Selon lui, la couche externe est 

prismatique, avec des prismes plutôt réguliers, et il distingue une couche supérieure très 

mince et parfaitement homogène. 

 Mutvei (1964) propose une étude plus détaillée des microstructures de la coquille. Il 

reconnaît notamment deux couches semi-prismatiques au sein de la paroi externe, séparées 

par une couche périostracale très fine. Selon lui, la couche semi-prismatique externe est 

composée d’éléments cristallins spiculaires (dont le grand axe présente une disposition radiale 

vis-à-vis de l’axe morphologique dorso-ventrale), ainsi qu’une surface externe tuberculée, 

moins prononcée dans la partie juvénile de la coquille. Quant à la couche semi-prismatique 

interne, il la décrit comme constituée d’éléments cristallins aciculaires, identiques à ceux de la 

couche externe, mais « groupés en prismes plus ou moins distincts et irrégulièrement 

polygonaux en section transversale ». Enfin, l’auteur note l’existence d’un épaississement au 

niveau de la zone d’insertion des cloisons de la coquille dans la paroi, qu’il nomme ride 

annulaire supraseptale ("supraseptal annular ridge"). Ce n’est que quelques années plus tard 

qu’apparaissent les premières observations au microscope électronique à balayage. Dans son 

étude, Barskov (1973) décrit la couche externe de la paroi coquillière comme étant formée de 

cristaux prismatiques à disposition radiale, et dont la surface est tuberculée. Quant à la couche 

interne, il la présente comme semi-prismatique, avec des cristaux fins et anguleux. Enfin, il 
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note la présence d’une couche intermédiaire non calcifiée, séparant les deux autres couches 

précédemment citées, et constituée de "conchioline" (i.e. matrice organique).  

Dans son article, Dauphin (1976) confirme la dualité du mur coquillier de Spirula. Elle 

confirme également la nature semi-prismatique des deux couches qui le composent. La 

première, externe, présente une limite extérieure irrégulière et tronquée, faite de tubercules 

reposant sur une semelle continue très mince. Selon elle, les tubercules et la semelle sont 

formés de prismes perpendiculaires à la surface de la coquille, et composés de baguettes 

d’aragonite jointives qu’elle associe aux "éléments cristallins spiculaires" de Mutvei (1964). 

L’auteur rejoint également les observations d’Appellöf (1893) en décomposant la couche 

semi-prismatique interne en deux sous-couches : une lame externe, et une lame interne. 

D’après ses observations, la lame externe représente la lame la plus épaisse. Elle est 

constituée de granules grossièrement alignés en "prismes" indistincts et verticaux. Dauphin 

remarque que cette granulation s’estompe progressivement, laissant ainsi la nature 

prismatique de la couche semi-prismatique interne devenir plus nette. La lame interne, quant à 

elle, ressemble à la couche semi-prismatique externe, mais sans tubercules, et semble 

s’épaissir près de la zone d’insertion des cloisons en une ride annulaire supraseptale, 

précédemment identifiée par Mutvei (1964). Enfin, Dauphin note une potentielle variation de 

ces structures en fonction de l’âge du spécimen, mais également de l’endroit de la coupe 

d’observation. Trois ans après, Bandel and Boletzky (1979) admettent l’existence de trois 

couches au sein du mur coquillier : une couche externe prismatique irrégulière ; une couche 

moyenne, dite lamellaire; et une couche interne prismatique. Les auteurs évoquent également 

l’existence d’un renforcement prismatique grossier de la couche interne, à l’insertion de la 

cloison dans le mur coquillier qu’ils nomment bord prismatique interne ("prismatic inner 

rim"). Enfin, Cuif et al. (1983) réaffirment la dualité du mur coquillier, alors composé de 

deux couches minéralisées séparées par une couche qu’ils qualifient « d’uniquement 

organique » après une attaque enzymatique du matériel. Les auteurs évoquent également 

l’existence de deux sous-couches au sein de la couche interne de la paroi. Les observations 

des auteurs confirment celles de Dauphin (1976) en décrivant la sous-couche interne comme 

composée « d’unités prismatiques de taille variable » et la sous-couche externe comme ayant 

un « aspect granulaire sans indication d’une structure lamellaire quelconque ».  

Depuis ces observations, aucune nouvelle étude n’a montré de modification dans nos 

connaissances de la microstructure associée au mur coquillier de la coquille chez Spirula 
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spirula. En revanche, les septes et le canal siphonal de la coquille ont, quant à eux, fait l’objet 

d’études plus approfondies. 

 

 

b) Les septes 

Appellöf (1893) décrit la face ventrale des septes comme recouverte, localement, par 

une substance calcaire à indice de réfraction élevé. L’auteur explique également qu’à la 

jonction des cloisons avec le mur coquillier, il existe une formation calcaire dont l’indice de 

réfraction est supérieur à celui des cloisons et de la paroi dans lesquels elle passe, sans limites 

définies. Les cloisons semblent aussi constituées de nombreuses lamelles fragiles, coupées 

normalement par les « lignes de calcification ». Selon Bøggild (1930), les cloisons sont 

nacrées. Grégoire (1961) étudie spécifiquement la "nacre septale" de Spirula et explique que 

« contrairement à la conchioline de nacre, la substance organique des septes décalcifiés des 

Spirulidae est un matériel semi-rigide, qui garde la forme initiale, en verre de montre ou en 

dôme, du septum minéralisé ». L’auteur note ainsi de nombreuses différences avec la nacre 

sensu stricto. Il démontre la nature aragonitique des septes de Spirula par diffraction aux 

rayons X et conclut que la nacre septale des Spirulidae diffère de celle des autres mollusques.  

Selon Mutvei (1964), il existe quatre couches distinctes au sein d’une cloison septale 

de Spirula. Il reconnaît une couche dorsale faite de conchioline, puis une couche sphérulitique 

prismatique constituée de granules d’aragonite polygonaux, épaisse à la périphérie de la 

cloison, mais absente dans sa région centrale. Ensuite, il distingue une couche nacrée, qu’il 

décrit comme la plus épaisse des quatre, et comme constituée de petits éléments 

aragonitiques. Enfin, il définit une couche semi-prismatique, composée d’éléments cristallins 

spiculaires généralement groupés en prismes. D’après lui, cette dernière couche occupe une 

zone centrale étroite sur la face ventrale des cloisons, autour du canal siphonal. En dressant 

une telle description, Mutvei (1964) rapproche la cloison de Spirula de celle de Nautilus. 

D’après Erben (1972), la nacre de Spirula et des autres dibranchiaux est une « fausse nacre »; 

il recommande plutôt l’utilisation du terme « lamello-fibrillaire » pour décrire la structure 

minérale des cloisons. Barskov (1973) identifie deux couches dans la partie "libre" de la 

cloison : une couche adapicale prismatique, homologue à la couche sphérulitique prismatique 

du nautile, et une couche adorale nacrée homologue à la couche nacrée du nautile. Il reconnaît 
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également l’existence d’une troisième couche, semi-prismatique, présente uniquement à 

proximité du canal siphonal. Dauphin (1976) reconnaît également, comme chez le nautile, 

l’existence de trois couches minérales au sein d’une cloison. La première est une couche 

nacrée, plus épaisse que les autres et dont l’architecture diffère de celle des autres mollusques 

(car constituée de baguettes au lieu de lamelles). L’auteur explique d’ailleurs que malgré les 

recommandations d’Erben (1972), l’incertitude qui règne autour de la nature des couches 

fibrillaires et de leur mode de formation la pousse à conserver le terme de nacre de type II 

pour décrire la structure de la cloison. La deuxième est une couche sphérulitique prismatique, 

localisée dans la zone dorsale de l’insertion des cloisons ; elle présente un aspect de nacre 

grossière. Enfin, la dernière, est une couche semi-prismatique exclusivement présente autour 

du canal siphonal. Pour Bandel and Boletzky (1979), les septes consistent en une couche 

lamello-fibrillaire. Selon eux, à l’insertion de la cloison dans le mur coquillier, les lamelles 

s’arrêtent de manière abrupte dans le bord interne ("inner rim"). Aujourd’hui, la nomenclature 

de la structure des septes de Spirula est encore très variable. Selon les auteurs, on trouve 

notamment les termes de nacre lamello-fibrillaire (Doguzhaeva 2000; Fuchs et al. 2012; 

Mutvei 2017) ou structure lamello-fibrillaire (Bandel 1990; Bandel & Boletzky 1979). Tout 

récemment, l’étude de Lemanis et al. (2020) penche pour l’utilisation de cette dernière 

terminologie : les auteurs décrivent ainsi « de fines lamelles, composées de baguettes 

d’aragonite parallèles entre elles au sein d’une lamelle ».  

 

c) L’insertion des septes dans le mur coquillier 

Si plusieurs auteurs notent l’existence d’une formation ou d’un renforcement 

minéralisé dans la zone d’insertion de la cloison au sein de la paroi coquillière (Appellöf 

1893; Bøggild 1930), que Mutvei (1964) nomme « ride annulaire supraseptale », Dauphin 

(1976) est la première à analyser la morphologie de cette insertion. Elle remarque ainsi que 

« cloison et test ne sont pas simplement superposés, ainsi que le représente la plupart des 

auteurs ».  En effet, l’auteur décrit un amincissement de la cloison, qui se termine en une 

pointe effilée recouverte, de part et d’autre, par la couche semi-prismatique interne du test. 

Elle précise également que la couche sphérulitique prismatique de la cloison ne participe pas à 

l’élaboration de cette terminaison. Néanmoins, l’année d’après, l’auteur n’intègre pas ces 

observations au schéma structural de la coquille de Spirula (Fig. II.3) (Dauphin 1977). Dans 

leur schéma, Bandel et Boletzky (1979) représentent également la cloison et le mur coquillier 
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comme simplement superposés. Depuis, cette structure complexe et particulière chez Spirula 

n’a plus réellement bénéficié de descriptions ou de schémas conceptuels.  

Néanmoins, des structures similaires ont également été mises en évidence chez des 

formes fossiles de la lignée de Spirula (Doguzhaeva 1996; Fuchs et al. 2013), que Fuchs et al. 

(2013) schématisent et nomment « mural flap ». Les auteurs définissent cette structure comme 

une extension de la couche interne du test venant recouvrir une portion de la face interne 

(concave) de la cloison. Récemment, Lemanis et al. (2020) schématisent et figurent cette 

structure chez Spirula, mais ne la décrivent pas. Il est également intéressant de noter que, 

d’après les auteurs, cette structure semble apparaître comme une autapomorphie du groupe 

comprenant le genre Longibelus (groupe frère des Decabrachia) et le reste des Decabrachia 

(Fuchs et al. 2013; Lemanis et al. 2020). Cette hypothèse implique que chez les dibranchiaux 

qui ne présentent pas de « mural flap », son absence relève d’une perte secondaire de ce 

caractère. 

 

d) Le canal siphonal 

La structure du canal siphonal chez Spirula a été étudiée par de nombreux auteurs au 

microscope optique (Appellöf 1893; Mutvei 1964; Naef 1923) mais les premières études 

structurales détaillées n’apparaissent qu’avec l’émergence du microscope électronique à 

balayage (Bandel 1990; Bandel & Boletzky 1979; Dauphin 1976; Doguzhaeva 2000; Mutvei 

& Donovan 2006). Dans ces études, une attention toute particulière a été portée sur la 

structure de la couche interne du tube siphonal. 

Figure II.3 : Coupe longitudinale de la 

coquille de spirule, d’après Dauphin 

(1997). nac., nacre ; sph. pris., 

sphérulitique prismatique ; s. pris. int., 

semi-prismatique interne ; s. pris. ext., 

semi-prismatique externe ; les flèches du 

siphon indiquent la partie la plus récente 

de la coquille, les triangles noirs la zone 

poreuse.  
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Récemment, Mutvei (2017) propose une description plus complète du canal siphonal 

de Spirula. Chez cet organisme, le col septal s’étend d’une cloison à une autre 

("holochloanitic septal neck", en anglais) et seul un espace très réduit existe entre deux cols 

successifs. En accord avec de nombreux auteurs avant lui, l’auteur décrit le col septal comme 

constitué de deux couches calcaires. La première, externe, est lamello-fibrillaire nacrée et 

s’inscrit dans la continuité de « la couche lamello-fibrillaire nacrée (= nacre de type II de 

Mutvei 1970 ; nacre lamello-fibrillaire de Doguzhaeva 2000 ; structure lamello-fibrillaire de 

Bandel et Boletzky 1979 et Bandel 1990) » d’un septe. La deuxième, interne, recouvre la 

surface intérieure du col septal et est constituée de piliers. Selon l’auteur, cette couche 

correspond à celle précédemment identifiée par d’autres auteurs comme une couche semi-

prismatique (Dauphin 1976; Mutvei 1964), prismatique (Mutvei & Donovan 2006) ou 

sphérulitique prismatique (Doguzhaeva 2000). D’après Mutvei, cette couche en pilier 

résulterait de la modification structurale de la couche prismatique simple qui recouvre la 

surface interne du col septal de Nautilus.  

L’anneau connectif, quant à lui, est également composé de deux couches similaires à celle du 

nautile : une couche sphérulitique prismatique externe, et une couche interne chitineuse. La 

couche externe prendrait son origine au niveau de la surface externe du col septal, tandis que 

la couche interne serait la continuation non-calcifiée de la couche nacrée lamello-fibrillaire du 

col septal.  

 

3.2) Un premier modèle de construction coquillière 

À l’issue de son étude microstructurale du mur coquillier et des cloisons de Spirula 

(Fig. II.4), Dauphin (1976) propose un modèle d’élaboration de la coquille pour cet 

organisme. Selon l’auteur, le processus débute par la sécrétion partielle de la couche semi-

prismatique interne du test suite à la division pariétale de l’épithélium calcifiant du manteau. 

Simultanément, la couche sphérulitique prismatique de la cloison est sécrétée, par division 

septale de l’épithélium. Tandis que la couche semi-prismatique poursuit sa croissance, la 

couche nacrée de la cloison est également produite. Par la suite, la couche semi-prismatique 

interne et la couche nacrée de la cloison s’accroissent en longueur. Puis, à un moment donné, 

la nacre cesse de croître en longueur tandis que la cloison s’épaissit. En parallèle, la couche 

semi-prismatique interne du test s’épaissit et finit par recouvrir la couche nacrée de la cloison. 

Enfin, après scellement de la cloison au sein du mur coquillier, celui-ci poursuit son 
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accroissement en longueur. D’après Dauphin (1976), cette complexité assure à la coquille une 

cohésion et une rigidité plus grandes que ne le ferait une simple juxtaposition test-septe.  

 

4) La matrice organique 

Le contenu de la matrice organique de Spirula est étudié pour la première fois par 

Degens et al. (1967), dans une étude paléobiochimique des protéines de la coquille de 

plusieurs mollusques. Selon les auteurs, la matrice coquillière de spirule contient environ 37,7 

% de chitine contre 62,3 % de protéines. Après analyse biochimique, la matrice organique 

apparaît enrichie en acides aminés de type acide glutamique (17,1 % résidus), acide aspartique 

(13 % résidus), sérine (14,4 % résidus) et glycine (10,3 % résidus), les trois premiers étant des 

résidus hydrophiles. Ces résultats sont repris dans l’étude comparative de Hunt et Nixon 

(1981) chez les céphalopodes. Ils notent alors que la prépondérance d’acides aminés polaires 

hydrophiles au sein de la matrice organique de Spirula fait de celle-ci l’une des matrices les 

plus hydrophiles chez les céphalopodes.  

Figure II.4 : photographies de 

Spirula au MEB, d’après Mutvei 

(2017). A) Section médiane du 

siphon, montrant un long col 

septal tapissé dans sa partie 

interne par l’anneau connectif du 

segment siphonal suivant. B) 

Deux cols septaux consécutifs à 

fort grandissement ; la couche 

interne chitineuse de l’anneau 

connectif n’est pas préservée. 

Echelle : A = 200 µm, B = 100 

µm. 
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L’étude la plus récente à ce jour est celle de Dauphin et Marin (1995), centrée sur 

l’analyse infra-rouge de la composition de la coquille de céphalopodes actuels, dont Spirula. 

Les spectres infra-rouge à transformée de Fourier montrent que la matrice organique de 

spirule (dans sa fraction soluble ou insoluble) présente les pics caractéristiques des protéines 

(notamment amides I et II) ainsi qu’un pic caractéristique d’un groupement saccharidique 

(autour de 1075 cm-1). Une étude plus poussée du contenu saccharidique de la matrice 

organique révèle que les deux fractions soluble et insoluble ont des compositions différentes : 

bien que toutes deux enrichies en glucosamine, la fraction soluble est également composée de 

fucose, galactose, xylose, arabinose et rhamnose quand la fraction insoluble ne présente 

qu’une petite quantité de xylose et rhamnose.  D’après les auteurs, la présence de glucosamine 

dans les deux fractions suggère la présence de chitine, sous forme soluble et insoluble.  

 

5) Le but de notre étude  

D’un point de vue évolutif, la coquille de Spirula constitue un modèle d’étude intéressant. 

Son enroulement et son cloisonnement (phragmocône) la rapprochent morphologiquement des 

formes céphalopodes « ancestrales » comme le nautile, tandis que son internalisation au sein 

du manteau de l’animal la rapproche d’organismes plus dérivés, comme la seiche. Cette 

coexistence de caractères plésiomorphes (i.e. ancestraux) et synapomorphes soulève une 

question majeure, au regard de la biominéralisation coquillière chez cet organisme : la spirule 

possède-t-elle une « boîte à outils biominéralisante » similaire à l’un de ces deux organismes ? 

Ou bien possède-t-elle une matrice organique complètement différente ? À ce jour, les 

compositions macromoléculaires des matrices organiques de céphalopodes ont principalement 

été étudiées chez les deux organismes "modèles" de ce clade, à savoir la seiche (Sepia) et chez 

le nautile (Nautilus)(cf. Chapitre I). En revanche, très peu de données (essentiellement datées 

des années 1960 à 1990) sont disponibles sur des organismes tels que Spirula.  

Notre étude se propose d’étudier les propriétés physiques et biochimiques de la 

coquille de Spirula spirula, le but étant de caractériser la signature biochimique de la matrice 

organique, afin d’en comprendre les multiples fonctions moléculaires dans la 

biominéralisation. Notre objectif est de déterminer si la matrice organique de la spirule 

possède des points communs avec celles d’autres céphalopodes et d’autres mollusques. 
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L’article de recherche présenté ci-après (Oudot et al. 2020a) se focalise sur les 

composés organiques de la coquille, indépendamment de leur localisation au sein de celle-ci 

(e.g. couche interne ou externe, mur coquillier, cloison, canal siphonal…). Ce travail constitue 

une première caractérisation exhaustive de la matrice organique de cet organisme, par 

l’utilisation de méthodes biochimiques. En parallèle, nous avons mené une analyse 

protéomique de la matrice soluble et insoluble extraites de la coquille de Spirula, supportée 

par l’obtention d’un transcriptome (obligeamment fourni par notre collègue australienne Jan 

Strugnell) issu du manteau de l’organisme. Enfin, nous discutons les potentielles fonctions 

dans la biominéralisation des principales protéines identifiées au sein de la matrice. Cet 

article, présenté ici en langue anglaise dans son format de publication, est précédé d’un 

résumé en français. Les données supplémentaires associées à cet article sont disponibles à la 

fin du manuscrit, dans les Annexes. 

Enfin, le lecteur trouvera en fin de chapitre quelques résultats complémentaires, 

notamment concernant certains aspects microstructuraux, ainsi qu’un modèle préliminaire 

d’élaboration de la coquille chez la spirule. Le chapitre se clora par une conclusion retraçant 

les résultats majeurs obtenus dans le cadre de cette étude, leurs implications, ainsi que les 

questions qu’ils soulèvent et les pistes de recherches ultérieures à suivre. 
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6) The shell matrix and microstructure of the Ram’s Horn squid : molecular and 

structural characterization – Journal of Structural Biology (2020), 211(1),  art. 

number 107507 

Résumé :  

Les mollusques constituent un clade très diversifié au sein des métazoaires, mondialement 

connu pour la production d’une coquille externe calcifiée résultant de l’activité sécrétoire 

d’un tissu spécialisé, l’épithélium externe calcifiant du manteau. Parmi eux, les bivalves et les 

gastéropodes comptent parmi les organismes les plus étudiés. Pourtant, les céphalopodes 

représentent un groupe à l’histoire évolutive riche, particulièrement intéressante du point de 

vue de la biominéralisation coquillière. Ici, nous nous sommes intéressés à un organisme peu 

connu au sein de ce clade : la spirule Spirula spirula. Cet animal possède une coquille 

calcitique interne comme d’autres organismes dérivés (e.g. la seiche), mais qui conserve 

certaines caractéristiques morphologiques ancestrales telles qu’un cloisonnement et un 

enroulement planispiralé. Si la biologie de la spirule reste encore mal documentée à ce jour, il 

est fréquent de retrouver des coquilles vides le long des plages des océans Atlantique, Indien 

et Pacifique ouest et quelques études microstructurales datant des années 1970-2000 ont pu 

être réalisées. Dans ce travail, notre objectif était de proposer une caractérisation biochimique 

de la matrice organique coquillière de S. spirula, une caractérisation microstructurale de la 

coquille et une comparaison générale de l’ensemble de nos observations avec d’autres 

représentants de la classe des céphalopodes, et du phylum des mollusques en général. 

L’étude au microscope électronique à balayage de la coquille a confirmé la dualité de la paroi 

coquillière, mais a également révélé une chronologie sécrétoire complexe étant donné 

l’organisation spatiale des structures. Nos observations confirment l’existence de deux 

couches au sein de la paroi coquillière et démontrent la nature lamello-fibrillaire des cloisons. 

L’insertion de ces dernières au sein de la paroi se fait sous la forme d’un biseau à la pointe 

effilée. Les analyses FT-IR et SS-NMR de la matrice organique ont suggéré l’existence d’une 

fraction saccharidique importante : la RMN a notamment identifié de la β-chitine ainsi que 

d’autres polysaccharides additionnels, comptant pour 80 % de la fraction insoluble de la 

matrice organique. Dans des tests de cristallisation in vitro, cette matrice interagit assez 

fortement avec les minéraux synthétisés. Une étude protéomique appliquée aux extraits 

solubles et insolubles de la matrice et des analyses in silico d’abord au sein d’une base de 

données de modèles métazoaires hétérologues, puis au sein du transcriptome non publié de S. 

spirula, ont également été réalisées. La première analyse a révélé un grand nombre de 
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peptides identifiés, certains d’entre eux identifiant des protéines telles que la tyrosinase, la 

chitinase 2, ainsi que des protéines appartenant aux familles d’immunoglobulines ou encore 

d’inhibiteurs de protéase. La seconde analyse a produit 39 résultats plus robustes, parmi 

lesquels la transferrine, la matriline, l’inhibiteur de protéase à sérine ou encore différentes 

histones. Le peu de ressemblance de nos résultats avec des protéines coquillières de 

mollusques déjà identifiées suggère que la spirule possède une matrice organique unique, 

vraisemblablement « clade-spécifique », et l’absence de similitudes avec d’autres proches 

parents céphalopodes suggère également que la matrice coquillière des céphalopodes ne porte 

pas un signal phylogénétique.  
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7) Résultats complémentaires 

7.1) Schéma conceptuel de la construction coquillière 

À partir d’observations réalisées au microscope électronique à balayage des 

microstructures coquillières de Spirula, de leur organisation spatiale et de leur géométrie, 

nous proposons un premier schéma conceptuel de la chronologie des différents évènements 

sécrétoires chez cet organisme (Fig. II.5). Ce schéma en 2D ne représente que la partie dorsale 

de la coquille, mais nous supposons que le même processus opère en partie ventrale, en 

« miroir ». Comme chez les autres modèles "plus standards" de mollusques à coquille externe 

(e.g. bivalves, gastéropodes), le dépôt de différentes couches au sein de microstructures 

distinctes est régulé par l’activité sécrétoire de l’épithélium externe du manteau. Cet 

épithélium est en fait divisé en plusieurs zones, chacune d’entre elle étant responsable de la 

minéralisation d’une microstructure donnée. La principale différence réside dans le fait que 

chez Spirula, la coquille est interne : en d’autres termes, la croissance coquillière dans son 

épaisseur n’est pas unidirectionnelle (i.e. de l’extérieur vers l’intérieur, voir Linzmeier et al. 

2016) mais s’effectue dans les deux directions.  

Nous proposons la chronologie des évènements sécrétoires suivante :  

1) Le processus débute par la sécrétion d’une fine couche organique, figurée en noir sur 

le schéma, prise en sandwich entre les deux unités (interne et externe) constitutives du 

mur coquillier (Fig. II.5-Etape 1). Sa sécrétion est assurée par un groupe de cellules 

spécialisées, équivalentes au sillon périostracal des bivalves. Cette fine lamelle 

organique sert probablement de support physique à la minéralisation, de chaque côté, 

des deux unités qui composent la paroi.  

2) Par conséquent, les couches interne (semi-prismatique irrégulière) et externe (semi-

prismatique régulière et tuberculée) sont sécrétées par deux régions cellulaires 

distinctes (en blanc sur le schéma) de part et d’autre de la lamelle organique (Fig. II.5-

Etape 2). Le dépôt minéral se fait en direction de la gauche de la figure, en arrière du 

front de minéralisation de la couche organique.  

3) Ensuite, un nouveau groupe de cellules spécialisées de l’épithélium, situé du côté 

interne de la coquille, débute la sécrétion d’un septe (Fig. II.5-Etape 3a, haut). À 

mesure que le septum croît en longueur, le manteau s’invagine de plus en plus mais 

reste néanmoins au contact à la fois de la structure en formation, et du mur coquillier 

(Fig. II.5-Etape 3a, milieu). De part et d’autre du septe en croissance, deux domaines 
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cellulaires participent au renforcement de son insertion dans la paroi coquillière (Fig. 

II.5-Etape 3a, bas) :  

- En avant, la croissance de la couche interne de la paroi se poursuit, sans 

discontinuer. Par conséquent, cette unité déposée à plat finit par recouvrir 

et ainsi progressivement sceller le septe, conférant à la zone considérée  

cette forme caractéristique de biseau pris en sandwich au sein de l’unité 

interne du mur coquillier.  

- En arrière, un autre groupe de cellules sécrète une ride annulaire 

supraseptale qui apparaît, d’un point de vue microstructural, en continuité 

avec la couche interne du mur. 

Si ce schéma est correct, cela signifie qu’au moins jusqu’à ce moment-là, le manteau 

occupe encore (partiellement ou totalement) l’avant dernière loge de la coquille.  

4) Tandis que la minéralisation du septe se poursuit, le manteau finit par se décoller du 

mur coquillier en arrière du septe en formation (Fig. II.5-Etape 3b). Néanmoins, il ne 

se rétracte pas complètement de l’avant dernière loge, se "préparant" à la sécrétion du 

canal siphonal. 

En effet, l’observation au microscope électronique à balayage (MEB) de sections polies de 

la coquille, au niveau du canal siphonal, montre un arrangement spatial des 

microstructures particulier (Fig. II.6). À proximité du canal siphonal, les septes effectuent 

un repli, orienté vers l’avant de la coquille. Cette déformation ne s’accompagne d’aucun 

changement microstructural : les lamelles qui constituent les septes, bien visibles, 

demeurent inchangées et sont continues tout le long du repli, avant d’aller se biseauter 

dans le mur coquillier, du côté ventral de la coquille. Cette morphologie particulière 

implique : (i) qu’une étape succède nécessairement à l’invagination du manteau, sans quoi 

les lamelles au sein d’un septe se biseauteraient en direction du canal siphonal, ce qui 

n’est pas le cas ici (d’où la nécessité d’une étape 3b) ; (ii) que le manteau ne peut pas 

complètement se retirer de l’avant dernière-loge, car le canal siphonal traverse, de part en 

part, les loges : il doit donc sécréter ce tube en parallèle de la sécrétion du septum. Etant 

donné la difficulté que représente l’illustration d’un tel processus, celui-ci n’est pas figuré  

Figure II.5 : Schéma conceptuel de la formation coquillière chez Spirula spirula. Etape 1 : sécrétion de la fine couche organique noire (équivalent 

du périostracum) par un groupe de cellules spécialisées. Etape 2 : les deux unités du mur coquilliers sont déposées, de part et d’autre de la couche 

organique de manière bidirectionnelle ; la couche semi-prismatique régulière et tuberculée du côté externe, et la couche semi-prismatique irrégulière 

du côté interne. Etape 3a : début de formation d’un septe. Cette étape, agrandie et détaillée en trois sous-dessins, correspond à l’initiation d’un septe 

et à son extension en longueur, accompagnées de l’invagination du manteau, ainsi qu’au renforcement de son insertion au sein du mur coquillier par 

la formation d’une ride annulaire supraseptale. Etape 3b : la sécrétion du septe se poursuit tandis que le manteau se décolle du mur coquillier en 

arrière du septe en cours de formation. La flèche noire indique la direction du dépôt minéral. 



 107 

  



 108 

dans le schéma conceptuel présenté en Fig. II.5. Dans cette hypothèse, le manteau ne se 

retire qu’une fois la connexion faite entre le septum et le canal siphonal. À ce moment-là, 

il revêt probablement une morphologie très particulière, bombée en direction de l’avant de 

la coquille, permettant ainsi d’expliquer le repli décrit par les septes, comme observé sur 

la Fig. II.6.  

 

Dans ce schéma, deux incertitudes demeurent :  

- La sécrétion d'un septe est-elle synchrone de chaque côté de la coquille (i.e. 

côté dorsal et ventral) ? Si oui, alors la synchronisation de ces deux 

évènements nécessite une différence dans la vitesse de minéralisation. En 

effet, chez Spirula, le canal siphonal est situé en position ventrale. Dans 

notre schéma, l’hypothèse est que la sécrétion d’un septe débute de part et 

d’autre de la coquille pour se rejoindre au niveau du canal siphonal. Étant 

donné que la longueur de septe à produire n’est pas la même, si les deux 

évènements sont synchrones, alors ils ne progressent pas à la même vitesse.  

Pour répondre à cette question, un marquage au manganèse serait 

envisageable. Pour cela, il s’agirait de récupérer des organismes vivants et 

de les laisser baigner deux fois (à un intervalle de temps qui reste à 

préciser), quelques heures tout au plus, dans une eau enrichie en 

manganèse.  

 

Après sacrifice, les coquilles pourraient être étudiées par 

cathodoluminescence, afin de vérifier si la sécrétion du septe est synchrone 

de chaque côté de la coquille ou non. En effet, le manganèse est incorporé 

par les organismes, lorsqu’ils sécrètent une couche minérale. De ce fait, si 

un dépôt de manganèse est observé du côté dorsal et ventral de la coquille, 

alors les évènements sécrétoires sont synchrones. Si non, ils sont dissociés. 

 

- Comment le canal siphonal est-il sécrété, et comment s’effectue sa 

connexion avec le septe ? Pour répondre à cette question, l’étude du 

mécanisme de formation coquillière à partir d’organismes vivants apparaît 

nécessaire. 



 109 

 

Figure II.6 : Photographie MEB de la région coquillière à proximité du canal siphonal. La section apparaît intéressante, car elle 

ne coupe pas le canal siphonal dans sa partie médiane, et laisse ainsi apparaître le mode de connexion entre le septe et le canal 

siphonal. On peut alors constater que les septes demeurent continus, malgré un repli en direction de l’arrière de la coquille. 

Comme du côté dorsal, les septes sont pris en sandwich au sein de la couche interne de la paroi coquillière, sous la forme d’un 

biseau. La flèche blanche indique la direction de l’ouverture de la coquille. 
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8) Conclusion 

Au terme de cette étude sur la microstructure coquillière et la matrice organique de 

Spirula spirula, il nous est possible de dégager plusieurs informations importantes. 

 

La matrice organique de Spirula représente environ 1 % du poids de la coquille, 

une valeur "élevée" qui classe cette-dernière parmi les plus riches en matrice organique. La 

fraction acido-insoluble (AIM) apparaît comme majoritaire au sein de la matrice, représentant 

environ 70 % du contenu organique de la coquille. De plus, la matrice organique de Spirula 

semble majoritairement intercristalline, étant donné la diminution drastique de la quantité de 

matrice après un second traitement à l’hypochlorite de sodium ainsi que le relatif faible 

pouvoir de celle-ci sur la précipitation de carbonate de calcium in-vitro.  

 

La combinaison d’approches biochimiques et physiques démontre que les saccharides 

représentent une fraction non-négligeable de la matrice organique, qu’il s’agisse de la fraction 

acido-soluble ou acido-insoluble. Notamment, les spectres RMN à l'état solide (ss-NMR) 

révèlent que la chitine et d’autres polysaccharides constituent près de 80 % de la fraction 

insoluble. Par conséquent, puisque la matrice acido-insoluble constitue 70 % de la matrice 

dans son ensemble, et que la chitine représente 50 à 60 % de la fraction insoluble, alors la 

matrice organique de Spirula est plus chitineuse que protéique, ce qui semble la 

rapprocher de celle des seiches.  

 

L’approche protéomique in silico de la matrice organique, basée sur la recherche de 

modèles métazoaires hétérologues depuis NCBI, révèle plusieurs hits intéressants. 

Notamment, l’analyse révèle plusieurs enzymes spécifiques fréquemment observées au sein 

des matrices coquillières, telles que la tyrosinase, la chitinase ou la sérine protéase. Des 

protéines non-mollusques porteuses de domaines à affinité avec le calcium (EF-hand, par 

exemple) sont également identifiées. 

L’approche protéomique in silico, basée sur le transcriptome de S. spirula, génère 

un autre jeu de protéines parmi lesquelles une transferrine, un inhibiteur de sérine 

protéase, et une matriline. En premier lieu, la transferrine est supposée être associée à la 

présence d’ions ferrique au sein des structures minéralisées. La découverte d’une autre 
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protéine, non identifiée, mais porteuse d’un domaine supposé complexer le fer, vient renforcer 

l’idée selon laquelle le fer joue un rôle important - bien qu’encore incompris - dans la 

biominéralisation du carbonate de calcium chez la spirule. Il est intéressant de noter que la 

transferrine a également été retrouvée dans la matrice minéralisante d’autres systèmes 

calcifiants, tels que la coquille d’œuf et qu’elle semble jouer un rôle-clé qui reste à préciser. 

Les inhibiteurs de sérine protéase sont fréquemment observés au sein des matrices 

calcifiantes de nombreux tissus, dont la coquille de mollusque ; on les associe notamment 

à la protection de la matrice organique contre la dégradation par des enzymes 

protéolytiques. Enfin, la matriline, également identifiée dans d’autres matrices de 

mollusques, est supposée être une protéine organisatrice de la matrice extracellulaire. 

L’analyse révèle également plus d’enzymes impliquées, de près ou de loin, dans l’assemblage, 

la dégradation et la modification de saccharides extracellulaires et plus spécifiquement, dans 

le remodelage de la trame chitineuse (chitobiase, chitin-deacetylase, etc.). Des protéines, 

porteuses de motifs ou de domaines à affinité avec le calcium, ont également été identifiées ; 

elles sont supposées jouer un rôle dans la signalisation extracellulaire, étant donné leur forte 

affinité à lier le calcium, plutôt que dans la nucléation cristalline ou le transport d’ions. 

Enfin, les deux approches protéomiques identifient des protéines cytoplasmiques, 

comme l’actine ou la tubuline, ou nucléaires, comme les histones. Ces protéines sont 

fréquemment observées au sien de matrices calcifiantes, et ce, malgré un protocole de 

nettoyage poussé. Il n’est donc pas impossible que ces protéines, bien loin d'être de simples 

contaminants, jouent un rôle dans la biominéralisation.  

 

L’étude du transcriptome de la spirule traduit en protéines révèle de nombreux 

acteurs moléculaires avec, au minimum, 11 vraies enzymes et 28 protéines aux fonctions 

diverses. Pour résumer, il s’agit de protéines extracellulaires ; d’enzymes liant ou 

interagissant avec la matrice extracellulaire (ECM) ; d’enzymes associées aux saccharides 

(chitine-déacetylase, etc.) ; de protéines à affinité pour les saccharides ; un set de protéines 

cytoplasmiques (actine, tubuline, etc.) ; de protéines impliquées dans la signalisation 

cellulaire, de protéines à affinité pour le calcium, de protéines associées au système 

immunitaire ou à d’autres fonctions de protection (i.e. inhibiteurs de protéase), ainsi que des 

protéines aux fonctions encore inconnues. 
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Certains composés organiques, habituellement retrouvés au sein des matrices 

calcifiantes, manquent néanmoins à l’appel. La matrice coquillière de Spirula est notamment 

dénuée d’anhydrase carbonique (CA), alors que trois séquences de CA sont identifiées dans le 

transcriptome du manteau. Ceci laisse donc à penser que l’anhydrase carbonique n’est pas 

incorporée dans la matrice coquillière de l’organisme. 

 

La matrice organique de la coquille de Spirula ne présente aucune ressemblance avec 

celle d’autres céphalopodes (e.g. le nautile ou la seiche) ou mollusques à coquille. Ceci 

suggère alors que Spirula possède un répertoire protéique coquillier unique. 

 

Nos observations confirment la dualité de la paroi coquillière de S. spirula, avec une 

couche externe et une couche interne séparée l’une de l’autre par un fin liséré sombre, 

probablement de nature organique. La couche externe apparaît comme tuberculée et de nature 

semi-prismatique régulière, tandis que la couche interne, non-homogène, semble être de 

nature semi-prismatique irrégulière. La géométrie et l’organisation spatiale des 

microstructures coquillières suggèrent une chronologie des évènements sécrétoires 

complexe. Notamment, le mode de construction des septes et la connexion de ceux-ci avec le 

canal siphonal, soulèvent encore beaucoup de questions.  

 

Au vu de ces résultats, plusieurs pistes de recherche ultérieures paraissent 

particulièrement envisageables :  

- La réalisation de plusieurs transcriptomes supplémentaires du manteau de 

Spirula permettrait d’établir une liste probablement plus complète des 

protéines sécrétées par ce tissu.  

- L'étude de la croissance coquillière à différents stades ontogénétiques chez 

cet organisme permettrait de lever le voile sur les incertitudes qui entourent 

toujours la chronologie des évènements sécrétoires de cette structure 

minérale. 

- La localisation de différents constituants (saccharides, protéines) de la 

matrice de Spirula au sein des tissus calcifiés permettrait également de 

mieux comprendre le processus de biominéralisation chez cet animal.  
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Ces travaux permettraient d’apporter des données essentielles à la compréhension 

des mécanismes qui régissent la formation de la coquille chez Spirula spirula.  
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Chapitre III : La 

biominéralisation coquillière 

chez l’argonaute Argonauta 

hians 

La biominéralisation coquillière chez l’argonaute  

Argonauta hians 
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Figure III.1 : (A) dessin à l’aquarelle de l’anatomie externe 

d’une femelle et d’un mâle argonautes, illustrant le 

dimorphisme sexuel lié à la taille, réalisé par Margot Bernardi. 

Les paires de bras sont numérotées R1 à R4. ; (B) photographie 

d’une femelle de l’espèce Argonauta hians, montrant la position 

de la première paire de bras dorsaux à l’extérieur de la coquille, 

crédits photos Songdacai©. 

1) Description, biologie et cycle de vie 

L’argonaute, également connu sous le nom anglais de "paper nautilus", est un 

octopode pélagique qui peuple les eaux tropicales et tempérées des océans du monde entier 

(Finn 2014, 2018; Stevens et al. 2015; Strugnell & Allcock 2010; Sukhsangchan et al. 2009). 

Bien que mondialement connu pour la superbe coquille blanche que fabriquent les femelles, la 

biologie, l’écologie et le cycle de vie de cet organisme demeurent encore mal documentés 

(Finn 2014; Stevens et al. 2015). Néanmoins, il semble que les femelles adultes occupent 

principalement les eaux de surface tandis que les mâles et les femelles juvéniles peuvent 

atteindre des profondeurs comprises entre 200 et 300m.  

Comme les autres octopodes, les 

argonautes possèdent huit appendices péri-

oraux, tous ornés d’une double rangée de 

ventouses (Fig. III.1A). Il existe, chez ces 

organismes, un dimorphisme sexuel 

important (Finn 2014; Norman 2000): les mâles 

sont de très petite taille (ils n’excèdent jamais 

les quatre centimètres de long ; cf. Norman 

2000) et développent, au sein d’une poche 

localisée sous l’œil gauche, un troisième bras 

modifié et spécialisé pour la reproduction, 

nommé hectocotyle. Les femelles, quant à elles, 

atteignent une dizaine de centimètres de long en 

moyenne et arborent une coquille blanche, fine 

et presque transparente pouvant atteindre jusqu’à 

45 cm de diamètre, qu’elles élaborent à partir de 

leur première paire de bras dorsaux, modifiés en 

de vastes toiles membraneuses (Fig. III.1B). 

Ainsi, la coquille des femelles argonautes n’est 

pas homologue de celle des autres mollusques 

(Finn 2018; Finn & Norman 2010; Kniprath 

1981), qui utilisent l’épithélium calcifiant du 

manteau. En position de vie, la femelle maintient 

sa coquille à l’aide de ses bras latéraux et 
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ventraux, qu’elle recourbe en arrière, usant de leurs nombreuses ventouses pour adhérer à la 

surface interne de la coquille (Fig. III.1A). Les bras dorsaux (i.e. les voiles membraneux) 

recouvrent, quant à eux, la surface externe de la coquille mais ils peuvent également être 

maintenus à l’intérieur. En cas d’endommagement de la coquille, la femelle semble capable 

de la réparer voire de complètement reconstruire une partie de la coquille si besoin (Finn 

2014). Chez l’argonaute, cette structure minéralisée sert de réceptacle et de protection aux 

nombreux œufs pondus par la femelle, mais également de structure hydrostatique, permettant 

à l’organisme de contrôler sa flottabilité (Finn & Norman 2010). En effet, les femelles 

utilisent leur coquille pour « avaler » une quantité bien précise d’air à la surface, puis piéger 

ce gaz en utilisant la seconde paire de bras avant de nager énergiquement jusqu’à une 

profondeur à laquelle la flottabilité du gaz compressé contrebalance le poids du corps de 

l’animal (Fig. III.2). Ce processus permet à la femelle d’atteindre un niveau de flottaison 

neutre en profondeur, mais lui permet également d’ajuster sa flottabilité en fonction de la 

potentielle augmentation de son poids en lien avec la présence d’œufs dans sa coquille. Les 

femelles argonautes ont tendance à s’accrocher aux objets qui flottent ou dérivent à la surface 

de l’eau, mais des individus ont également été observés en train de « chevaucher » des 

méduses, ou bien attachés à des algues flottantes ou encore attachés les uns aux autres pour 

former de longues chaines de 20 à 30 individus. Il semblerait que les argonautes soient les 

proies d’un vaste éventail de prédateurs incluant notamment les calmars, les mammifères 

marins, les poissons, les pingouins et bien d’autres oiseaux marins (Finn 2014) tandis que 

d’après plusieurs études, les argonautes se nourriraient de crustacés, de petits céphalopodes et 

de petits poissons (Nesis 1977; Robson 1932; Sukhsangchan et al. 2009).  

 

La biologie et le cycle de vie de l’argonaute demeurent, encore aujourd’hui, assez 

obscurs. À maturation sexuelle, la femelle pond de longues chaînes d’œufs, attachées à l’axe 

d’enroulement interne de la coquille (Finn 2018). Les femelles argonautes sont itéropares, 

c’est-à-dire qu’elles sont à même de se reproduire plusieurs fois dans leur vie. Chez ces 

organismes, l’ovulation est asynchrone et la ponte est monocyclique : les œufs sont produits 

de manière asynchrone dès le début de la ponte. Ainsi, la femelle pond de manière continue 

tout au long de sa vie et une croissance somatique intervient entre chaque épisode de ponte : 

par conséquent, au sein de la coquille d’une femelle argonaute, tous les œufs ne présentent pas 

le même stade de développement (Boletzky 1998; Finn 2018; Laptikhovsky & Salman 2003; 

Rocha et al. 2001). Aucun individu mâle vivant n’a encore été observé en milieu naturel et  
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Figure III.2 : Illustration des différentes étapes comportementales de la femelle argonaute (ici, A. argo) pour 

atteindre une flottabilité neutre, d’après Finn & Norman 2010. Dans un premier temps, l’individu se propulse en 

direction de la surface. Là, l’animal oriente son entonnoir en direction dorsale, ce qui lui permet d’émerger une 

partie de sa coquille avant de basculaer vers l’avant, engloutissant ainsi un volume d’air maximal (a) qu’il piège à 

l’intérieur de la coquille en utlisant sa deuxième paire de bras dorsaux. En orientant son entonnoir en direction 

ventrale, la femelle argonaute parvient à immerger sa coquille (b) et c’est à l’aide de puissants jets d’eau émis par 

son entonnoir que l’individu parvient à s’enfoncer en profondeur (c). Enfin, l’animal atteint une profondeur pour 

laquelle il existe un équilibre entre le poids de l’animal et la force exercée par l’air piégé dans sa coquille (d). Une 

fois cette neutralité atteinte, la femelle argonaute est capable de se déplacer rapidement, parallèlement à la surface 

de l’eau, à une vitesse supérieure à celle d’un plongeur. 
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par conséquent, aucun n’accouplement n’a jamais été décrit. Néanmoins, d’après l’étude de 

femelles récemment fécondées, il semblerait qu’à maturation sexuelle, l’hectocotyle du mâle 

soit libéré de la poche qui le contenait avant de complètement se détacher du corps de 

l’animal pour être transféré dans la cavité mantellique de la femelle (Finn 2014; Naef 1923; 

Norman 2000; Young et al. 1998). Là, l’hectocotyle libre peut se faufiler dans la masse d’œuf 

ou bien dans les ouïes, où il s’enroule parfois de lui-même autour des branchies. Il est 

d’ailleurs intéressant de noter que pendant plusieurs décennies, l’hectocotyle mâle a été 

considéré comme un parasite et donc comme un animal à part entière (Cuvier 1829). Dans la 

nature, plusieurs femelles ont déjà été retrouvées avec de multiples hectocotyles mâles au sein 

des ouïes, de la coquille ou bien au milieu des œufs (Finn 2014; Norman 2000). Le mâle 

décède probablement à la suite de cet accouplement, étant donné qu’aucun mâle n’a été 

retrouvé avec un bras reproductif en cours de régénération. La manière dont les femelles 

utilisent le sperme du mâle pour fertiliser leurs œufs demeure encore inconnue (Norman 

2000). 

 

2) Taxonomie et phylogénie 

Si les coquilles d’argonautes sont connues depuis plusieurs centaines d’années, certaines 

ornant même des objets datant des civilisations Minoennes datées entre 3000 et 1050 avant JC 

(Hughes-Brock 1999; Walters 1897), l’identité de l’occupant de la coquille est longtemps 

restée un mystère. Et lorsque les femelles ont enfin été considérées comme les véritables 

habitantes des coquilles, ce sont les hectocotyles mâles qui ont été considérés comme des 

parasites (cf. ci-dessus). 

En l’absence de connaissance des organismes qui créent la coquille, un système 

taxonomique uniquement basé sur les caractéristiques de la coquille s’est installé. Or, cette 

coquille n’est pas une structure homologue de la « vraie » coquille des mollusques et est, de 

plus, extrêmement sujette aux variations morphologiques (Boletzky 1983; Trego 1992, 1993; 

Voss & Williamson 1971). Ainsi, plus d’une cinquantaine d’espèces ont été attribuées au 

genre Argonauta (Linné 1758) au fil des années. Plus récemment, Finn (2013) a proposé une 

révision taxonomique de la famille des Argonautidae, sur la base de matériel australien. Il 

confirme l’existence de trois espèces au sein des eaux australiennes, ainsi que celle d’une 

autre espèce dans les eaux de l’est du Pacifique. Ainsi, les nombreuses espèces nominales 
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trouvées dans la littérature sont aujourd’hui réduites à quatre espèces avec pour systématique 

(d’après Finn 2013) : 

  

Embranchement Mollusca Cuvier 1795 

Classe Cephalopoda Cuvier 1797 

Sous-classe Coleoidea Bather 1888 

Super-ordre Octobrachia Fioroni 1981 

Ordre Octopoda Leach 1818 

Sous-ordre Incirrata Grimpe 1916 

Super-famille Argonautoidea Berry 1920 

Famille Argonautidae Tryon 1879 

Genre Argonauta Linnae 1758 

A. argo Linnae 1758 

A. nodosus [Lightfoot] 1786 

A. hians [Lightfoot] 1786 

A. nouryi Lorois 1852 

 

Jusqu’au milieu du XXème siècle, les plus vieux représentants fossiles connus 

appartenaient à l’espèce A. joanneus Hilber, 1915 (Fuchs & Lukeneder 2014), datés du 

Miocène moyen (~15,97 à 13,82 Ma). En 1954, Kobayashi découvre plusieurs spécimens 

datés de l’Oligocène, qu’il attribue à l’espèce Obinautilus pulchra et classe parmi les 

Nautilidae. Cependant, Noda et al. (1986) révisent la classification de ces spécimens, qu’ils 

proposent de rattacher au groupe des Argonautidae sur la base de critères morphologiques. 

Cette révision taxonomique fait donc remonter l’origine du groupe à la fin de l’Oligocène 

(Chattien, entre 27,8 à 23 Ma). À ce jour, ces spécimens sont encore considérés comme les 

plus vieux argonautidés du groupe. Les découvertes plus récentes ne font état que de 
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spécimens d’âge postérieur, du Miocène moyen (Gholamalian et al. 2020; Martill & Barker 

2006).  

Sur la base de données moléculaires, des études phylogénétiques suggèrent quant à elles 

une origine plus ancienne encore pour la super-famille des Argonautoidea. Strugnell et al. 

(2006) proposent un enracinement du clade dans le Jurassique (201,3 à 145 Ma), et une 

origine du genre Argonauta dans le Crétacé (145 à 66 Ma), suggérant alors la 

contemporanéité des ammonoïdés et des argonautes ancestraux. Dans une étude plus récente, 

Strugnell & Allcock (2010) proposent des dates de divergence plus récentes, selon deux 

hypothèses différentes :  

(1) Si l’absence de coquille au sein de la lignée des Ocythoidae est un caractère primaire, 

alors l’âge moyen du dernier ancêtre commun de la superfamille des Argonautoidea 

est estimé à 61.7 Ma (Paléocène, début du Cénozoïque) ; 

(2) Si l’absence de coquille au sein des Ocythoidae est un caractère secondaire (c’est-à-

dire que la coquille aurait existé chez ces organismes avant d’être perdue au cours de 

l’évolution du groupe), alors l’âge moyen du dernier ancêtre commun de la super-

famille des Argonautoidea est estimé à 45.6 Ma (Eocène).  

Ces deux hypothèses induisent également l’existence de deux scénarios possibles quant à 

l’origine du genre Argonauta estimée (1) à 43 Ma (Eocène) ou (2) à 30.8 Ma (Oligocène).  

 

3) La microstructure coquillière 

En 1930, Bøggild propose une brève description des microstructures coquillières chez le 

genre Argonauta. Selon lui, la coquille consiste en deux couches fines prismatiques : une 

supérieure, qualifiée d’épaisse, et une inférieure plus fine. Entre les deux, l’auteur décrit une 

couche de grains calcitiques fins et irréguliers.  

Plus tard, avec l’émergence de nouvelles techniques d’imagerie microscopique 

(notamment électronique : MEB et MET), de nouvelles études fournissent une description 

plus complète des microstructures coquillières. En 1971, Kobayashi décrit la coquille 

d’Argonauta argo comme étant composée de trois couches : prismatique externe, médiane et 

interne. Dans son étude, l’auteur stipule que les couches prismatiques interne et externe 

présentent une structure similaire, faite de prismes polygonaux allongés perpendiculairement 

à la surface coquillière. Il explique également que bien que la structure de la couche médiane 
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demeure obscure, celle-ci semble inclure une matrice organique composée de protéines et de 

« mucopolysaccharides » (terme générique désignant des polysaccharides de mucus, les 

principaux étant l’acide hyaluronique, le sulfate de chondroïtine, l’héparine, le sulfate 

d’héparane, etc…). Sur la base d’observations au microscope électronique à transmission 

(MET), Mitchell et al. (1994) décrivent, au sein de la paroi coquillière d’Argonauta nodosa, 

deux couches prismatiques séparées par une zone centrale (Fig. III.3), dont l’épaisseur et la 

porosité semblent énormément varier et constituée de grains 

désordonnés. Les auteurs expliquent que les deux couches 

prismatiques présentent des ultrastructures presque 

identiques, malgré des épaisseurs différentes. En effet, la 

couche interne tend à être plus fine que la couche externe. 

Néanmoins, les auteurs notent une certaine variabilité dans 

l’épaisseur de cette couche : si elle ne représente que la 

moitié de l’épaisseur de la couche externe à proximité de 

l’axe d’enroulement, elle atteint une épaisseur similaire à la 

couche externe à proximité de l’ouverture de la coquille. 

Mitchell et al. (1994) signalent également qu’aux extrémités 

de la zone centrale, les cristallites présentent initialement un 

mode de croissance sphérulitique avant de s’étendre en 

prismes (Fig. III.4). Selon eux, ce phénomène s’explique par 

une restriction de la croissance cristalline (en termes de 

directions disponibles) liée à la présence d’autres sphérulites 

dans l’environnement de minéralisation. D’après leurs 

observations, la zone centrale est elle-même constituée de 

sphérulites calcitiques dont le diamètre n’excède jamais les 5 

µm et qui, à la périphérie, poursuivent leur croissance et 

agissent comme des points de nucléation pour les prismes 

calcitiques des couches supérieure et inférieure. Ainsi, la 

zone centrale apparaît comme étant la première couche 

formée au moment de l’élaboration coquillière, et agirait 

ensuite comme un support de nucléation pour le reste de la 

coquille.  

 

Figure III.3: Photographies au microscope 

optique de sections transversales de la 

coquille d’un spécimen d’Argonauta nodosa, 

d’après Mitchell et al. 1994. A. Vue entre 

deux polariseurs croisés, montrant le matériel 

prismatique (P) s’étendant depuis une zone 

centrale (C) ; B. Zoom sur la zone centrale, 

illustrant la configuration en croix de malte 

des grains et donc, le pattern de croissance 

sphérulitique ; C. Vue générale de la paroi 

coquillière, montrant la variation d’épaisseur 

de la zone centrale. 
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Dans leur étude, les auteurs soulignent également 

que la présence de deux couches prismatiques 

identiques de part et d’autre de la zone centrale 

implique nécessairement un mécanisme de 

formation similaire. Ils envisagent alors un 

mécanisme de construction coquillière très 

original impliquant un déplacement des voiles 

dorsaux : ces derniers alterneraient entre une 

position interne et externe à la surface de la 

coquille. Cette hypothèse est soutenue par 

l’observation de plusieurs organismes aux voiles 

dorsaux rétractés à l’intérieur de la coquille et ce, 

sur des périodes de temps fluctuantes (Stephens 

1965; Young 1960). Mitchell et al. (1994) 

suggèrent alors que durant ces laps de temps, la 

femelle argonaute en profite pour minéraliser la 

couche interne de sa coquille. Les auteurs 

expliquent alors qu’un tel mécanisme de 

formation coquillière résulte en une sécrétion 

périodique de la coquille, et induit alors la 

formation de discontinuités (i.e. imperfections) 

dans la couche prismatique formée. Selon eux, 

ces impuretés sont responsables des plans de fractures préférentiels observés au microscope 

électronique à balayage (MEB). Néanmoins, les auteurs reconnaissent que ce mécanisme de 

formation coquillière ne peut pas initier la première nucléation cristalline de la zone centrale. 

En effet, cette précipitation requiert un environnement clos ainsi qu’un substrat à partir duquel 

la croissance cristalline est réalisée. Ils invoquent alors un autre mécanisme de formation, 

durant lequel les deux voiles dorsaux créent, entre eux, un espace au sein duquel se trouve le 

fluide minéralisant saturé résultant alors en la formation de sphérulites. Ainsi, les auteurs 

envisagent la chronologie sécrétoire suivante :  

1) Les voiles dorsaux de la femelle entrent en contact l’un avec l’autre, au niveau de 

leurs extrémités, créant ainsi l’espace clos nécessaire à la minéralisation. Dans ce 

contexte, le fluide extrapalléal saturé en ions précurseurs initie la première nucléation 

Figure III.4 : Photographies au microscope électronique à 

balayage illustrant l’origine sphérulitique des prismes 

depuis leur pointe de nucléation au sein de la zone 

centrale, d’après Mitchell et al. 1994. A. Surface de 

fracture perpendiculaire à la zone centrale, qui apparaît 

ici comme une rangée de points de nucléation (ou centre 

de radiation, C) d’où les cristaux prismatiques radient. B. 

Section au sein de la couche prismatique parallèle et 

adjacente à la zone centrale. 
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cristalline et de petits sphérulites (≤ à 5 µm) sont alors produits, l’un des deux voiles 

agissant comme support physique à la précipitation cristalline.  

La croissance des sphérulites est directement liée à deux facteurs. À mesure que les 

sphérulites sont formées, la quantité d’ions disponibles diminue et restreint ainsi leur 

production, si bien que tout l’espace initialement disponible n’est pas entièrement 

occupé par les sphérulites (cf. les vides visibles au sein de la zone centrale sur la Fig. 

III.3B). De même, plus la quantité de sphérulites au sein de l’espace clos augmente, 

plus le nombre de directions de croissance potentielles diminue. Il en résulte une 

croissance des derniers sphérulites (i.e. ceux situés en périphérie de la zone centrale) 

selon un axe préférentiel, ici perpendiculaire à la surface coquillière, aboutissant à la 

formation de prismes bien individualisés à partir de ces sphérulites (cf. Fig. III.4). Il 

s’agirait là d’un cas typique de croissance par compétition entre sphérulites. 

Ainsi, il apparaît clairement que les sphérulites formées au niveau de la zone centrale 

agissent comme des points de nucléation pour les prismes des couches externe et 

interne de la coquille.  

 

2) Une fois les premiers prismes formés, les voiles dorsaux de la femelle alternent entre 

une position interne et externe à la coquille pour produire respectivement les couches 

interne et externe, selon un mécanisme commun. Ainsi, la sécrétion coquillière chez 

l’argonaute apparaît comme étant périodique : en résulte l’existence d’imperfections 

ou de discontinuités au sein de la coquille liées aux interruptions de croissance. Par 

exemple, lorsque les voiles dorsaux passent en position interne, la surface externe de 

la coquille est exposée à l’environnement et donc, à des détériorations mineures, voire, 

à dépôt d’impuretés. De plus, lorsque les voiles reviennent en position externe, la 

croissance coquillière reprend, mais avec une composition potentiellement légèrement 

différente. Ces facteurs sont responsables de plans préférentiels de fracturation, 

associés à la présence de ces impuretés.  

 

Dans leur article, Mitchell et al. (1994) rejettent l’idée selon laquelle les cavités observées au 

sein de la zone centrale ont été préalablement occupées par un matériel de nature organique : 

en effet, ils n’observent aucune différence entre des préparations traitées (à l’acide acétique 

0,1M ou à l’hypochlorite de sodium 8 %) et non traitées. Selon eux, ces « vides » ne sont pas 
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des artéfacts, mais existent bel et bien dans la structure coquillière du vivant de l’organisme. 

En revanche, ils plaident en faveur de la présence de matériel organique au niveau des points 

de redémarrage de la croissance cristalline, au sein des couches prismatiques. Selon eux, ces 

points de redémarrage cristallins sont liés à l’incapacité des voiles dorsaux à poursuivre la 

croissance des prismes pour une raison quelconque (comme la présence d’une impureté, par 

exemple) et à la nécessité de récapituler la séquence de dépôt minéral en commençant par la 

formation de sphérulites. Une des conclusions importantes que tirent Mitchell et al. de leur 

étude est que l’argonaute exerce un contrôle moindre sur la biominéralisation de sa coquille 

que ne le font les mollusques en général, et que la matrice organique de la coquille ne joue pas 

un grand rôle dans la détermination de la microstructure coquillière. 

Plus récemment, Wolfe et al. (2013) ont étudié la microstructure coquillière d’Argonauta 

nodosa dans le cadre d’une étude visant à comprendre l’impact de l’acidification océanique 

sur l’intégrité de sa coquille. Leurs observations par diffraction d’électrons rétrodiffusés 

(EBDS) suggèrent une radiation bidirectionnelle des cristallites de part et d’autre d’un cœur 

organique impliquant le dépôt du CaCO3 depuis la couche organique vers l’intérieur et 

l’extérieur de la coquille. Par conséquent, la femelle argonaute semble utiliser un mode de 

calcification unique au regard des autres mollusques : en effet, la présence de deux couches 

calcitiques prismatiques disposées de part et d’autre d’une couche organique médiane 

implique une minéralisation bidirectionnelle, la couche centrale servant de support à la 

nucléation cristalline des deux couches calcitiques prismatiques en direction de l’intérieur et 

de l’extérieur de la coquille (Mitchell et al. 1994; Wolfe et al. 2013). Wolfe et al. (2013) 

notent d’ailleurs que l’arrangement radial des cristallistes depuis le cœur organique (couche 

centrale et support de la minéralisation bidirectionnelle) ressemble d’avantage à celui de la 

coquille d’œuf, où les observations EBSD montrent une radiation depuis des points de 

nucléation uniques le long de la surface interne de la coquille (Dalbeck & Cusack 2006; 

Grellet-Tinner et al. 2011; Trimby & Grellet-Tinner 2011). 

 

4) La matrice organique 

Malgré son originalité, la coquille de l’argonaute n’a fait l’objet que de deux études 

biochimiques. La première est celle de Turek (1933) qui souligne une quantité importante de 

substances organiques, sans pour autant en indiquer la nature. La seconde, également 

ancienne, est celle de Degens et al. (1967), lesquels analysent la composition en acides 
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aminés de la matrice organique insoluble. D’après leur étude, celle-ci est enrichie en résidus 

glycine, serine et acide aspartique. Ils détectent également deux sucres aminés très courants, à 

savoir la glucosamine et la galactosamine. À notre connaissance, aucune étude plus récente 

n’a été réalisée chez les membres du genre Argonauta.  

 

5) Le but de notre étude 

La coquille d’Argonauta apparaît comme une véritable curiosité de la nature, aussi bien 

d’un point de vue évolutif que de celui de son mode de biominéralisation. En étant le seul 

octopode à minéraliser une coquille, la femelle argonaute constitue un modèle d’étude des 

plus intéressants : la morphologie planispiralée de la coquille n’est pas sans rappeler celle de 

céphalopodes plus « ancestraux » comme Nautilus, d’autant plus que cette coquille est, elle 

aussi, externe. D’ailleurs, les anglais le surnomment « paper nautilus » en référence à la 

ressemblance de leurs coquilles. Cependant, l’absence d’un cloisonnement au sein de la 

structure coquillière chez Argonauta apparaît comme un caractère très dérivé. À cela s’ajoute 

le fait que cette structure n’est pas homologue de celle d’autres mollusques, et que 

contrairement aux autres céphalopodes qui possèdent une coquille en aragonite, la femelle 

argonaute minéralise la sienne en calcite. L’ensemble de ces observations achève de faire de 

la coquille de l’argonaute une structure tout à fait particulière au sein du groupe des 

céphalopodes, et des mollusques de manière plus générale encore. Cette structure minéralisée, 

qui apparaît comme une véritable apomorphie des argonautidés, donne lieu à un 

questionnement : comment, du point de vue moléculaire, l’argonaute femelle, construit-elle sa 

coquille ? Utilise-t-elle des « outils moléculaires » analogues, voire homologues, de ceux 

identifiés chez d’autres céphalopodes, ou bien d’autres mollusques coquilliers ?  

Notre étude se propose d’étudier les propriétés physiques et biochimiques de la coquille 

d’Argonauta hians, une espèce cosmopolite vivant dans les eaux tropicales et intertropicales 

des océans. Plus précisément, en cherchant à caractériser la signature biochimique de la 

matrice organique chez cet organisme, notre objectif est de déterminer s’il existe des points 

communs entre celle-ci et celles d’autres céphalopodes et/ou mollusques.  

 

L’article de recherche présenté ci-après (Oudot et al. 2020b) se concentre sur les 

composés organiques de la coquille, indépendamment de leur localisation au sein de celle-ci 
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(e.g. couche centrale versus couches prismatiques périphériques). Nous avons également 

apporté un intérêt tout particulier à la microstructure coquillière de l’organisme, en comparant 

nos observations à celles déjà réalisées dans la littérature. Ce travail constitue une première 

caractérisation exhaustive de la matrice organique chez A. hians, par l’utilisation de méthodes 

biochimiques. En parallèle, une approche protéomique de la matrice a été menée. Enfin, nous 

discutons les potentielles fonctions dans la biominéralisation des principales protéines 

identifiées au sein de la matrice. Cet article, présenté ici en langue anglaise dans son format 

de publication, est précédé d’un résumé en français. Les données supplémentaires associées à 

cet article sont disponibles à la fin du manuscrit, dans les Annexes. 

 

Le lecteur trouvera, à la suite de l’article et dans la continuité de ce chapitre, quelques 

résultats complémentaires ainsi qu’une conclusion concernant les résultats majeurs obtenus 

dans le cadre de cette étude, leurs implications, ainsi que les questions qu’ils soulèvent et les 

pistes de recherches ultérieures à suivre.  
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6) A Nature’s curiosity: the Argonaut « shell” and its organic content – Crystals, 10 (9), 

art. number 839 (2020) 

Résumé :  

Les mollusques représentent une classe reconnue pour sa capacité à produire une coquille 

calcifiée, résultant d’un processus génétiquement contrôlé en domaine extracellulaire, par 

l’intermédiaire d’une matrice organique. Celle-ci est constituée d’un mélange de protéines, de 

glycoprotéines, de polysaccharides et de lipides sécrétés par un tissu minéralisant, 

généralement identifié comme étant l’épithélium externe calcifiant du manteau. À notre 

connaissance, le modèle étudié ici – l’argonaute – est le seul cas où ce schéma général n’est 

pas respecté: la coquille de ce céphalopode est en réalité élaborée par la première paire de 

bras dorsaux et fonctionne comme une chambre à couvain, sécrétée uniquement chez les 

femelles. De plus, cette structure n’arbore pas une nature aragonitique comme celle de ses 

voisins céphalopodes, mais plutôt une nature calcitique. Ainsi, la coquille de l’argonaute 

femelle apparaît comme une apomorphie du groupe, non-homologue des autres coquilles de 

céphalopodes. Dans ce travail, notre objectif était de proposer une première caractérisation 

biochimique de la matrice organique coquillière de l’espèce Argonauta hians, une 

caractérisation microstructurale de la coquille ainsi qu’une comparaison générale de 

l’ensemble de nos observations avec d’autres représentants de la classe des céphalopodes, et 

du phylum des mollusques en général.  

L’étude au microscope électronique à balayage de la coquille a confirmé l’existence d’une 

couche organique centrale, et de deux couches de calcite fibreuse de part et d’autre de celle-ci, 

mais suggère également une chronologie sécrétoire tout à fait particulière impliquant le 

mouvement des bras de l’organisme depuis l’extérieur de la coquille vers l’intérieur, et 

inversement. La caractérisation physique et biochimique de la matrice organique révèle une 

proportion inhabituelle de composés solubles et insolubles, et plaide en faveur de la 

prédominance de la fraction protéique avec une faible quantité de saccharides, visiblement 

essentiellement composés de glycosaminoglycanes sulfatés (sGAGs). L’analyse protéomique 

in silico au sein d’une base de données de modèles métazoaires hétérologues, mais également 

au sein du transcriptome de la spirule (Spirula spirula), génère de nombreuses séquences 

peptidiques. Celles-ci permettent d’identifier quelques protéines, non partagées avec d’autres 

matrices coquillières de mollusques. Ce manque de correspondance avec des modèles déjà 

connus tend à démontrer que la matrice coquillière d’A. hians est unique. D’un point de vue 

évolutif, ceci semble suggérer que les outils moléculaires impliqués dans la formation de la 
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coquille de cet organisme ne sont pas hérités d’un ancêtre commun avec d’autres 

céphalopodes à coquilles, mais qu’ils ont plutôt été recrutés par le groupe des Argonautidae.  
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7) Résultats complémentaires 

7.1) Test ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) chez quatre céphalopodes. 

Dans une étude préliminaire, nous avons souhaité comparer la capacité de réactivité 

croisée de la matrice organique soluble (ASM) de différents céphalopodes actuels, avec un jeu 

épuré de 11 anticorps, dirigés contre des matrices fractionnées ou non ou bien contre des 

protéines coquillières purifiées (cf. tableau supplémentaire S1 de l’article précédent pour plus 

d’information à leur sujet). Pour cette analyse, nous nous sommes particulièrement intéressés 

à Spirula spirula, Argonauta hians, Sepia officinalis et Nautilus macromphalus. Pour ces 

deux derniers organismes, une extraction "minute" de la matrice coquillière a été réalisée 

tandis que pour S. spirula et A. hians des solutions stocks de matrice organique soluble étaient 

déjà disponibles.  

Les résultats de ce test sont résumés au sein de la Figure III.5, élaborée à partir de valeurs 

absolues. Il est intéressant de noter que la matrice organique soluble d’A. hians présente un 

patron de réactivité tout à fait particulier, puisqu’elle ne réagit avec aucun anticorps excepté 

l’anticorps anti-P95. Cet anticorps polyclonal a été produit contre une protéine soluble de 

Figure III.5 : Résultats d’un test ELISA sur la matrice coquillières de quatre céphalopodes actuels : le nautile (en violet), 

l’argonaute (en vert), la seiche (en rouge) et la spirule (en bleu). Ce graphique est construit sur la base des valeurs absolues 

d’absorbance. 
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nacre du bivalve d’eau douce Unio pictorum (Marie et al. 2008). Il est également intéressant 

de constater qu’aucun des patrons de réactivité des quatre céphalopodes ne se ressemblent 

deux à deux. En effet, si la matrice de N. macromphalus semble réagir avec la grande majorité 

des anticorps utilisés ici (avec un pic de réactivité pour l’anticorps K5090 dirigé contre la 

matrice acido-soluble de nacre de Pinna nobilis), celle de S. spirula présente une réactivité 

relativement élevée avec trois anticorps principaux (α-P95, K5090 et α-ASM de 

Bathymodiolus) et celle de S. officinalis ne semble réagir significativement avec aucun des 

anticorps sélectionnés. Cette expérience très préliminaire et qui comporte des biais 

analytiques démontre néanmoins que les quatre matrices solubles testées ont des signatures 

sérologiques différentes, ce qui implique qu’elles sont différentes entre elles. Concernant le 

modèle argonaute, il est fascinant de constater qu’un seul anticorps dirigé contre une protéine 

d’un mollusque d’une classe différente (bivalve) extraite et purifiée à partir d’une 

microstructure différente (nacre) donne une réactivité croisée significative. La raison de cette 

réactivité peut être expliquée de deux manières. 1. Il existe un ou plusieurs déterminants 

antigéniques ou épitopes (de courtes séquences de 6 à 10 acides aminés, des motifs 

saccharidiques particuliers) très immunogènes, communs aux matrices d’Unio pictorum et 

d’Argonauta hians. C’est une possibilité bien réelle si l’on songe que bon nombre de 

protéines de matrices sont modulaires et que les modules fonctionnels sont assemblés comme 

les pièces d’un « Meccano » (Marin et al. 2008). 2. Les réactivités croisées sont 

complètement fortuites, ce qui revient à dire que si un ou plusieurs déterminants 

antigéniques/épitopes sont communs, cela ne signifie pas qu’ils appartiennent à des domaines 

fonctionnels ayant les mêmes fonctions. Cela s’est notamment vu pour des déterminants 

antigéniques communs aux plantes, mollusques et insectes (Faye & Chrispeels 1988). 

 

8) Conclusion 

À l’issue de cette étude sur la microstructure coquillière et la signature biochimique de la 

matrice organique d’Argonauta hians, il nous est possible de dégager plusieurs informations 

importantes. 

 

 La matrice organique de A. hians représente environ 1,8 % du poids de la 

coquille, une valeur « élevée » qui classe celle-ci parmi les plus riches en matrice organique. 

Étonnamment, c’est la matrice organique soluble (ASM) qui apparaît comme majoritaire au 

sein de la coquille : d’ordinaire, les microstructures coquillières sont plutôt enrichies en 
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fraction insoluble qui peut alors représenter jusqu’à 95 % de la matrice organique, comme 

c’est le cas de la nacre (Marin et al. 2008). 

 

 La combinaison d’approches biochimiques (tests ELLA notamment) et physiques (FT-

IR, SS-NMR) démontre une prédominance de la fraction protéique au sein de la matrice 

organique, une caractéristique tout à fait particulière. Ainsi, A. hians semble posséder une 

matrice organique coquillière très différente de celles d’autres céphalopodes, comme par 

exemple Spirula spirula ou Sepia officinalis, toutes deux particulièrement enrichies en chitine. 

Enfin, la fraction saccharidique constitutive de la matrice organique soluble (ASM) de A. 

hians apparaît comme essentiellement constituée de glycosaminoglycanes sulfatés (GAGs). 

Ces derniers, par leur forte charge négative, sont généralement supposés interagir avec la 

précipitation du carbonate de calcium (effet inhibiteur, ou bien effet d’interférence avec la 

cristallisation). Cependant, nos tests de cristallisation in vitro, réalisés sur la matrice 

organique soluble, dénotent une très faible réactivité de celle-ci avec le carbonate de 

calcium. Ces observations sont déconcertantes car contradictoires. Ces résultats ne concernent 

cependant que la matrice soluble, et l’influence de la fraction insoluble sur la cristallisation 

demeure encore inconnue. Néanmoins, en s’appuyant sur le modèle de minéralisation 

coquillière bidirectionnelle et périodique telle que suggérée par Mitchell et ses co-auteurs 

(1994), il est possible d’expliquer la morphologie cristalline uniquement à l’aide de l’espace 

disponible au moment de la cristallisation. De même, le mouvement des voiles dorsaux depuis 

l’extérieur vers l’intérieur de la coquille (ou inversement) permet d’expliquer l’inhibition 

cristalline ponctuelle du front de minéralisation, plutôt que par un jeu de protéines dédiées à 

cette fonction. 

 

 L’approche protéomique in silico de la matrice organique, basée sur la recherche de 

modèles métazoaires hétérologues depuis NCBI, ne révèle qu’un nombre très limité de 

résultats («  hits ») avec des protéines coquillières déjà connues chez les mollusques. Un 

grand nombre de protéines identifiées appartiennent à la famille des histones, connues pour 

jouer le rôle d’agents antimicrobiens au sein des matrices extracellulaires calcifiantes. Chez 

l’argonaute, il est possible que ces peptides antimicrobiens soient utiles lors du processus de 

minéralisation coquillière, lorsque les voiles des bras dorsaux passent d’une position externe à 

une position interne, au sein de la coquille. Sous ces conditions, le front de minéralisation est 

périodiquement exposé à l’environnement extérieur et donc, à de potentielles infections 

bactériennes. 
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 Certaines fonctions moléculaires, communément observées au sein des matrices 

coquillières, brillent par leur absence au sein de notre analyse. Notamment, nous ne 

détectons pas des protéines associées au métabolisme de la chitine, d’enzymes « classiques » 

comme l’anhydrase carbonique ou la tyrosinase, ou de protéines à domaines de faible 

complexité. Pour ces dernières, notons cependant qu’elles peuvent être présentes mais non 

détectées, l’approche protéomique pouvant comporter un biais analytique pour ce type de 

séquences très particulières (Marin et al. 2016). 

Ainsi, l’ensemble de nos résultats suggère que la matrice organique de A. hians possède 

un jeu de protéines coquillières unique, très différent de celui d’autres céphalopodes ou 

d’autres mollusques, de manière plus générale. Il est possible que la plupart des outils 

moléculaires utilisés par l’organisme pour élaborer sa coquille ne sont pas hérités d’un ancêtre 

commun aux céphalopodes; ils auraient été recrutés lors de l’émergence de la famille des 

Argonautidae. Il est par ailleurs très probable que ces outils moléculaires ont évolué durant 

tout le Cénozoïque jusqu’à maintenant. 

 

 La géométrie et l’organisation spatiale des microstructures coquillières chez A. 

hians suggèrent une physiologie sécrétoire particulière : l’existence d’une couche centrale 

organique et de deux couches calcitiques prismatiques identiques plaident en faveur d’un 

mode de minéralisation similaire de part et d’autre de la couche centrale. Dans de telles 

circonstances, il semblerait alors que les voiles dorsaux soient capables d’alterner entre une 

position externe et interne à la coquille, sécrétant alternativement la couche externe et la 

couche interne selon un même processus. Un tel mode de sécrétion coquillier implique 

l’exposition du front de minéralisation à l’environnement extérieur de manière périodique, 

phénomène qu’on peut potentiellement corréler à la présence et au besoin d’agents 

antimicrobiens au sein de la matrice organique coquillière. 

 

 

Au vu de ces résultats, plusieurs pistes de recherche ultérieures paraissent particulièrement 

attrayantes, bien que difficiles à réaliser étant donné le mode de vie de l’argonaute :  

- La réalisation de plusieurs transcriptomes du manteau des différents représentants du 

genre Argonauta permettrait d’établir une liste plus complète des protéines sécrétées 

par le tissu des voiles dorsaux.  
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- La localisation in situ de différents constituants (saccharides, protéines) de la matrice 

organique au sein des tissus calcifiés permettrait également de mieux comprendre le 

processus de biominéralisation chez cet animal.  

- L'étude de la croissance coquillières à différents stades ontogénétiques chez les 

femelles argonautes, associée à l’observation in vivo de spécimens en pleine 

croissance permettrait de mieux comprendre le processus de sécrétion coquillière chez 

cet organisme, à la fois d’un point de vue chronologique et physiologique.  

 

Ces travaux pourraient apporter des données essentielles à la compréhension des 

mécanismes dynamiques qui régissent la formation coquillière chez les représentants du 

genre Argonauta.  
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Chapitre IV : La 
biominéralisation coquillière chez la seiche Sepia 

officinalis 

 

 

 

 

La biominéralisation coquillière chez la seiche  

Sepia officinalis 
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1) Description, biologie et cycle de vie 

Sepia officinalis, également connue sous le nom de seiche commune (Fig. IV.1 

haut), est un céphalopode néritique peuplant les eaux peu profondes de l’est Atlantique 

et de la mer Méditerranée (Fig. IV.1bas). Cette espèce démersale (i.e. vivant près du 

fond sans pour autant y vivre de façon permanente) est généralement retrouvée à faible 

profondeur (pas au-delà de 200 m) le long de 

la plateforme continentale, notamment sur des 

substrats sableux ou boueux. Cet organisme 

effectue des migrations saisonnières entre des 

eaux côtières au printemps et en été, et des 

eaux plus profondes (environ 100 m) durant 

l’automne et l’hiver (Reid et al. 2005).  

Cette espèce compte parmi les 

céphalopodes les plus pêchés au sein de 

nombreux pays, et représente donc un intérêt 

économique majeur. Par ailleurs, cette espèce 

a probablement atteint son rendement de 

production maximum dans certaines zones 

géographiques : en effet, des tendances de 

capture négatives ont été observées ces 

dernières années dans certaines zones de 

surpêche telles que la Méditerranée (Jereb et 

al. 2015).  

 

Comme les autres représentants du super-ordre Decabrachia, la seiche possède dix 

appendices péri-oraux à ventouses, à savoir huit bras et deux tentacules (Fig. IV.2). 

Les bras sont munis de quatre rangées de ventouses, tandis que les tentacules, dénués 

de ventouses sur leur longueur présentent 5 à 6 rangées transversales de ventouses de 

taille variable à leur extrémité nommée massue tentaculaire. Chez le mâle, le bras 

ventral gauche est transformé en organe reproducteur : c’est l’hectocotyle ; il présente 

6 rangées de ventouses proximales, de taille normale, ainsi que 4 à 9 rangées de 

ventouses médianes réduites. Les deux tentacules préhensiles, plus longs, sont 

Figure IV.1: (Haut) Photographie d’un individu en 

milieu naturel (source Google Image) ; (Bas) 

Distribution géographique connue de Sepia officinalis 

(d'après Reid et al. 2005). 
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généralement rétractés et dissimulés mais peuvent être rapidement projetés en avant 

pour capturer une proie avant d’être ramenés à la masse buccale de manière tout aussi 

vive (Hanlon et al. 2018). L’animal possède une structure minéralisée interne, en 

carbonate de calcium, nommée « os de seiche ». Cette structure oblongue s’affine en 

position postérieure et se termine en pointe, tandis qu’elle s’arrondit à son extrémité 

antérieure. Situé en position dorsale, l’une des nombreuses fonctions de l’os de seiche 

est d’assurer la protection des viscères et autres parties molles de l’animal (Fig. IV.2). 

Cette structure minéralisée, par son organisation microstructurale, sert également à la 

flottabilité de l’organisme : l’os de seiche est en réalité composé d’une multitude de 

chambres que l’animal est à même de remplir de liquide, influant ainsi sur la densité 

de la structure calcaire et permettant la régulation de son niveau de flottaison.  

 

Suite à une parade amoureuse élaborée, et comme la plupart des autres 

céphalopodes, la reproduction se fait par l’implantation du spermatophore mâle, via 

l’hectocotyle, au sein du réceptacle séminal de la femelle, la spermathèque. Pour cela, 

le mâle et la femelle se placent face à face, permettant ainsi au mâle d’introduire 

l’hectocotyle au sein d’une poche, remplie d’œufs non fertilisés, appelée le réceptacle 

séminal. Dans cette poche, la femelle est à même de conserver et d’utiliser le sperme 

de plusieurs mâles reproducteurs afin de fertiliser ses œufs. Lors de la ponte, les œufs, 

mesurant 8 à 10 mm de diamètre et reliés les uns aux autres sous forme de grappe, sont 

attachés à un substrat, tel que des algues, des débris coquilliers, etc. La femelle ne 

tarde généralement pas à mourir peu de temps après avoir déposé ses œufs (Reid et al. 

2005). Après 30 à 90 jours, selon la température, les œufs éclosent. Les juvéniles, 

mesurant entre 7 et 8 mm de longueur, ne peuvent pas rejoindre de trop grandes 

Figure IV.2: Anatomie générale d'une seiche commune, d'après Hanlon et al. 2018. 
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profondeurs : leur os, petit et fragile, ne supporte pas une pression d’eau supérieure à 

6-9 atmosphères. Jusqu’à ce qu’ils atteignent le stade adulte, les juvéniles présentent 

un comportement d’enfouissement induit par la lumière : les individus passent la 

journée cachés dans le sable et n’en sortent qu’à la nuit tombée.  

Généralement, la reproduction et la ponte ont lieu durant le printemps et l’éclosion 

survient au début de l’été. Néanmoins, des pontes sont également observées durant 

l’hiver (Dan et al. 2012; Guerra & Castro 1988). Ainsi, l’espérance de vie d’un 

individu s’étend de 12 à 24 mois : certains juvéniles semblent alors capables 

d’atteindre leur maturité sexuelle à seulement quelques mois et se reproduisent donc 

durant leur première année d’existence, tandis que d’autres ne l’atteignent que plus 

tardivement (entre 18 et 22 mois) et ne peuvent donc se reproduire qu’au terme de leur 

deuxième année. Sepia officinalis présente donc, à la fois, un cycle de vie court (1 an) 

et long (2 ans). Il est néanmoins intéressant de noter que la taille minimale permettant 

la maturité sexuelle chez les femelles est supérieure à celle des mâles : de ce fait, les 

femelles reproductrices sont plus grosses et moins nombreuses que les mâles 

reproducteurs. Cette observation est renforcée par la mortalité massive de ces femelles 

reproductrices au terme de la ponte (Guerra & Castro 1988; Le Goff & Daguzan 1991; 

Reid et al. 2005).  

 

D’après l’étude du contenu stomacal de près de 2000 spécimens, Sepia officinalis 

apparaît comme une espèce de prédateur opportuniste (Du Sel et al. 2000): avec un 

régime flexible, elle peut survivre dans des environnements où ses proies habituelles 

ne sont pas disponibles. Durant leurs trois premiers mois de vie, les individus semblent 

essentiellement se nourrir de crustacés amphipodes avant de changer de régime, et de 

consommer une plus grosse part de poissons au cours de leur croissance. À maturité 

sexuelle, les individus regagnent les eaux côtières (moins de 10 m de profondeur) et 

changent une nouvelle fois de régime alimentaire avec une prédominance de crustacés. 

Lors de son activité de prédation (Fig. IV.3), la seiche utilise l’homochromie (ou 

coloration cryptique) afin de se dissimuler aux yeux de sa proie avant de projeter ses 

tentacules sur elle (cf. vidéo accessible via le QR code en Fig. 3), de l’immobiliser à 

l’aide de ses bras et de lui injecter un venin toxique. Chez la seiche, le camouflage 

cryptique sert également un grand nombre de fonctions autres que la prédation (pour 

des revues, cf. Hanlon & Messenger 1988; Holmes 1940; Kelman et al. 2007) comme 
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par exemple la communication entre les individus (notamment en période de parade 

amoureuse) ou encore la dissuasion et l’intimidation de prédateurs potentiels.  

 

2) Taxonomie et phylogénie 

La seiche commune Sepia officinalis Linné, 1758 représente l’un des rares modèles 

d’étude chez les céphalopodes. Appartenant à la grande famille Sepiidae et membre d’un 

genre ne comptant pas moins de 94 espèces valides (Neige 2003, des études plus récentes 

décomptent plus d'une centaine d'espèces, voir Reid et al. 2005), il s’agit d’un organisme 

largement connu (biologie, cycle de vie, écologie, etc.), notamment en raison de son grand 

intérêt économique, avec pour systématique (d'après Sweeney & Roper 1998):  

Embranchement Mollusca Cuvier 1795 

Classe Cephalopoda Cuvier 1797 

Sous-classe Coleoidea Bather 1888 

Super-ordre Decabrachia Haeckel 1866 

Ordre Sepiida Zittel 1895 

Famille Sepiidae Keferstein 1866 

Genre Sepia Linnae 1758 

S. officinalis Linnae 1758 

  

Figure IV.3: Photographies illustrant l'homochromie de la seiche (à droite) et la projection en avant de ses deux 

tentacules préhensiles (à gauche). Scannez le QR code pour voir une vidéo de prédation d’une jeune seiche sur 

une crevette de quelques millimètres, réalisée lors d’une mission au SMEL. 
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La famille des Sepiidae compte, à ce jour, uniquement trois genres : Sepia, Metasepia et 

Sepiella. Malgré une classification largement acceptée au sein de la famille des Sepiidae, le 

statut monophylétique du genre Sepia est, encore aujourd’hui, débattu. Khromov (1998) 

définit six sous-groupes au sein du genre : Hemisepius, Acanthosepion, Sepia sensu stricto, 

Anomalosepia, Rhombosepion et Doratosepion. Si, à ce jour, aucune étude moléculaire à 

large échelle n’a démontré cette  hypothèse, des études récentes à petite échelle ont apporté un 

support moléculaire à certains de ces sous-groupes (Acanthosepion et Doratosepion ; Yoshida 

et al. 2010). Cependant, des études phylogénétiques moléculaires ont également révélé des 

relations insoupçonnées entre Sepia officinalis et Sepiella, suggérant ainsi la paraphylie du 

genre Sepia (Bonnaud et al. 2006; Lindgren et al. 2012; Yoshida et al. 2010). 

De plus, la position phylogénétique de l’ordre des Sepiida n’est pas encore parfaitement 

résolue: malgré l’acceptation de ce clade au sein des Decabrachia, ses relations de parenté 

avec les autres membres de ce super-ordre font toujours débat (Lindgren & Anderson 2018). 

La radiation des Sepiida trouverait son origine durant le Cénozoïque (Lindgren & Anderson 

2018; Neige 2003) : quelques fossiles cénozoïques ont notamment été retrouvés en Europe, en 

Amérique du Nord, en Arabie et en Inde (voir Khromov 1998). Cependant, le genre Sepia (tel 

que décrit et accepté aujourd’hui), n’est connu que dans les sédiments post-Eocène de 

l’Europe, suggérant ainsi une origine de ce genre au sein de l’Ancien Monde (i.e. l'ensemble 

Afrique, Asie et Europe ; Khromov 1987). Neige et al. (2016) suggèrent néanmoins la 

présence de Sepia dans des sédiments datés de -46 à -43 Ma (Lutétien, Eocène moyen) du 

bassin de Paris à partir de l’analyse de statolithes fossiles. Certains de ces statolithes sont 

assignés au genre Sepia (S. boletzkyi sp. nov et ?S. pira sp. nov.) sur la base de leur 

morphologie typique montrant un dôme latéral bien arrondi, caractère que Neige et al. (2016) 

interprètent comme une apomorphie du genre Sepia. 

 

3) La coquille 

La coquille interne de Sepia, également appelée « os de seiche » ou « sépion » est 

essentiellement constituée d’aragonite. Elle sert à la fois de support physique aux tissus mous 

de l’organisme, mais également de système de régulation de la flottaison comme chez 

d’autres céphalopodes, tels que Nautilus ou Spirula. Néanmoins, l’os de seiche présente une 

organisation structurale très différente de celle des autres céphalopodes : la coquille consiste 

en deux régions bien distinctes : le bouclier dorsal et la partie ventrale cloisonnée (Fig. IV.4).  
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3.1) Microstructure 

La microstructure coquillière de l’os de seiche est étudiée 

très tôt par divers auteurs (Appellöf 1893; Naef 1922). Ces 

travaux proposent une terminologie devenue classique à 

savoir, les termes de bouclier dorsal, partie ventrale 

cloisonnée ou rostre (ce terme désignant la petite pointe à 

l’arrière de la structure). Néanmoins, ces premières 

descriptions reposent sur des lames minces, réalisées sur un 

seul plan d’analyse : elles limitent donc considérablement 

l’étude des rapports et transitions qu’entretiennent les 

différentes couches coquillières entre elles. Depuis, les 

progrès technologiques ont permis à de nombreux autres 

auteurs d’analyser la microstructure coquillière de cet 

organisme. 

 

a) Le bouclier dorsal 

Les trois couches du bouclier dorsal, décrites par Appellöf (1893) ont également été 

reconnues par Barskov (1973) à savoir : (i) une couche externe sphérulitique prismatique, 

responsable de l’ornementation tuberculée caractéristique de la surface externe et 

disparaissant avant le rostre ; (ii) une couche médiane fortement calcifiée en son centre et 

organique au niveau des ailes, à l’aspect lamellaire-croisé et supposée être minéralisée en 

deux épisodes successifs ; (iii) une couche interne semi-prismatique et poreuse. Bandel et 

Boletzky (1979) décrivent et illustrent également ces trois couches au sein du bouclier dorsal. 

Dauphin (1981) confirme l’existence de trois couches, mais apporte cependant quelques 

corrections aux observations précédentes : selon elle, la couche externe persiste à proximité 

du rostre mais modifie son aspect en devenant progressivement feuilletée, voire même 

granulaire. De même, elle explique que la couche médiane présente une structuration 

lamellaire plutôt que lamellaire-croisée. À notre connaissance, aucune autre étude n’a été 

menée à ce jour sur la microstructure du bouclier dorsal de l’os de seiche. 

 

 

Figure IV.4: Photographies d'un os de seiche 

en vue dorsale (gauche) et ventrale (droite), 

coté postérieur en haut montrant le rostre. 
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b) La partie ventrale cloisonnée 

La partie ventrale cloisonnée correspond à la superposition de nombreuses chambres 

vides, d’une centaine de micromètres de haut, séparées les unes des autres par des lamelles 

minérales également appelées septes. Chacune de ces chambres est ouverte dans sa partie 

postérieure, permettant alors à l’organisme de remplir ces cavités de gaz et de liquides variés 

pour ajuster sa flottabilité dans la tranche d’eau. Chaque chambre, ou loge, possède des piliers 

verticaux qui servent d’éléments de support aux septes.  

Selon Barskov (1973), les cloisons (ou septes) comportent deux couches : une antérieure à 

structure semi-prismatique et une postérieure, lamellaire. L’auteur explique également que les 

cloisons sont reliées entre elles par une série de couches plissées (qu’il nomme "undular 

plates" dans son ouvrage) aujourd’hui reconnues comme les piliers. Il présente ces couches 

plissées comme un équivalent de la couche sphérulitique prismatique postérieure qu’il 

observe dans les septes de céphalopodes à coquille externe. Bandel et Boletzky (1979) font 

également la distinction entre les cloisons et les piliers : selon eux, les cloisons comportent un 

toit prismatique et un plancher lamellaire, le 

passage entre les deux étant progressif. 

Cependant, les auteurs n’illustrent pas la structure 

des piliers, ni même ne l’évoquent. Dauphin 

(1981) décrit les cloisons comme étant formées de 

trois assises distinctes : (i) une ventrale, semi-

prismatique ; (ii) une médiane, lamellaire 

généralement très fine et (iii) une dorsale, en 

« piliers ». Selon l’auteure, la couche médiane 

montre une surface semblable à celle de la nacre 

de type II (Mutvei 1970) et n’est donc pas du tout 

similaire à la couche médiane du bouclier dorsal. 

Dans un article plus ancien, Dauphin (1979) 

plaide pour une correspondance des piliers avec la 

couche prismatique des cloisons. Plus récemment, 

Le Pabic et al. (2016) décrivent les cloisons 

comme étant constituées de deux structures 

Figure IV.5 : Photographies obtenues au microscope 

électronique à balayage sur des sections latérales de la 

coquille de Sepia officinalis montrant ses structures 

internes, d’après Le Pabic et al. 2016. A. Vue 

d’ensemble des chambres (ch) de l’os de seiche, 

montrant les piliers (p), les septes (s) et les membranes 

organiques (om). B. Grossissement d’un septe, 

illustrant les différences structurales entre le plafond 

(chr) et le plancher (chf) d’une chambre.  
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distinctes (Fig. IV.5): un plafond (partie inférieure) et un plancher (partie supérieure). Selon 

eux, le plafond arbore une structure prismatique, composée de prismes rectangulaires en 

bâtonnets, similaire à la structure observée au sein des piliers et à la partie inférieure de la 

couche interne du bouclier dorsal. Le plancher, quant à lui, montre une structuration 

lamellaire, comme évoquée par Bandel et Boletzky (1979).  

 

Sur la base de cette littérature, la microstructure de l’os de seiche peut-être envisagée de la 

manière suivante (Fig. IV.6, tiré de Le Pabic et al. 2017) : le bouclier dorsal est constitué de 

trois couches : (i) une couche externe sphérulitique prismatique, (ii) une couche médiane 

lamellaire dans sa partie calcifiée et (iii) une couche interne semi-prismatique. La partie 

ventrale est quant à elle divisée en deux composants : les cloisons, composées de deux 

couches (le plancher, lamellaire et le plafond, prismatique) et les piliers prismatiques.  

 

4) La matrice organique 

L’os de seiche a déjà fait l’objet de plusieurs caractérisations biochimiques de la matrice 

organique dans son ensemble (Dauphin & Marin 1995; Degens et al. 1967b; Florek et al. 

2009; Le Pabic et al. 2017; Okafor 1965). Okafor (1965) est le premier à extraire et 

caractériser la fraction chitineuse de l’os de seiche par diffraction aux rayons X (DRX) et 

Infra-rouge (FT-IR) qu’il identifie comme de la β-chitine. Degens et al. (1967) établissent la 

Figure IV.6 : Représentation schématique, selon le plan sagittal, des principaux constituants de l’os de seiche, avec les 

microstructures minérales et la répartition des différents types cellulaires du sac coquilliers associés, d’après Le Pabic et al. 

2017. DS : bouclier dorsal (« dorsal shield ») ; CH : partie ventrale cloisonnée (« chambered ventral part »). 
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composition en acides aminés de l’ensemble de la coquille qui se révèle être faiblement 

enrichie en résidus acide aspartique, en glycine, en proline et en alanine. La matrice organique 

représente entre 4 et 10% du poids total de la coquille (Birchall & Thomas 1983; Čadež et al. 

2017; Florek et al. 2009; Le Pabic et al. 2017) et est décrite comme un assemblage de 

polysaccharides, de glycoprotéines et de protéines. D’après Dauphin & Marin (1995), la 

fraction saccharidique insoluble est essentiellement représentée par la glucosamine tandis que 

son équivalent soluble est majoritairement constitué de glucosamine, de xylose, de fucose, de 

glucose et de galactose. Les résidus « glucosamine » en abondance suggèrent la présence de 

chitine (de type β), qui jouerait le rôle de support mécanique lors de l’élaboration de la 

coquille (Birchall & Thomas 1983; Dauphin & Marin 1995; Florek et al. 2009; Le Pabic et al. 

2017). L’ensemble des macromolécules nécessaires à la minéralisation coquillière est sécrété 

par un épithélium monocouche, enveloppant l’os de seiche, nommé « sac coquillier ». Celui-

ci est décrit comme un tissu complexe, composé de trois à cinq types cellulaires différents 

(Appellöf 1893; Bandel & Boletzky 1979; Denton & Gilpin-Brown 1961; Le Pabic et al. 

2017).  

Actuellement, il n’existe que peu d’informations au sujet du contenu protéique de l’os de 

seiche dans son ensemble, ou bien au sujet des différents compartiments qui le composent (i.e. 

bouclier dorsal ou partie ventrale cloisonnée). En 2017, Čadež et al. (2017) caractérisent par 

protéomique quelques protéines à partir de peptides extraits de gels d’électrophorèse 2D (2D-

PAGE), à la fois dans le bouclier dorsal et dans la partie ventrale cloisonnée de l’os de seiche. 

Ils identifient notamment une chitine synthase au sein du bouclier dorsal et une ficoline au 

sein de la partie ventrale cloisonnée ; une lectine à affinité avec la chitine présentant des 

domaines de type collagène et fibrinogènes, avec des sites de fixation de carbohydrates, est 

également identifiée. Du fait de l’absence de protéome, ces auteurs ne présentent qu’une 

douzaine de séquences peptidiques.  

La même année, de manière indépendante, Le Pabic et al. (2017) proposent la première 

analyse protéomique de la matrice organique de Sepia, en considérant séparément le bouclier 

dorsal et la partie ventrale cloisonnée. Leur analyse ne parvient cependant qu’à identifier 5 

protéines à partir des bases de données actuelles de nucléotides et de protéines chez les 

céphalopodes : la protéine reconnue avec le meilleur score contient un domaine transferrine 

(responsable du transport du fer dans le sang), correspondant à plus de 42 % d’identité aux 

sérotransferrines de poisson. Parmi les cinq protéines identifiées, une seule présente une 

séquence complète : elle montre notamment un domaine de fixation de la chitine de type 2, 



 180 

avec 42.7 % de similitude avec une protéine d’affinité avec la chitine du calmar Dosidicus 

gigas. Les trois autres protéines reconnues lors de l’analyse contiennent respectivement un 

domaine O-glycosyl hydrolase (impliqué notamment dans les fonctions de dégradation des 

glucides complexes, de défenses antibactériennes, de métabolisme cellulaire, etc.), un 

domaine vWF ("von Willebrand factor") de type A et 3 domaines inhibiteurs de protéase 

("protease inhibitors", ou domaines kunitz ; responsables de l’inhibition des enzymes de 

dégradation de protéines). La première correspond à 63 % à une chitinase de Sepia esculenta, 

la seconde à 42.2 % à une protéine non caractérisée de Lottia gigantea (la patelle géante) 

possédant une fonction de fixation de la chitine et la dernière à plusieurs serpines (inhibiteurs 

de protéase à serine ou "serine protease inhibitors" en anglais). Ces deux études font ainsi état 

d’une composition protéique différente entre le bouclier dorsal et la partie ventrale cloisonnée, 

suggérant l’existence de deux processus de minéralisation distincts, ou du moins, de deux 

régimes sécrétoires différents, selon que l’on se situe du côté du bouclier dorsal ou de la partie 

ventrale cloisonnée. 

 

5) Un premier modèle de construction coquillière 

 Tanabe et al. (1985) sont les premiers à proposer un modèle de construction des 

chambres (i.e. partie ventrale cloisonnée) de l’os de seiche. Néanmoins, sur la base de 

données structurales plus détaillées, et notamment à partir d’observations aux microscope 

électronique à balayage (MEB) et à transmission (MET), Checa et al. (2015) proposent un 

nouveau cycle de formation des chambres chez Sepia, selon la chronologie suivante :  

1) Croissance de la chambre : l’épithélium calcifiant du manteau assure de manière 

simultanée la sécrétion (i) d’une série de lamines organiques organisées en couches, à 

partir d’une phase de type « cristaux liquides », et (ii) du toit du septe (i.e. "septum 

roof" en anglais) par un précurseur organique (Fig. IV.7a). Par la suite, la sécrétion 

assurée par ce précurseur organique est restreinte aux zones de croissance des piliers : 

il en résulte alors une continuité cristallographique entre le toit du septum et les piliers. 

Les cristaux liquides sont sécrétés couche après couche, et les lamines traversent les 

piliers organiques formant ainsi une partition horizontale de ceux-ci. Il est intéressant 

de constater que Checa et al. reprennent à leur compte les concepts de cristaux 

liquides, développés par Yves Bouligand sur la cuticule chitineuse des crustacés 

(Bouligand 1965, 1972, 2004).  
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2) Achèvement de la chambre : la sécrétion du précurseur organique du plancher du 

septum (i.e. "roof floor" en anglais) achève la croissance en hauteur d’une chambre 

(Fig. IV.7b). À ce moment-là, l’extrémité ventrale de chaque pilier est tractée par le 

manteau, conférant ainsi à ces extrémités et aux membranes qui les entourent une 

forme convexe ventralement. Il en résulte une digitation visqueuse (i.e. "viscous-

fingering" en anglais), un phénomène d’instabilité à l’interface de deux fluides de 

viscosité différente, induisant alors la modification morphologique des piliers, qui 

passent d’une morphologie labyrinthique en position dorsale à une morphologie 

dendritique en position ventrale (Fig. IV.7b – encarts gauches et droits). Le 

phénomène de traction par le manteau est également responsable de l’amincissement 

du plancher du septum au niveau de sa zone de contact avec les piliers et 

probablement aussi de la différence structurale qui oppose le plancher au complexe 

plafond/piliers. En effet, les fibres d’aragonite qui composent le plancher sont 

horizontales et changent de direction en fonction de l’orientation des fibres de chitine, 

tandis que le plafond et les piliers présentent des aiguilles aragonitiques, 

perpendiculaires au plancher et parallèles à l’axe des piliers. 

 

3) Minéralisation de la chambre : la minéralisation de la chambre survient après son 

cloisonnement, lorsqu’un nouveau cycle de formation de chambre est initié (Fig. 

IV.7c). Des granules ou particules de carbonate de calcium se forment à l’intérieur des 

lamines organiques du plafond puis, dans un second temps, des piliers jusqu’à 

complète minéralisation de ces deux structures (Fig. IV.7d). Le plancher du septum 

minéralise en dernier.  

 

4) La dessiccation par drainage de la chambre nouvellement formée et minéralisée 

pousse les lamines organiques primaires à fusionner en lamines horizontales et 

périphériques secondaires (Fig. IV.7d – encart droit). 

 

En 2017, Čadež et al. apportent plus de précision au modèle conceptuel de Checa et al. 

(2015) en examinant les propriétés structurales et morphologiques des deux structures qui 

composent l’os de seiche, le bouclier dorsal et la partie ventrale cloisonnée, mais également 

en étudiant leur contenu protéique. Leurs résultats montrent l’existence de deux processus à 

l’échelle nanométrique responsables de la morphogenèse des deux structures coquillières de  
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Figure IV.7 : schéma résumant les principales étapes du processus d’élaboration coquillière, dans la zone ventrale 

cloisonnée de l’os de seiche, d’après Checa et al. 2015. A. croissance progressive d’une chambre par sécrétion 

simultanée de lamines organiques organisées en couches (cf. encart de droite) et d’un plafond, dont les piliers sont 

la continuité. Selon les auteurs, les lamines sont formées à partir de cristaux liquides tandis que le plafond et les 

piliers, sont sécrétés par l’intermédiaire d’un précurseur organique ; B. complétion d’une chambre : le précurseur 

organique achève la croissance en hauteur de la chambre, en produisant un plancher. Les extrémités ventrales des 

piliers sont alors tractées par le manteau de l’animal (cf. encart de droite), donnant ainsi une forme bombée à ces 

structures et causant l’amincissement local du plancher. Les auteurs notent également que les piliers évoluent 

d’une structure labyrinthique côté dorsal à une structure dendritique, côté ventral ; C. Nouveau cycle de formation 

d’une chambre et minéralisation de la précédente : selon les auteurs, des granules de carbonates de calcium 

précipitent d’abord à l’intérieur du plafond, puis des piliers jusqu’à complète minéralisation. Ce phénomène 

s’achève par la solidification du plancher ; D. Dessication par drainage de la chambre, poussant alors les lamines 

organiques primaires à fusionner en lamines horizontales et périphériques secondaires (cf. encart de droite). 
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l’os de seiche. Selon le modèle proposé par ces auteurs, ces deux processus seraient 

influencés par les protéines acides de la matrice organique: le premier gouvernerait la 

nucléation extracellulaire initiale des nanocristaux d’aragonite au sein d’une matrice 

gélatineuse (i.e. "gel-like matrix") contenant des fibres de chitine et diverses protéines 

combinées sous la forme de complexes supramoléculaires qui offrent alors un environnement 

de nucléation idéal. Le second serait responsable de la modulation morphologique des 

nanocristaux d’aragonite nouvellement formés, via des processus d’agrégation et de 

coalescence aboutissant alors à la formation d’un biominéral aragonitique hiérarchisé et 

nanostructuré sous le contrôle de la matrice organique. Le modèle proposé par Čadež et al. 

reste cependant très simple et n'apporte pas d'idées fondamentalement nouvelles par rapport 

aux connaissances établies sur les mollusques depuis plusieurs décennies.  

 

6) Le but de notre étude 

Dans le cadre de l’étude de la biominéralisation des céphalopodes actuels, la seiche 

apparaît comme un modèle d’étude très intéressant et ce, à plusieurs égards. Tout d’abord, il 

s’agit de l’un des céphalopodes les mieux connus et documentés à ce jour, à la fois en termes 

de cycle de vie, de développement et de biologie cellulaire. Par conséquent, cet organisme 

permet d’étudier le mécanisme responsable de la minéralisation coquillière, sans doute de 

manière plus approfondie que ne le permettent des céphalopodes moins bien connus comme la 

spirule ou l’argonaute. De plus, l’accès au matériel d’étude est facilité, du fait de l’intérêt 

économique majeur de cet organisme : ainsi tissus organiques et tissus minéralisés sont 

accessibles. D’un point de vue évolutif, l’os de seiche s’avère également particulièrement 

intéressant. En effet, en plus d’être interne, cette coquille présente la particularité de ne pas 

être enroulée. De plus, son cloisonnement par un jeu de plafonds/planchers et piliers la 

distingue des autres structures minéralisées observées chez les céphalopodes actuels et 

fossiles. Au vu de ces informations, plusieurs questions émergent. La seiche possède-t-elle 

une « boîte à outils biominéralisante » similaire à celles d’autres céphalopodes et/ou 

mollusques ? Quelle est la chronologie sécrétoire de l’os de seiche ? Comment opère le 

processus de minéralisation coquillière ? Diffère-t-il entre le bouclier dorsal et la partie 

ventrale ?  

À ce jour, plusieurs études ont été menées chez la seiche commune, Sepia officinalis, dans 

le but de répondre, ne serait-ce que partiellement, à l’ensemble de ces questions. Notre étude 
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se propose d’examiner à la fois les tissus organiques et minéralisés de cet animal en cherchant 

notamment à visualiser, par différents outils, la relation géométrique et spatiale de ces tissus 

entre eux, mais également en s’intéressant aux propriétés physiques et biochimiques de la 

coquille de S. officinalis. Les résultats présentés ci-après constituent une approche 

préliminaire de ce modèle et des analyses sont toujours en cours.  

Le lecteur trouvera à la suite de ce travail et dans la continuité de ce chapitre les 

conclusions provisoires de notre étude, calibrée sous forme d’un article. Des pistes de 

recherches ultérieures sont également exposées dans ce qui suit.  

 

7) The cuttlefish’s shell: a microstructural and biochemical characterisation 

Résumé :  

Les mollusques constituent un clade très diversifié, reconnu pour sa capacité à 

minéraliser une coquille. Cette structure résulte de l’activité sécrétoire d’un tissu calcifiant, 

l’épithélium externe du manteau. Cet épithélium est responsable de la sécrétion d’une matrice 

organique au sein de l’espace extrapalléal. Depuis sa découverte en tant qu’acteur clé de la 

biominéralisation coquillière, la matrice organique a fait l’objet de nombreuses études, 

notamment chez les bivalves et les gastéropodes. Les céphalopodes représentent pourtant un 

clade majeur à l’histoire macroévolutive particulièrement intéressante avec une tendance 

générale à l’internalisation et à la réduction coquillière. Dans ce contexte, nous nous sommes 

intéressés à l’un des céphalopodes coquilliers les mieux connus à l’heure actuelle : la seiche 

commune Sepia officinalis. Cet organisme présente une coquille interne, le fameux "os de 

seiche", enveloppée dans le tissu qui la sécrète : le sac coquillier. L’os de seiche présente la 

particularité de ne pas être enroulé et se divise en deux régions distinctes : le bouclier dorsal et 

la partie ventrale cloisonnée. Au sein de celle-ci, les traditionnelles cloisons sont remplacées 

par un jeu de plafond, de plancher et de piliers, constituant les différentes chambres. Cette 

structure a déjà fait l’objet d’un certain nombre d’études microstructurales mais jusqu’à très 

récemment, les données biochimiques sur la matrice organique étaient éparses. Seules deux 

études font état des premières données protéomiques et un seul modèle de biominéralisation a 

été proposé pour expliquer la partie ventrale de l’os de seiche. Ainsi, le processus de 

biominéralisation à l’origine de la fabrication de la coquille dans son ensemble demeure 

encore obscur. La présente étude propose une caractérisation biochimique de la matrice 

organique de S. officinalis, combinée à une approche microstructurale de l’os de seiche et de 
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ses relations avec le sac coquillier, ainsi qu’une étude histologique des tissus organiques. 

L’objectif final de ce travail toujours en cours est une comparaison générale de l’ensemble de 

nos observations avec d’autres représentants de la classe des céphalopodes, et du phylum des 

mollusques en général.  

La caractérisation biochimique révèle que la matrice organique représente une part importante 

de la structure minéralisée (5 à 7 %) où abonde du matériel insoluble. La combinaison 

d’approches biochimiques et physiques démontre une correspondance presque parfaite entre 

fraction insoluble et chitine. Cette tendance, bien que moins prononcée, est également vraie 

pour la fraction soluble. Au sein de cette dernière, les glycosaminoglycanes sulfatés ne 

représentent qu’une part mineure.  

Le couplage d’analyses microstructurales (géométrie, organisation spatiale, etc.) et 

histologiques suggère l’existence d’un contact étroit entre les tissus organiques et minéralisés 

et un front de minéralisation à l’interface. L’approche démontre également un processus de 

minéralisation bidirectionnel, de part et d’autre de la couche la plus interne du bouclier dorsal. 

Un phénomène de minéralisation tardif est supposé, sur la base d’observations 

macroscopiques. Enfin, nous proposons une chronologie sécrétoire hypothétique. 

L’ensemble de ces résultats préliminaires laisse à penser qu’il existe de grandes différences 

entre la matrice organique de S. officinalis et celle d’autres céphalopodes. Néanmoins, la 

validation de cette hypothèse nécessite l’apport de données protéomiques en cours 

d’acquisition.  

  



 186 

The cuttlefish’s shell: a microstructural and biochemical 

characterization 

 

Introduction 

Molluscs are widely famous for their ability to produce a calcified shell. Indeed, from 

the eight taxonomic classes the phylum contains, five are shell-bearing organisms: 

monoplacophorans, scaphopods, bivalves, gastropods and cephalopods (Lowenstam 1981). 

Among them, the shell biomineralization is known to be a genetically controlled process, 

performed extracellularly. Such a mechanism results from the secretory activity of a 

specialized tissue, commonly known as the external calcifying epithelium of the mantle. This 

later is responsible for the secretion of an organic matrix, a complex mixture of proteins, 

glycoproteins, lipids and polysaccharides. These components are released in the extrapallial 

space, together with precursor mineral ions, where they are thought to interact and self-

assemble (Addadi et al. 2006). In this context, several functions are attributed to the organic 

matrix: locally increasing the ion concentration, providing a scaffold for mineral deposition, 

catalyzing this process, nucleating crystals and controlling their shape and finally, orient 

crystal growth in privileged directions by inhibiting the development of some crystal faces 

(Simkiss & Wilbur 1989). Since its discovery as a key-player in shell biomineralization, the 

organic matrix has been the subject of several biochemical studies, mainly dealing with its 

protein moieties. In spite of the wealth of data, these studies focused almost entirely on two 

molluscan classes: the bivalves and the gastropods. In contrast, cephalopods remain far less 

studied even if they represent a major class of molluscs, both in terms of past and present 

ecosystems with about 800 living species and more than 10,000 fossil ones 

(http://cephbase.eol.org/; Nishiguchi & Mapes 2008). Since their appearance in the Middle 

Cambrian (Murray 1985), they have experienced a complex evolutionary history pointing out 

a very interesting macroevolutionary trend: a shell reduction and internalization, up to its 

complex disappearance in the most recent and derived cephalopods (octopods, squids). The 

perfect embodiment of such an evolutionary trend is the cuttlefish model. 

Cuttlefishes, all grouped together under the Sepiidae family, are pelagic cephalopods 

that inhabit tropical, subtropical and temperate ocean waters (Reid et al. 2005). They are 

mostly shallow-water animals, although they are known to dive up to 1000 meters. They 
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possess an internal shell, known as the cuttlebone, located in the dorsal side of the animal and 

embedded in a very particular soft tissue: the shell sac. Even if the shell is thought to be 

involved in tissue support and buoyancy regulation as for Spirulidae and Nautilidae, its 

overall morphology and structural organization is quite different. In fact, the cuttlebone 

consists in two distinct regions: a dorsal shield and a ventral chambered part. On top of that, 

the shell is not coiled but planar and the “traditional” septa are here replaced by a set of 

“roofs”, “floors” and “pillars” that together constitute a chamber. Over the decades, the 

microstructure of the cuttlebone has been the subject of several studies (Bandel & Boletzky 

1979; Barskov 1973; Dauphin 1981). Until recently, the biochemical data about the organic 

matrix of the cuttlebone were scarce (Dauphin & Marin 1995; Degens et al. 1967; Florek et 

al. 2009; Okafor 1965) but some recent investigations shed the light on cuttlebone proteomics 

(Čadež et al. 2017; Checa et al. 2015; Le Pabic et al. 2017). However, very little is still 

known about the biomineralization process that governs the cuttlebone construction. The 

present study constitutes an ongoing preliminary work that combines physical observations 

and biochemical characterizations. It aims at understanding the shell formation process of 

Sepia officinalis.  

 

Material and methods 

Specimens breeding and cuttlebone sampling 

The research and development center of SMEL (Synergie Mer Et Littoral), based in 

Blainville-sur-Mer, Normandy, France, provided us with cuttlefish eggs collected in May 

2018 and placed in culture at 17/17.5°C water, a temperature required for a hatching period 

after about a month. After hatching, ten juveniles were sacrificed with eugenol, according to 

ethics rules used to prevent animal suffering, then placed in alcohol (70%) for histological 

sections, without any further fixation with glutaraldehyde or partial decalcification. Forty-four 

other juveniles were placed in three tanks, in a water at about 23°C for a rapid growth. All the 

specimens were daily fed with tiny living amphipod crustaceans collected on the foreshore. 

After 3 weeks, ten specimens were sacrificed and directly immersed in alcohol (70%) and ten 

others were immediately dissected: their calcifying tissue was retrieved and frozen in liquid 

nitrogen and their cuttlebone was placed in alcohol. After 6 weeks, we proceeded to a third 

sacrifice: two juveniles were directly placed in alcohol after a eugenol treatment, and four 
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specimens were dissected following the same protocol as above. All specimens that died 

between two phases of sacrifice were also collected and placed in ethanol (70%). 

In total, two cuttlebones at 3 weeks old were used for matrix extraction, as well as two at 6 

weeks old. Non-dissected specimens were used for histology experiments or structural 

investigation after critical point drying (the hatchlings were kept untouched but older 

specimens were dissected for their cuttlebones). Cuttlebones alone were used for shell 

embedding and microstructural observations.  

The SMEL also provided us with four adult frozen specimens, retrieved from fishing. These 

specimens were dissected and their cuttlebones were placed in alcohol, mainly for organic 

matrix extraction but also for shell embedding. Finally, few months after the end of our 

breeding experiment, the center sent us a batch of several older juveniles (from 7-10 cm long, 

no age estimated) mainly used for dissection. 

 

Macroscopic observations 

 In total, two 6 weeks old juveniles and two older ones (from 7-10 cm long, no age 

estimated) were dissected. For each age class, one was ventrally cut open and gutted while the 

other was incised laterally, following the edge of the cuttlebone, before pulling off the dorsal 

skin and mantle of the animal. Such dissection procedure aimed at keeping the shell sac in 

place and at observing its spatial relation with the cuttlebone. Dissected specimens were 

photographed using a Nikon D750 using an AF-S VR Micro-Nikkor 105mm f/2.8G IF-ED) 

lens. 

 

Shell embedding, critical point drying and microstructure analysis 

Shell fragments were embedded in LR (London Resin) White resin, following the 

manufacturer's instructions (Fluka): benzoyl peroxide (catalyst) was dissolved in the LR 

White resin monomer solution (9.9 g per 500 mL) for 24 h, under constant stirring, at room 

temperature, prior to use. Following their immersion at room temperature and under vacuum, 

the samples were then transferred at 60 °C for the polymerization to proceed (one night to two 

days). Resin blocks were sliced with a saw microtome (Leica SP1600, manufacturer Leica 

Biosystems, Nussloch, Germany) and shell sections were polished under water with 

decreasing grain size sandpaper until reaching mirror-polish quality (0.05 µm, aluminium 
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oxide). After a short sonication and a slight EDTA etching (1% wt/vol, 2 min), the 

preparations were dried and carbon or gold-sputtered. 

In parallel, a 3 weeks old juvenile specimen that was kept in 70% ethanol was 

immersed in successive baths of increasing concentration in ethanol (from 80% to 100%, 

every three hours) before being critically point dried using an automated Leica critical point 

dryer, model EM CPD300, according to the manufacturer's instructions.  Twelve to fifteen 

cycles of fluid replacement by liquid CO2 were performed. The dry sample was then 

embedded in LR-White following the previous protocol. Since the sample was completely 

dehydrated, sections through the resin block were made in dry conditions (without water) with 

the Leica saw microtome, before being polished in dry conditions until reaching an almost 

mirror-polish quality and blown with dry air to remove dust and other debris as much as 

possible.  

 

Shell matrix extraction 

Prior to the extraction, the four juvenile cuttlebones (two 3 weeks old and two 6 weeks 

old) were first, rehydrated for two hours and then, submitted to an ultrasonic cleaning 

procedure coupled with a saline buffer (0.9% NaCl, 0.1% Tris 10 mM, 0.1% Tween20, 0.1% 

NaN3 1%, pH readjusted to 9 with 0.1 M NaOH) for 20 minutes. The use of Tween 20 allows 

desorbing contaminant proteins and macromolecules from the surface of the cuttlebones. 

These latter were rinsed several times with ultrapure water and dried for SEM observation to 

check if there were any remaining organic tissues. The procedure was repeated if necessary. 

Once perfectly cleaned, both cuttlebones from each age class were coarsely powdered with a 

mortar and pestle, immediately weighted and decalcified overnight, at 4°C, in 5 mL of cold 

dilute acetic acid (10% vol/vol) under constant stirring (according to the protocol described by 

Pavat et al. 2012). For each batch, the clear solution was centrifuged (3900G, 30 min): the 

supernatant, containing the acid soluble matrix (ASM) was filtered (5 µm, Millipore) on a 

Nalgene filtration device before being extensively dialyzed against ultrapure water for three 

days (6 water changes). In parallel, the pellet containing the acid insoluble matrix (AIM) was 

rinsed via 5 cycles of resuspension in ultrapure water-centrifugation (each supernatant being 

added to the ASM) and retrieved. Finally, both ASM and AIM were freeze-dried and the 

lyophilisates were weighted on a precision balance (Sartorius Quintix35-1S) three to five 

times, and the mean value was calculated.  
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 A fragment (3-4 cm long) from a sub-adult specimen was also submitted to a matrix 

extraction, following a slightly different protocol. Following a two hours rehydration, the 

dorsal shield and the ventral part were separated by gently scraping the soft porous ventral 

part of the cuttlebone. The dorsal shield was finely powdered, using a mortar and a pestle and 

both parts were cleaned over 24 hours, using a saline buffer (3-4 buffer changes). Each batch 

was then submitted to five cycles of rinsing with ultrapure water and centrifugation (3900G, 

10 min) before being dried and weighted. Both parts were then decalcified overnight, at 4°C, 

by adding progressively cold dilute acetic acid (10% vol/vol) at a flow rate of 0.5 mL every 

10 s, under constant stirring. The clear solutions were centrifuged (3900G, 30 min): the ASM 

was filtered (5 µm, Millipore) before being ultrafiltered for volume reduction on an Amicon 

stirred cell (model 8400, 400 mL), firstly using a 10 KDa cutoff: this fraction is referred to as 

the ASM10. The filtrate (what went through the membrane) was collected and ultrafiltered 

again on a 3 KDa membrane: this soluble fraction, referred to as the ASM3, only contains 

macromolecules of molecular weight between 10 and 3 KDa. The concentrated solutions (15 

mL) were dialyzed (1 KDa cutoff) against ultrapure water for three days (6 changes of water) 

and lyophilized. The AIM was rinsed several times (the supernatant being added to the ASM) 

 
Fractions 

Shell 

powder 

(g) 

Shell matrix after 

lyophilisation (mg) 
Shell weight (%) 

3 weeks old 
 ASM 

0.039 
Not quantified Not quantified 

AIM 2.97 7.55 ± 0.2 

6 weeks old 
ASM 

0.114 
0.05 0.042 ± 0.02 

AIM 8.77 7.52 ± 0.2 

Sub-adult  

D.sh. 

ASM > 10 KDa 

3.41 

9.56 0.28 ± 0.1 

ASM > 3 KDa 0.97 0.028 ± 0.02 

AIM 300 8.78 ± 0.2 

V.prt. 

ASM > 10 KDa 
10.93 

6.69* 

34.24 0.31 ± 0.2 

ASM > 3 KDa 12.39 0.11 ± 0.1 

AIM 154.9 1.41 ± 0.5 

Table 1: Quantity of shell matrices (soluble and insoluble) extracted from the cuttlebone of S. 

officinalis. On the sub-adult specimen, the organic matrix was retrieved from the dorsal shield (D.sh.) 

and the ventral part (V.prt.) separately. ASM: acid soluble matrix; AIM: acid insoluble matrix. “*” 

indicates two values of shell powder, the first one being the actual amount put to cleaning and the 

second one being the amount of shell powder retrieved from the saline buffer cleaning procedure. The 

percentage of organic matrix was calculated based on this second amount, in order to keep the 

estimation unbiased.  
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and freeze-dried. All six dried pellets (ASM>10 KDa, ASM>3 KDa, AIM from both parts) 

were also weighed on a precision balance three to five times, and the mean value was 

calculated. All the results are included in Table 1.  

For quantity issues, the ASM10 fractions (especially for the dorsal shield) was only used for 

SDS-PAGE, FT-IR, ELLA tests and a minute amount was set aside for proteomic 

investigations. 

 

Quantification of sugars, sulfated glycosaminoglycans and proteins 

 The whole sugar content of the ASM (only the fraction higher than 10KDa, since the 

material available for the ASM>3KDa of the dorsal shield was in negligible quantity) was 

tested according to the classical sulfuric acid-phenol method (Dubois et al. 1951) applied to 

smaller volumes adapted to microplates (Dubois et al. 1956; Masuko et al. 2005). In 

Eppendorf tubes, 200 µL of ASM sample, diluted from a 5µg/µL solution, was allowed to 

react with 500 µL concentrated sulfuric acid and 100 µL phenol 5% before being allowed to 

cool down for ten minutes before being incubated at 37°C for 10 additional minutes. Standard 

solutions of glucose (amounts ranging from 0 to 37.5 µg/well, i.e. 200µL) were treated in 

parallel in a similar manner. Aliquots (200 µL, ¼ of the total volume) were pipetted in a 96-

well microplate and for each sample, a triplicate was made. Finally, the test was read at 490 

nm on a microplate reader (Bio Rad, model 680, Hercules, CA, USA) and a standard curve 

was traced.  

 The sulfated glycosaminoglycans (sGAGs) were quantified with the Blyscan assay 

(Ref. B1000, Biocolor Ltd., Antrim, UK): in Eppendorf tubes, 100 µL of diluted samples and 

reference standard (bovine tracheal chondroitin-4-sulfate) were allowed to react with Blyscan 

dye reagent (900 µL) for 30 minutes, under constant agitation and at room temperature. The 

tubes were centrifuged for 15 minutes at 15,300 G, thus generating pellets of dye-

glycosaminoglycans complexes. The supernatants were carefully discarded and the pellets 

were re-dissolved in 500 µL of dissociation reagent under vortexing. After a short 

centrifugation, aliquots (150 µL) were put in triplicates in a 96-well microplate, which was 

subsequently read at 655 nm. A standard curve was traced for quantification.  
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 Finally, the protein content was quantified using the Quick StartTM Bradford Protein 

Assay Kit 2 (Ref. 5000202, Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA). In brief, our samples, diluted 

from a solution of 5µg/µL and the reference standard, diluted according to seven different 

concentrations (BSA, ranging from 2mg/mL to 0.125 mg/mL), were allowed to react with 

Bradford dye reagent (for a final volume of 800 µL). The mixture was then vortexed, then 

incubated at room temperature for 5 minutes before being pipetted in a 96-well microplate 

(200 µL/well) and read at 595 nm with a microplate reader, and a standard curve was traced 

for quantification.  

 

Mono-Dimensional PAGE 

All the matrix fractions (ASM10, ASM3 and AIM) were analyzed by conventional 

mono-dimensional denaturing SDS-PAGE (Bio-Rad, Mini Protean III gels, Hercules, CA, 

USA), on precast gradient gels (Mini-PROTEAN TGX Gel 4–15% acrylamide, 90 mm × 70 

mm, Bio-Rad). The ASM lyophilisates were dissolved in ultrapure water to a concentration of 

5 µg/µL (stock solution). An aliquot was sampled, to which 4X Laemmli Sample Buffer 

(LSB, 1/4 of the final volume) was added. Chips of the AIM pellets were resuspended in 

ultrapure water, to which a similar proportion of LSB solution was added. All preparations 

were heat-denatured for 5 min at 100 °C for the ASMs and 10 min for the AIMs. Note that the 

AIMs were partly solubilized by LSB. Only the soluble fractions, referred to as LS-AIMs 

(Laemmli Soluble-Acid Insoluble Matrix), were run on gels and the most insoluble fractions 

were not tested further. The preparations were cooled down on ice and shortly centrifuged 

before being applied on the top of the gel. Subsequently, gels were stained with Bio-Rad blue 

dye, silver nitrate, alcian blue, PAS and carbocyanine, i.e., "Stains-all". Due to low quantity, 

the two ASM3 fractions were only investigated with the silver nitrate stain. 

 

Fourier Transform Infra-red Spectroscopic Characterization (FT-IR) 

Minute amounts of samples (shell powder ≈ 1–5 mg powder, freeze-dried chips of 

ASM and AIM ≈ 100–500 µg) were analysed with an FT-IR Bruker Alpha spectrometer 

(Bruker Optics Sarl, Marne la Vallée, France) fitted with an Attenuated Total Reflectance 

(ATR) ALPHA-P device equipped with a mono-reflection diamond crystal in the 4000–375 

cm−1 wavenumber range (24 scans at a spectral resolution of 4 cm−1). The qualitative 



 193 

assignment of absorption bands was performed by comparison with previous spectra 

descriptions, achieved by our group or available in the literature. An additional spectrum was 

acquired from commercial crab chitin (Sigma, C9752). 

 

Enzyme-Linked Lectin Assay (ELLA) 

The test was carried out in 96-well microplates (MaxiSorp, Nunc ™, Rockslide, 

Denmark): the Sepia ASMs (both >10 KDa and >3KDa) diluted in TBS buffer (200 ng/well) 

was incubated overnight at 37 °C. Then, the wells are washed 3 times with TBS/Tween20. 

Wells were blocked with 1X concentrated Carbo-free blocking solution (Vector Labs, ref. SP-

5040) for at least 30 min at 37 °C. The diluted lectins (in TBS/Tween20) were incubated into 

the microplate for 90 min at 37 °C, at the following dilution factors: 200 times for kits I and 

II, and 100 times for kit III. After three washes with TBS/Tween20, the microplates were 

finally incubated with a diluted solution of avidin-alkaline phosphatase conjugate (1:70000, 

ref. Sigma A7294, St. Louis, MO, USA) for 90 min at 37 °C, for the detection of bound 

biotinylated lectins. Following five washes with TBS/Tween20, the microplates were revealed 

with a substrate solution containing aqueous diethanolamine (9.7% vol/vol, pH adjusted to 9.8 

with HCl) and phosphatase substrate (0.5 mg/mL, pNPP Tablet, Sigma, St. Louis, MO, USA). 

The microplates were read at 405 nm every 15 min (BioRad Model 680, Hercules, CA, USA). 

A check of the background signal without ASM, lectin or Avidin-AP showed no reaction with 

the substrate solution. This test was performed with duplicates of each lectin and the results 

were normalized and translated in percentages of reactivity by subtracting the background and 

considering the highest response to represent 100%. The test was performed three times. 

 

Histological observations 

Following the different dissections of juvenile specimens, we undertook histological 

investigations. Briefly, samples were fixed in neutral buffered formalin, before being 

dehydrated in a dehydration automat (ASP300S Leica) in graded alcohols (70 to 100%), 

cleared in xylene and embedded in paraffin. Slices of 5 µm thick were obtained with 

microtome (RM2145 Leica). Slices were deposited on slide to achieve the Hematoxylin-Eosin 

or Von Kossa (presence of calcium deposits) staining, using an AutoStainer automat 
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XLST5010 Leica. Both colorations were performed according to standard protocols (Sheehan 

& Hrapchak 1980).  

 

Results 

Shell microstructures 

 The shell of S. officinalis is entirely aragonitic, as suggested by the IR spectrum 

depicted in Figure 1D, with the characteristic double peak around 700-713 cm-1 (ν4 internal 

vibration modes of CO3
2−; see Balmain et al. 1999). According to SEM observations (Figure 

1), the dorsal shield consists in three layers: a prismatic uppermost, a lamellar central and a 

prismatic innermost (Figure 1B1-B6). The most external one is made of prismatic crystals 

(Fig. 1B3), arranged in fans at the junction with the lamellar layer (Fig. 1B2), but this 

organization is somehow lost in the upper part of this layer. The internal layer, also composed 

of prismatic crystals (Fig. 1B6), does not exhibit such arrangements (Fig. 1B5).  

The ventral part appears as a succession of chambers, piled up on each other (Fig. 

1C1). There, the septum consists in two different layers (Fig. 1C3): the upper part, named 

floor, exhibits a lamellar structure while the lower part, called roof, appears as prismatic. The 

pillars show a prismatic structure and seem to be in continuity with the roof of each septum 

(Fig. 1C2-C3). At the junction between a pillar and a septum, the latter appears slightly bent 

towards the ventral side of the structure (Fig. 1C1-C2). One can also notice the presence of 

light horizontal membranes within each chamber (Fig. 1C2, pointed out by black arrows). 

SEM observations of the critically point dried specimen (Figure 2) demonstrate a close 

contact between soft tissues and mineralized ones without any discontinuity between the 

external surface of the dorsal shield, rather rough and more or less thick, and the very 

beginning of the shell sac (Fig. 2B-C). One can notice that the soft tissues may be here 

divided into two distinct layers (Fig. 2A) according to a slight change in color: a light one and 

darker one that may be recognized as the outer and the inner epitheliums respectively (Zheng 

et al. 2018).  
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Quantification of the organic matrix in the shell 

 Matrix quantification of the extraction is shown in Table 1. For young specimens (i.e. 

3 weeks and 6 weeks old), the organic matrix is mostly insoluble with AIMs accounting for 

approximately 7.5% of the shell weight, while the acid soluble matrix accounts for less than 

0.05% when quantifiable (on 6 weeks-old specimens only). Older specimens (sub-adults) 

yield similar amounts, where the insoluble fraction consistently predominates. Within the 

dorsal shield, the AIM accounts for almost 8.8% of the shell weight and ASM only 0.3%, 

both fractions altogether (i.e. ASM10 + ASM3). This represents an AIM/ASM ratio of 29. For 

the ventral part, this ratio is not as important, with an AIM accounting for 1.5% and an ASM 

(both fractions altogether) around 0.4% of the shell weight. In total, the organic matrix 

accounts for 5.12% of the shell weight for a sub-adult specimen and almost 8% for younger 

individuals. In spite of potential loss of material during the scrupulous cleaning procedure, 

these values are consistent with that of earlier publications.  

 

 

Figure 2 : SEM observations of an individual critically dried and embedded in resin, showing the relationship between soft 

and mineralized tissues. A. General view of the cuttlebone in contact with the shell sac, showing that this latter is made, at 

least, of two layers here recognized as the outer epithelium (outer epith., lighter zone) and the inner epithelium (inner epith., 

darker one); B-C. Higher magnification showing a direct contact between the tissues.  



 197 

Table 2: Attribution of main infrared absorption bands 

of mineral fractions of Sepia. 

FT-IR spectroscopy 

FT-IR spectroscopy analyses 

were performed to characterize the 

mineralogy of Sepia, as well as to assign 

the organic chemical functions of the 

extracted matrices (ASM and AIM). 

Infrared spectra are displayed in Figures 

1, 3 and 4 and assignments of main 

infrared absorption bands are described 

in Tables 2-4 First of all, the 

examination of the mineral fractions, 

from juvenile and point of Sepia, shows in both cases exclusively the fingerprint of CaCO3 

crystallized in the aragonite structure, which is supported by the presence of the characteristic 

2 band at 852 cm–1 [in the case of calcite, 2 is located at 875 cm–1] (Figure 1, Table 2). 

Moreover, the splitting of 4 absorption bands, at 712 and 699 cm–1, corroborate also the 

aragonitic character of inorganic matrices (Zhou et al. 2004). 

Figure 3: FT-IR spectra of a commercial 

α-chitin and of the insoluble fractions of 

the shell matrix from 3 weeks-old 

specimens, 6 weeks-old  specimens and 

from the dorsal shield (D. sh.) and the 

ventral part (V. prt.) of older juveniles. 

The “domains” of the characteristic 

absorption bands of amide and sugars are 

highlighted.  
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Table 3: Attribution of main infrared absorption bands of AIM fractions. 
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Regarding the analysis of insoluble organic fractions, AIM, reported in Figure 3 and Table 3, 

the spectra of the four samples show a very strong similarity and the absorption bands 

recorded largely coincide with those characterizing the chitin of crab (top spectrum in Figure 

3). Thus, the amino-polysaccharide composition of fractions is clearly demonstrated by the 

presence of the characteristic A, B, I, II, and III amide bands, accompanied by glycosidic 

stretching bands (1150-1000 cm–1). However, due to the width of the amide I band of AIM 

fractions, establishing the predominance of - or -chitin is difficult. Indeed, according to the 

Figure 4: FT-IR spectra of the 

soluble fractions of the shell matrix 

from 3 weeks-old specimens, 6 

weeks-old specimens and from the 

dorsal shield (D. sh.) and the ventral 

part (V. prt.) of older juveniles. The 

“domains” of the characteristic 

absorption bands of amide and 

sugars are highlighted, accordingly 

to the colors used in Fig. 3. 
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bibliography, -chitin points out two infrared absorption bands in the region 1660 and 1620 

cm–1 while -chitin exhibits only one (Cárdenas et al. 2004). Spectra of soluble organic 

fractions, ASM, reported in Figure 4 and Table 4, also show a fingerprint of amino-

polysaccharide type by highlighting A, I, II, III amide bands, as well as those that characterize 

glycosidic linkages. Weak absorptions in the range of 2950-2850 cm–1 are consistent with C–

H stretching vibrations. All four samples of ASM reveal very comparable infrared profiles. 

 

Quantification of total sugars, sulfated GAGs and proteins in the ASM 

The quantification of total sugars, sulfated glycosaminoglycans and proteins is shown 

in Table 5. The use of glucose for establishing the calibration curve indicates that the ASM10 

fraction of the dorsal shield contains between 5-8% (per weight) of total sugars, while that of 

the ventral part consists in 8 to 12% of total sugars. In addition, the colorimetric quantification 

of sulfated glycosaminglycans indicates that these components account for 0.4 to 0.8% and 

0.1 to 0.4% of the ASM10 for the dorsal shield and the ventral part respectively, suggesting 

that sulfated GAGs are a minor component of the soluble organic material of the cuttlebone. 

Finally, the Bradford test detects 20 to 35% of proteins in the dorsal shield, and only 4 to 

7.5% within the ventral part. These values are singularly low and are likely underestimated, 

since they leave an important "missing mass". The reasons for this are multiple and 

potentially additive: firstly, the BSA standard may be non-adapted to the type of samples 

Table 4: Attribution of main infrared absorption bands of ASM 
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Table 4: Quantification of the sugar and the protein content of the 

soluble shell matrix of S. officinalis. The upper panel depicts the 

total sugar quantification (based on one standard, the glucose), the 

middle one indicates the concentration of sulfated 

glycosaminoglycans (GAGs) and the lower panel shows the protein 

quantification (based on the BSA standard).fractions. 

analyzed here (with a curve slope dissimilar to that of the samples). Secondly, we cannot 

exclude the presence of macromolecules other than proteins and saccharides, i.e., lipids and 

pigments. The presence of lipids might be suspected from the cleaning procedure prior to the 

matrix extraction of the ventral 

part: one part of the materials was 

found to behave as a colloidal 

phase and could not be 

precipitated by centrifugation. We 

also observed that the soluble 

matrix of the ventral part was 

slightly colored in yellow, 

suggesting the presence of 

pigments. However, pigments in 

biomineralized tissues generally 

represent an ultra-minor fraction 

of the organic matrix (Bonnard 

2020). Finally, the intrinsic 

biochemical properties of the 

matrix may induce a poor fixation 

of the dye, during the Bradford 

test, which leads to an 

underestimation of the protein 

amount. 

 

SDS-PAGE of the shell matrix extracts 

 The results obtained after migration of extracts are illustrated in Figure 5. On silver-

stained gels, the dorsal shield ASMs are characterized by several bands: for the ASM10, one 

can recognize three discrete bands of high molecular weights, at 232, 252 and 265 kDa, a 

more diffuse one around 104 kDa and two lighter ones at 17 and 15 kDa and a smear 

extending from the top of the gel to 26 kDa. For the ASM3 one can notice the same three 

uppermost bands (but slightly less pronounced), as well as six lower ones at 35, 28.7, 23.5, 

19, 15 and 8.5 kDa respectively, in addition to a low molecular smear (from 43 to less than 11 

kDa). Carbocyanine dye reveals three discrete bands stained purple in the ASM10 at 17, 15 
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and 11 kDa in addition to the migration front, as well as a blue smear and two discrete bands 

stained blue, at higher molecular weights (273 and around 240 kDa). The Bio-Rad blue 

staining identifies a smear and several discrete bands that correspond (for most of them) to 

that of the silver-stained gel, as well as two blurred bands not seen before, between 34-26 kDa 

and 26-17 kDa respectively. Finally, alcian blue staining underlines only two discrete bands 

of high molecular weights (probably those around 252 and 231 kDa). 

On the silver-stained gel, the AIM exhibits a discrete band around 226 kDa and two 

additional ones at 16 and 14 kDa, as well as a smear. The Bio-Rad blue staining fails to 

evidence any discrete bands, as well as the alcian blue coloration.  

Figure 5 : Monodimensional gel electrophoresis of shell extracts of S. officinalis (ASMs and Laemmli-soluble 

AIMs), stained with silver nitrate (left top corner), Stains-all (Carbocyanine, right top corner), Bio-Rad blue (left 

bottom corner) and Alcian blue (right bottom corner). The arrows point out discrete bands identified in the 

electrophoresis profile of each extract.  
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Lectins 

Reactivity (based on absolute value of the 

optical density) 
 Dorsal shield Ventral part 
 ASM10 ASM3 ASM10 ASM3 

ConA ++ ++ ++ ++ 

SBA + + - + 

WGA ++ ++ ++ ++ 

DBA + ++ - - 

UEA 1 - - - - 
RCA - - - - 

PNA - - - - 

GSL 1 - - - - 

PSA - - - - 

LCA + - + - 
PHA-E - - - - 

PHA-L - - - - 

SJA - - - - 

succ-WGA - - - - 

GSL 2 - - - - 
DSL + + - - 

ECL - - - - 

Jac + - - + 

LEL ++ + + + 

STL ++ ++ ++ ++ 
VVA - - - - 

Table 6 : Enzyme-Linked Lectin Assay (ELLA) of 

the soluble extracts of the cuttlebone, based on 

absolute values of absorbance. ++: reactivity > 60%; 

+: 60% > reactivity > 30%; -: <30%. 

 

For the ventral part, the silver-stained gels 

reveal similar electrophoretic profile for both 

ASMs fractions (ASM10 and ASM3), 

highlighting a set of five bands at high 

molecular weights (around 316.8, 269, 252, 

236 and 204 kDa each) and three bands at 

lower molecular weights (75, 29 and 8 kDa 

each), in addition to a smear. Carbocyanine 

dye identifies a blue smear in both ASMs 

fractions and evidences three discrete bands in 

each of them: between 72-55 kDa,  26-17 kDa 

and around 11 kDa for ASM10; around 170 

kDa, between 72-55 kDa and around 11 kDa for 

ASM3. We observe a relative similarity 

between the two staining patterns. The Bio-Rad 

blue staining reveals only one discrete band, 

within the ASM10 fraction, between 17-11 kDa. 

Finally, alcian blue staining depicts one discrete 

band for the ASM10 fraction (between 72-55 

kDa) in addition to a slight smear.  

On the silver-stained gel, a smear characterizes the AIM as well as five discrete bands 

at 227, 195, 28, 14.5 and 8 kDa respectively. The same fraction exhibits a unique discrete 

band in alcian blue coloration, around 230 kDa.  

Our silver-stained gel results are congruent with those obtained by Le Pabic et al. 

(2017) few years ago.  

Enzyme-linked Lectin Assay (ELLA)  

The results shown in Table 6 summarize the outcome of three different experiments 

that lead to similar reactivity patterns. Both skeletal parts (and both ASMs fractions) seem to 

exhibit a common pattern of reactivity and three categories of lectins can be identified: those 

giving a high reactivity (++), among which Concanavalin A, WGA and STL, those that give a 

moderate reactivity (+), such as SBA,  
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DBA, DSL and LEL and finally, those producing a weak reactivity (-) which will not be 

further discussed. Among reactive lectins, one finds WGA, STL, DSL and LEL, all 

recognizing motifs (dimer, trimer or tetramer) related to chitin, as well as concanavalin A and 

LCA, two mannose-binding lectins. Finally, two galactosamine-binding lectins - DBA and 

SBA - react weakly. The patterns obtained by ELLA are similar between ASM10 and ASM3, 

and also between dorsal- and ventral-extracted soluble matrices. 

 

Dissection and histology 

Results of cuttlefish histology are shown in figures 8-9. While preparing specimens for 

histology, we noticed that the shell sac was well visible on sub-adults. We took this 

opportunity to illustrate this peculiar organ, via dissections illustrated in Figures 6 and 7. In 

both of them, one notices the presence of air bubbles that underline the shell sac (white 

arrows). On the basis of our observations, we traced the extent of the shell sac by a green area. 

In dorsal view, we noticed that striae are visible in transparence through the dorsal shield. 

They become almost invisible once the cuttlebone is extracted and dried. 

Figure 6 : Dorsal dissection of a sub-adult specimen, showing air bubbles that underline the presence of the 

shell sac epithelium (pointed out by white arrows). We depict in green what we believe to be the limits of 

the shell sac.  
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Figure 8 shows a longitudinal section through a freshly hatched specimen, stained with 

HE (hematoxylin - eosin), which stains nuclei (hematoxylin, dark purple) and cytoplasm and 

extracellular matrix (eosin, pink). Figure 9 shows exactly the same section through the same 

individual (both slices being consecutive), but stained with von Kossa for calcium (brownish 

to orange). In both cases, the cuttlebone is kept in place.  

Figure 8 shows that the cells surrounding the cuttlebone are in close contact with it. 

We did not evidence any space in between. On the dorsal side, one finds cell clusters that are 

stained reddish (white stars). They probably correspond to pigmented cells (chromatophores). 

Below the visceral mass, one sees the ink pocket.  

Figure 9 underlines with a strong contrast three "structures": first, the cuttlebone itself 

(accentuated brown); secondly, at the interface with the shell sac, a more or less continuous 

layer, stained in orange (black arrow), which corresponds to the mineralization front; finally, 

in what appears to be the inner epithelium of the shell sac (Zheng et al. 2007), sub-

micrometric orange spots (little black arrow), which could be intra- or intercellular calcified 

granules.  

Figure 7: Ventral dissection of a sub-adult specimen, after guts removal. The shell sac epithelium is 

underlined by the presence of air bubbles and pointed out by white arrows. We depict in green what we 

believe to be the limits of the shell sac, and redraw the contours of the cuttlebone in dashed lines.  
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Discussion  

In spite of being a rather popular cephalopod, known for its numerous uses (in 

gastronomy) and its talents (cleverness, camouflage, hunting capacities), the cuttlefish Sepia 

officinalis remains largely under-investigated from a biomineralization viewpoint. The present 

study combines physical observations and biochemical characterizations in order to 

understand the dynamic process of cuttlebone formation. On the one hand, the physical 

exploration of the cuttlebone lies on macro-observations, SEM investigations (on sections and 

also on critically-dried specimens) and histology; on the other hand, the biochemical approach 

performed on the extracted organics, comprises matrix quantification (Dubois assay, sulfated 

GAGs assay) and characterization (SDS-PAGE, FTIR, ELLA assay, proteomics).  

Although our microstructural observations do not really add supplementary elements 

in comparison to earlier works, they however bring substantial information on key-points. 

First of all, by opposition to what we observed with the ram's horns squid Spirula spirula, the 

septa are leant against on the dorsal shield but not buried in it. This simple geometry implies 

that the inner prismatic layer of the dorsal shield is secreted before the septum, at a given 

location. Secondly, we noticed a microstructural continuity between the roof of the septa and 

the pillars (see fig 1 C3). These latter are linked together with horizontal thin membranes 

(about 1 µm thick?) that would be un-mineralized. Finally, septa are curved downwards (i.e., 

ventrally), whatever the position. All these observations are fully congruent with the 

milestone ultrastructural study of Checa et al. (2015).  

In our biochemical analyses, in view of the differences of the physical properties of the 

dorsal shield and the ventral chambered part, we chose to separate these two structures and 

analyze their respective associated matrices, as performed in recent works (Čadež et al. 2017; 

Le Pabic et al. 2017). This was done only for sub-adult specimens, the procedure being 

impossible with younger cuttlebones (3 and 6 weeks-old). Earlier works include that of 

Appellöf 1893; Birchall & Thomas 1983; Dauphin & Marin 1995; Degens et al. 1967; Denton 

& Gilpin-Brown 1961; Florek et al. 2009; Okafor 1965; Stegemann 1963. In our hands, for 

sub-adult specimens, we obtained about 5.12% of organics, and higher amounts (around 7.5 

%) for juvenile specimens; since the two extractions (sub-adult vs. juvenile) were slightly 

different, a bias in the quantification might be possible. The dorsal shield yielded more 

organics than the ventral chambered part (around 9% vs. 2%). The insoluble/soluble ratios 

between these two parts are clearly different: 29 for the dorsal shield, but only 3.5 for the 

ventral part. Our matrix quantification lies in the range that is commonly accepted, between 4 
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and 10%. These values are rather uncommon for shelled molluscs, for which the skeletal 

matrix generally represents less than 1% of the shell weight (Degens et al. 1967b). It is 

remarkable to observe that Sepia officinalis, which belongs to a recently appeared clade 

(Sepiidae emerged in the Paleogene (Neige 2003) possesses a matrix-rich shell, a character 

that is often associated to an archaic state (plesiomorphic), as it is typically the case for 

bivalves and gastropods (Palmer 1983, 1992).  

Besides quantification, our biochemical analyses revealed other interesting findings: a 

quasi-perfect fit (by FTIR) between chitin standard and the insoluble extracts, independently 

from the location of the extracts, either the dorsal shield or the ventral chambered part. The 

similarity of the ASMs with chitin is less marked with FTIR, but still significant. This partial 

similarity is reemphasized by ELLA test, which pinpoints the high reactivity of the soluble 

extracts with chitin-recognizing lectins (STL, LEL, WGA), besides reactivity with ConA. In 

term of sugar content, the dorsal shield yielded between 5 and 8% while 8-12% were obtained 

for the ventral part. Curiously, sulfated GAGs - a class of sugars that are usually associated to 

mineralized tissues and consequently abundant (Marxen et al. 1998) - represent only a very 

minor part of the saccharidic moieties.  

 Our observations raise the question of the mineralization process of the cuttlebone, 

including the tempo of deposition of the different structures, the location of the calcifying 

epithelium and the occurrence of a mineralizing space at the interface. About this latter 

aspect, the concept of the existence of an "extrapallial space" devoted to mineralization has 

been long debated (Marin et al. 2008). Here, we observed a close contact between the soft 

tissues and the cuttlebone, both on critically dried specimens and on histological preparations. 

This tends to demonstrate that there is no space or that this space is extremely reduced.  

About the location of the mineralizing domains, two hypotheses may be advanced: on the one 

hand, calcification occurs unidirectionally, from the dorsal shield towards the ventral side 

(downward). This implies that only the ventral epithelium of the shell sac is active and 

responsible for the deposition of the overall cuttlebone. One can say that a downward growth 

is obvious, at least for the ventral part, based on geometrical arguments: the septa are 

appended on the internal side of the dorsal shield, and are consequently deposited posteriorly. 

On the other hand, the shell deposition process may be bidirectional, originating from the 

central inner prismatic layer of the dorsal shield and propagating upward and downward. This 

model implies that the epithelium of the dorsal and the ventral sides are both active. Our 

finding tends to privilege this second option for the following reasons: a thin acellular and 
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continuous layer is observed at the interface by histology, surrounding the entire cuttlebone. 

This layer is stained (brownish to orange) on its whole circumference by the von Kossa 

staining and may be viewed as an extracellular matrix associated to the presence of calcium 

ions. In addition, we observed in the soft tissues surrounding the cuttlebone many colored 

spots that may indicate a calcifying activity in the whole internal epithelium of the shell sac. 

At last, one macroscopic argument pleads in favor of an upward growth: striae that are clearly 

visible on dorsal view of juvenile cuttlebones are only visible on the anterior part (where the 

youngest layer was deposited) of adult cuttlebones. This implies that the striae are 

progressively erased, remodeled or covered by new calcified materials during the lifetime of 

the animal. If so, this clearly suggests that the dorsal epithelium of the shell sac is active in 

mineralizing the upper part of the shield. 

 To summarize, none of our microstructural findings contradict the observations made 

by Checa et al. (2015). These authors propose a chronology of chambers formation within the 

ventral part as follows: 1. The chamber initiation occurs by the simultaneous secretion of the 

roof and the organic laminae; 2. Chamber completion is achieved by the secretion of the floor. 

During this stage, pillars are progressively stretched by the mantle, generating in fine the 

downwards bending of the floor. 3. Initiation of the chamber calcification from the roof to the 

pillars; 4. Desiccation of the newly formed chamber and calcification of the floor. The 

drainage provokes the coalescence of organic laminae into secondary thicker membranes. In 

congruence with this model, we observed the microstructural continuity between the pillars 

and the roof of each septum that proves that they are built simultaneously, the ventral 

curvature downwards of the septa, the presence of horizontal membranes within each 

chamber. These structures are indirect clues of the mechanism proposed by Checa et al. 

(2015). 

 One can sketch a general chronology that applies to both parts of the cuttlebone, the 

dorsal shield and the ventral chambered part. We propose that the starting point of the overall 

process is the deposition of the inner prismatic layer of the dorsal shield. Calcifications 

proceeds from both sides: downwards, the Checa's model applies while upwards, the lamellar 

layer is deposited and then the outer prismatic one. At later stage (not defined yet), a process 

occurs that masks the striae, visible at early juvenile stages. This process can be a (partial) 

redissolution/remodeling of the upper shield layer then precipitation, or a ‘reroofing’ of the 

striae with new deposits. We still do not know which of the two processes occurs, but we 

hope to solve this question soon. 
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 These preliminary results, acquired tardily, suggest but do not prove that despite a 

common bidirectional mode of mineralization the organic matrix of S. officinalis is rather 

different from that of the two other cephalopods studied in this manuscript (i.e. the ram’s horn 

squid and the argonaut). However, this hypothesis needs to be confirmed by proteomic data, 

currently in acquisition.   
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8) Conclusion 

À l’issue de cette étude sur la microstructure coquillière et la signature biochimique de la 

matrice organique de Sepia officinalis, il nous est possible de dégager plusieurs informations 

importantes. 

 

La matrice organique de S. officinalis représente environ 5 % du poids de la coquille, 

une valeur particulièrement élevée, classant l’os de seiche parmi les structures les plus riches 

en matrice organique. La fraction insoluble (AIM) est prépondérante, notamment dans le 

bouclier dorsal où le ratio AIM/ASM est de 29. Dans la partie ventrale, ce ratio conserve ce 

déséquilibre en faveur de la matrice acido-insoluble, bien que plus faible (ratio de 3,5). 

 

L’approche physique (FT-IR) de la matrice organique démontre une correspondance 

presque parfaite entre la fraction insoluble et un standard chitineux de référence (ici la 

chitine de crabe). Cette tendance, bien que moins prononcée avec la fraction soluble, reste 

néanmoins significative comme en attestent les résultats des tests ELLA, dont les lectines les 

plus réactives possèdent une affinité forte avec les motifs "glucosamine". Au sein de la 

fraction soluble de la matrice, les glycosaminoglycanes sulfatés, souvent associés à la 

minéralisation carbonatée, semblent ne représenter qu’une partie mineure de l’ensemble des 

composés saccharidiques.  

 

 L’analyse microstructurale de l’os de seiche et de ses relations avec les tissus mous de 

l’organisme, ainsi que l’investigation histologique de ceux-ci, semblent attester d’un contact 

étroit entre les tissus organiques et minéralisés, remettant ainsi en question l’existence 

même d’un espace dédié à la minéralisation (du type espace extrapalléal) chez la seiche. Si 

cet espace existe, il est forcément minuscule, d’échelle submicrométrique. Les préparations 

histologiques mettent en évidence une fine couche continue à l’interface entre l’os de seiche 

et le sac coquillier, interprétée ici comme une matrice extracellulaire associée à des ions 

minéraux, ainsi que de nombreux granules au sein de l’épithélium le plus interne du sac 

coquillier, attestant probablement de son activité dans la minéralisation de l’os.  

L’analyse de la géométrie et de l’organisation spatiale des microstructures coquillières, 

associée aux observations précédentes, semble démontrer l’existence d’un processus de 

formation coquillière bidirectionnel, ayant pour origine la couche interne prismatique du 

bouclier dorsal. En direction ventrale, la minéralisation s’effectuerait selon le modèle proposé 
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par Checa et al. (2015) tandis qu’en direction dorsal, la couche lamellaire puis la couche 

prismatique externe du bouclier seraient sécrétées par l’épithélium dorsal du sac coquillier. 

Nous envisageons ici l’existence d’un phénomène tardif, ayant pour conséquence la 

disparition chez les os matures des stries pourtant visibles sur les structures juvéniles.  

 

Au vu de ces résultats, plusieurs pistes de recherche ultérieures paraissent particulièrement 

intéressantes :  

- La comparaison microstructurale fine d’os de seiche à différents stades (jeune éclos, 

juvéniles de quelques semaines à adultes) permettrait de mieux comprendre le 

phénomène à l’origine de la disparition des stries du bouclier dorsal. 

- La réalisation de nouvelles préparations histologiques et l’utilisation de colorations 

supplémentaires (notamment le rouge d’alizarine) permettrait de mieux documenter le 

contact entre les tissus mous et minéralisés de l’animal, ainsi que la nature de la fine 

couche extracellulaire identifiée dans cette étude.  

- La localisation in situ de constituants saccharidiques ou protéiques de la matrice au 

sein de l’os de seiche et des tissus organiques du sac coquillier permettrait également 

de mieux comprendre le processus de formation coquillière. 

- La réalisation de tests ELISA et de Western Blot apporterait plus d’informations quant 

à la nature des constituants protéiques de la matrice organique. 

- L’étude par RMN (Résonnance Magnétique Nucléaire) des extraits solubles et 

insolubles constituerait un apport appréciable dans la caractérisation saccharidique de 

la matrice. 

- L’analyse protéomique de la matrice organique constituerait un apport précieux dans 

l’étude du phénomène de biominéralisation chez cet organisme. 

- La réalisation de plusieurs transcriptomes du manteau permettrait, quant à elle, 

d’établir une liste des protéines sécrétées par l’épithélium calcifiant. 

- L’étude de la biominéralisation de l’os de seiche chez d’autres représentant du groupe 

des Sepiidae représenterait un apport considérable dans les processus de 

minéralisation, notamment en analysant des espèces vivant à plus grande profondeur 

(Sepia hedleyi Reid et al. 2005) que Sepia officinalis. Une telle étude comparative 

permettrait notamment de corréler ou non les caractéristiques microstructurales des os 

aux conditions de pression hydrostatique et au répertoire sécrétoire coquillier.  
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Ces travaux pourraient apporter des données essentielles à la compréhension des 

mécanismes qui régissent la formation coquillière chez Sepia officinalis et ses proches 

parents.  
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Conclusions et perspectives 

  

 La biominéralisation est un phénomène ancien, connu au moins depuis la fin de 

l’Ediacarien (~550 Ma) chez les métazoaires. Parmi eux, les mollusques représentent un 

phylum fascinant, largement étudié dans le contexte de la minéralisation coquillière : les 

bivalves et les gastéropodes, notamment, ont fait l’objet d’un grand nombre de travaux de 

recherche principalement centrés sur la structure et l’ultrastructure de leur coquille ainsi que 

sur la caractérisation de la matrice organique responsable de la formation de cette coquille. 

Les céphalopodes, quant à eux, ont plutôt été délaissés. Ils représentent pourtant un groupe 

majeur de mollusques, particulièrement intéressants dans le cadre de l’étude du phénomène de 

biominéralisation. En effet, leur histoire macroévolutive témoigne d’une tendance générale à 

l’internalisation et à la réduction coquillière, voire à sa disparition complète. Cependant, les 

données concernant la matrice organique de ces organismes sont encore rares et éparses, et il 

est impossible de déterminer si les représentants à coquille de ce groupe utilisent un même 

ensemble de macromolécules (i.e. une même « boîte à outils moléculaires ») dans 

l’élaboration de leur coquille.  

 L’objectif de ce travail de thèse était donc de comparer les « boîtes à outils 

moléculaires » de trois représentants actuels du groupe, à savoir la spirule Spirula spirula, 

l'argonaute voilier brun Argonauta hians et la seiche commune Sepia officinalis. Pour cela, 

deux approches couplées ont été entreprises avec, d’une part, une caractérisation physique de 

la structure minéralisée de chacun de ces organismes et d’autre part, une caractérisation 

biochimique et protéomique de leur matrice organique coquillière.  

 Les résultats obtenus ont permis d’élargir notre connaissance sur les processus de 

biominéralisation chez les céphalopodes, en permettant notamment l’acquisition des toutes 

premières bases de données biochimiques et protéomiques de deux organismes encore 

énigmatiques à ce jour : la spirule et l’argonaute.   

 

1) Synthèses des principaux résultats 

 Dans le chapitre dédié à l’étude de la biominéralisation chez Spirula spirula, 

l’observation au MEB de la géométrie et de l’organisation spatiale des différentes 

microstructures coquillières nous a permis de proposer un premier modèle conceptuel de la 
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chronologie sécrétoire de la coquille chez cet organisme. Dans ce modèle, nous envisageons 

une croissance bidirectionnelle de part et d’autre d’une lamelle de nature organique, ainsi 

qu’une invagination progressive du tissu minéralisant pour expliquer la morphologie 

particulière de la jonction septe/paroi coquillière.  

La combinaison d’approches physiques et biochimiques témoigne d’une prédominance 

des saccharides au sein de la matrice coquillière : la β-chitine et autres polysaccharides 

représentent à eux seuls près de 80 % de la fraction insoluble. Cette dernière constitue 70 % 

du matériel organique de la coquille. La fraction soluble, quant à elle, présente également une 

grande similitude avec la chitine, comme en témoigne la réactivité de lectines fixatrices de 

chitine par test ELLA. Il semble que la chitine représente 50 à 60 % de la matrice organique, 

ce qui signifie que la matrice organique coquillière de S. spirula est plus chitineuse que 

protéique, une caractéristique particulièrement surprenante et inhabituelle qui rapproche cette 

matrice de celle des seiches (Sepiidae).  

L’analyse protéomique in silico, basée à la fois sur une base de données issue de modèles 

métazoaires hétérologues et sur le transcriptome du manteau de l’organisme lui-même, génère 

un jeu de protéines en cohérence avec les résultats précédents, parmi lesquelles plusieurs 

enzymes impliquées dans l’assemblage, la dégradation et la modification de la trame 

chitineuse (chitobiase, chitine-déacetylase, chitinase, etc.). L’analyse révèle également des 

protéines particulièrement intéressantes dans le contexte de la biominéralisation : une 

tyrosinase, une sérine protéase, une transferrine, une inhibitrice de sérine protéase et une 

matriline. D’autres protéines, porteuses de motifs ou de domaines à affinités avec le calcium 

sont également identifiées, mais sont supposées plutôt jouer un rôle dans la signalisation 

extracellulaire plutôt que dans la nucléation cristalline ou le transport d’ions. Enfin, ces 

analyses identifient un certain nombre de protéines cytoplasmiques ou nucléaires (actine, 

tubuline, histones…), ces dernières pouvant avoir une fonction antibactérienne. 

L’étude du transcriptome du manteau révèle, quant à lui, de nombreux acteurs 

moléculaires parmi lesquels des protéines extracellulaires, des enzymes et des protéines 

associées aux saccharides, des protéines cytoplasmiques, des protéines impliquées dans la 

signalisation cellulaire et d’autres, aux fonctions encore inconnues. Autre fait particulièrement 

intéressant, la matrice semble dénuée de certains composés organiques habituellement 

associés aux matrices calcifiantes : c’est notamment le cas de l’anhydrase carbonique qui ne 

serait donc pas incorporée à la matrice coquillière de S. spirula.  
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Enfin, nos données tendent à montrer qu'il n’existe aucune ressemblance entre la matrice 

organique coquillière de la spirule et celles d’autres céphalopodes ou mollusques à coquille. 

Cela suggère que la spirule possède un répertoire sécrétoire unique pour l'élaboration de sa 

coquille, ce qui revient à dire que ce répertoire est propre au clade ("clade-dépendant"). 

 

  Dans le chapitre dédié à l’étude de la biominéralisation chez Argonauta hians, 

nous avons suggéré un mode de minéralisation bidirectionnel, de part et d’autre d’une fine 

couche organique, impliquant le mouvement des voiles dorsaux de l’animal depuis l’extérieur 

de la coquille vers l’intérieur, et inversement. Ce modèle semble soutenu par l’observation, in 

situ, de spécimens aux voiles dorsaux rétractés à l’intérieur de la coquille (Peigné et al. 2009; 

Stephens 1965).  

L’approche biochimique de la matrice organique coquillière suggère la prédominance de 

la fraction soluble sur la fraction insoluble, un fait particulièrement inhabituel chez les 

coquilles riches en matière organique. Autre fait intéressant : la fraction protéique apparaît 

comme prépondérante au sein de la matrice. Ainsi, la matrice soluble semble constituée de 7 à 

10 % de saccharides, essentiellement du type glycosaminoglycanes sulfatés (généralement 

associés à la précipitation du carbonate de calcium), tandis que la matrice insoluble est dénuée 

de chitine. Par ces simples observations, la matrice organique coquillère de A. hians est 

fondamentalement différente de celle de la spirule ou de la seiche, toutes deux enrichies en 

chitine.  

L’analyse protéomique in silico de la matrice ne révèle qu’un nombre très limité de 

résultats (« hits ») avec des protéines coquillières déjà connues au sein du phylum des 

mollusques. Parmi elles, les histones (protéines nucléaires) systématiquement recouvertes à 

plus de 10 % par nos peptides. Ces peptides « histone-like », déjà découverts au sein d’autres 

matrices coquillières, sont généralement associés à un rôle d’agent antimicrobien en domaine 

extracellulaire. Dans le cas de l’argonaute, une telle fonction semble essentielle sur le front de 

minéralisation – si les voiles dorsaux alternent bien entre une position externe et interne à la 

coquille – afin d’en protéger l’intégrité. L’analyse révèle également plusieurs protéines 

cytoplasmiques (actines, tubulines, tropomyosines, etc.) ainsi qu’une enzyme impliquée dans 

la sécrétion des glycosaminoglycanes sulfatés. Un autre fait intéressant est l’absence de 

certaines fonctions moléculaires habituellement identifiées au sein des matrices coquillières : 
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c’est notamment le cas de l’anhydrase carbonique ou de la tyrosinase, deux enzymes 

« classiques » en biominéralisation.  

Là encore, l’ensemble de ces résultats suggère un jeu de macromolécules unique, très 

différent de celui des autres céphalopodes (y compris Spirula spirula) et mollusques connus à 

ce jour et laisse supposer que ces outils moléculaires ne sont pas hérités d’un ancêtre commun 

aux céphalopodes ou aux mollusques, mais auraient plutôt été recrutés au sein du clade des 

Argonautidae.  

 

Dans le chapitre dédié à l’étude de la biominéralisation chez Sepia officinalis, 

l’étude de préparations histologiques et de la géométrie des microstructures coquillières plaide 

en faveur d’une minéralisation bidirectionnelle, de part et d’autre de la couche la plus interne 

du bouclier dorsal de l’animal, sous l’activité combinée des parties dorsales et ventrales du 

sac coquillier. L’analyse microstructurale et histologique de l’os de seiche et de sa relation 

avec l’épithélium calcifiant semble témoigner d’un contact étroit entre les deux tissus, 

remettant ainsi en question l’existence même d’un espace extrapalléal, dédié à la 

minéralisation, chez cet organisme. Le concept d’ « espace extrapalléal » suppose que 

l’épithélium calcifiant exerce un contrôle à distance sur le dépôt minéral, sans contact direct 

avec le front de minéralisation. Il suppose également qu’il existe une sorte de « téléguidage » 

et d’auto-assemblage de la matrice organique et des ions minéraux précurseurs, sans 

intervention cellulaire. Outre la question des dimensions de cet espace, largement variable 

d’un modèle à un autre (Audino et al. 2015; Checa et al. 2014; Rousseau et al. 2009; Simonet 

Roda et al. 2019), l’attribution d’un rôle à celui-ci est aujourd’hui encore débattue dans la 

littérature, où on lui préfère un modèle dans lequel l’épithélium calcifiant est en contact direct 

avec la coquille et où la matrice organique est sécrétée sous la forme d’un gel au sein duquel 

se produit la biominéralisation (Addadi et al. 2006; Nudelman et al. 2007). Ici, et considérant 

nos observations, nous ne pouvons pas certifier qu’il n’existe pas d’espace sub-micrométrique 

ou nanométrique entre les tissus organiques et minéralisés. Nos observations en microscopie 

optique montrent simplement un contact étroit entre front de minéralisation et épithélium 

interne du sac coquillier.  

La combinaison d’approches physiques et biochimiques démontre une correspondance 

presque parfaite entre la fraction insoluble de la matrice et la chitine. Dans une moindre 

mesure, cette similitude est également vraie pour la fraction soluble. Nos observations 
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témoignent d’une composition coquillière riche en matière organique (5 à 7 % du poids total 

de la coquille) : il s’agit là d’une caractéristique inhabituelle chez les mollusques coquilliers, 

pour lesquels la matrice représente rarement plus de 1 % du poids total (Marin et al. 2014). 

Un tel caractère (i.e. coquille riche en matrice organique) est généralement associé à un état 

plésiomorphe, « ancestral » (notamment chez les bivalves, Palmer 1983, 1992) : il est donc 

intéressant de noter que la seiche, un organisme appartenant à un groupe récent (apparu au 

Paléogène, Neige 2003) possède une telle caractéristique.  

L’analyse protéomique in silico, en cours au moment de l’écriture de ce manuscrit, 

devrait fournir des informations intéressantes sur l’éventuelle similitude de la matrice 

organique de S. officinalis avec d’autres mollusques/céphalopodes minéralisants, notamment 

la spirule. 

 

Par conséquent, il semblerait que malgré un mode de minéralisation similaire (i.e. 

bidirectionnel), la matrice organique de Spirula spirula et Argonauta hians ne se ressemblent 

pas. Les quelques comparaisons effectuées avec les données disponibles dans la littérature sur 

les modèles Nautilus et Sepia demeurent également infructueuses. Plus intéressant encore, ces 

matrices ne présentent que peu (voire pas) de ressemblance avec celles d’autres mollusques 

coquilliers. Ces résultats suggèrent que les outils moléculaires impliqués dans les processus de 

formation coquillières de chacun de ces organismes ne sont pas hérités d’un ancêtre commun 

aux céphalopodes ou mollusques proches, mais qu’ils ont évolué, de manière indépendante, 

au sein de chaque clade. Ils laissent également à penser qu’il n’existerait pas de signal 

phylogénétique dans les outils moléculaires des différents représentants du groupe : en effet, 

la spirule et la seiche, deux organismes a priori proches, semblent présenter des matrices 

coquillières différentes bien que toutes deux riches en chitine. Néanmoins, il est nécessaire de 

noter que les analyses protéomiques in silico réalisées au cours de ce travail de recherche 

reposent sur des bases de données préexistantes, compilant seulement les informations 

connues sur la matrice organique d’une quarantaine de mollusques, toutes classes confondues. 

Ainsi, ce registre de données sur lequel nous basons nos comparaisons apparaît comme 

largement incomplet, au vu de la diversité actuelle des mollusques coquilliers. De plus, 

l’absence de données transcriptomiques à combiner à l’approche protéomique, notamment 

chez l’argonaute, entraîne la production de résultats partiels à interpréter avec précaution.  
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Enfin, il est important de souligner que les matrices organiques ne constituent pas un 

support simple de l’information taxonomique. Les coquilles (et autres structures minéralisées) 

apparaissent généralement composées d’un mélange de protéines à fonctions « anciennes » 

conservées au cours de l’évolution (c’est le cas des anhydrases carboniques ou des 

tyrosinases, Marie et al. 2017) et d’autres, dont les fonctions semblent évoluer très 

rapidement (Jackson et al. 2006; McDougall et al. 2013): parmi elles, on retrouve notamment 

les fonctions portées par les domaines moléculaires à faible complexité (RLCDs). Il en résulte 

donc que les matrices coquillières font preuve d’une évolution « mosaïque » (Marin et al. 

2016), dans le sens où tous les constituants protéiques n’évoluent pas au même rythme. Cette 

problématique est remarquablement bien illustrée dans le travail de Jackson et al. (2015), où 

les auteurs identifient des protéines uniques à la lignée du brachiopode Magellania venosa, 

mais également des protéines présentant des similarités de séquences avec certaines protéines 

coquillières de Pinctada margaritifera (bivalve), de Crassostrea gigas (bivalve), de 

Strongylocentrotus (oursin) ou encore d’Acropora millepora (corail scléractiniaire). Par 

conséquent, il apparait difficile d’envisager les matrices organiques coquillières comme des 

sortes d’ « horloges » permettant de juger – ou tout du moins, d’estimer – la proximité 

phylogénétique de différents spécimens, étant donné les rythmes évolutifs hétérogènes de ses 

constituants protéiques et les potentielles homologies/convergences évolutives. 

 

2) Les perspectives « immédiates » 

L’importance du transcriptome 

La très faible quantité de données existantes à ce jour sur les matrices coquillières des 

céphalopodes, et le puzzle encore incomplet que constituent nos caractérisations biochimiques 

et protéomiques de celles-ci soulignent l’importance de l’acquisition de transcriptomes des 

tissus minéralisants chez ces organismes.  

L’analyse protéomique in silico entreprise dans ce travail de recherche est un moyen 

très efficace d’identifier les protéines présentes dans la coquille : néanmoins, la mise en 

évidence de la présence d’une protéine dans une structure minéralisée ne suffit pas à en 

prédire la fonction dans le processus de calcification. En effet, il est parfaitement envisageable 

que certaines protéines piégées dans le squelette minéral de l’organisme ne soient incorporées 

que du seul fait de leur présence dans le milieu au moment de la minéralisation, et n’auraient 

donc aucun rôle biologique dans la formation de la coquille (Marin et al. 2016). À l’inverse, 
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d’autres protéines peuvent ne pas avoir été incorporées bien que biologiquement actives dans 

le processus (Le Roy et al. 2012, 2014; Marin et al. 2016). De plus, ce type d’étude repose sur 

la comparaison de données expérimentales et théoriques très dépendantes de la quantité et de 

la qualité des informations de séquences contenues dans les bases de données pour une espèce 

donnée. Or, les espèces étudiées ici ne sont pas des organismes « modèles » de biologie et par 

conséquent, les données à leur sujet sont encore extrêmement lacunaires et nos comparaisons 

doivent donc s’étendre à des organismes plus éloignés phylogénétiquement.  

 L’analyse transcriptomique permet, quant à elle, d’accéder à l’ensemble des séquences 

des protéines sécrétées par le tissu minéralisant à un instant t. Ces séquences pourraient être 

ensuite comparées aux bases de données de séquences déjà connues chez les mollusques et les 

céphalopodes, mais permettraient également d’étudier les séquences inconnues afin d’en 

prédire les éventuelles fonctions. Enfin, seul le couplage protéomique - transcriptomique offre 

la possibilité d’accroître nos connaissances de la matrice organique coquillière, comme c’est 

le cas ici avec la spirule Spirula spirula.  

L’obtention d’un nombre important de transcriptomes chez l’ensemble des céphalopodes à 

coquille apparaît donc comme une nécessité dans l’étude du phénomène de 

biominéralisation : elle permettrait, d’une part, la documentation plus complète de la matrice 

coquillière chez chacun de ces organismes et d’autre part, de quantifier avec plus de matière 

et de confiance le degré de similitude entre matrices organiques dédiées à la minéralisation. À 

plus long terme, cette approche nous permettrait d’inférer l’histoire évolutive de la matrice 

coquillière chez ces organismes.  

 

 Au cours de l’embryogenèse, tous les céphalopodes présentent un sac coquillier, 

même ceux dénués de rudiments coquilliers au stade adulte (Boletzky 1989; Naef 1928). En 

effet, parmi tous les représentants actuels du groupe, certains gardent encore les vestiges 

d’une coquille : ainsi, les calmars ont une structure chitineuse (la plume de calmar) sécrétée 

par un tissu coquillier et certains octopodes possèdent des stylets, interprétés comme les restes 

de la coquille ancestrale. Dans ce contexte, l’étude transcriptomique du sac coquillier chez les 

formes non minéralisantes apparaît comme particulièrement pertinente afin de mieux 

documenter l’histoire évolutive des processus de minéralisation coquillière au sein de ce 

groupe : existe-t-il des protéines, originellement dédiées à l’activité de biominéralisation qui 

auraient été conservées chez ces formes et recrutées pour d’autres fonctions ? Les formes non 
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calcifiantes de céphalopodes ont-elles gardé dans leurs gènes la capacité à sécréter un 

squelette minéralisé ? 

 

Les anticorps, première approche de la quantification des similitudes entre les 

matrices organiques calcifiantes.  

L’acquisition de transcriptomes, impliquant l’échantillonage de plusieurs individus par 

espèce, est un procédé hasardeux en ce qui concerne nos modèles d’étude, en particulier deux 

d’entre eux : cette technique nécessite l’obtention de tissus fraîchement disséqués, d’individus 

actifs, c’est-à-dire calcifiants. Or, se procurer ce genre de matériel est compliqué, notamment 

pour des organismes énigmatiques comme la spirule ou l’argonaute dont l’élevage en 

laboratoire n’est pas envisageable à l’heure actuelle. Aussi, dans le cadre de l’étude et de la 

quantification (même relative) des potentielles similitudes entre les matrices organiques de 

céphalopodes actuels, une autre approche peut être tentée lorsque la réalisation de 

transcriptomes n’est pas immédiatement réalisable : l’utilisation d’anticorps, qui ne nécessite 

que du matériel coquillier dont on extrait la matrice organique. À partir de là, au moins deux 

possibilités s’offrent à nous :  

- Le lyophilisat de la matrice totale peut être utilisé à la production d’anticorps 

polyclonaux, dirigés contre l’ensemble de la matrice organique, qu’elle soit telle 

quelle, c’est-à-dire avec sa fraction saccharidique, ou bien déglycosylée 

chimiquement, ce qui est mieux. Ces anticorps peuvent ensuite être utilisés par tests 

ELISA croisés avec d’autres représentants du groupe des céphalopodes, mais 

également lors d’expériences de marquage in situ, à la fois au sein de la coquille dont 

a été extraite la matrice, mais aussi au sein de la coquille d’autres céphalopodes.  

- À la suite de préparations électrophorétiques monodimensionnelles SDS-PAGE, des 

fractions protéiques semi- ou complètement purifiées peuvent également servir à la 

production d’anticorps polyclonaux utilisables dans les mêmes conditions qu’indiqué 

ci-dessus.  

Bien que largement en deçà des approches « omiques » de par la quantité et la qualité 

d’informations obtenues, l’approche par les anticorps permet aussi d’accroître notre 

connaissance quant aux potentielles similitudes qui existent entre les matrices organiques de 

céphalopodes. Néanmoins, il est important de noter que l’utilisation d’anticorps polyclonaux 

présente quelques limitations, inhérentes à la technique : on ne peut prédire la qualité d’un 
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anticorps qu’après l’avoir testé. Certains anticorps sont trop « spécifiques », d’autres trop 

« généralistes ». L’immunodominance de certains épitopes introduit des biais analytiques, 

rapprochant faussement des matrices qui sont en réalité très différentes, éloignant d’autres qui 

au contraire, possèdent de nombreuses similitudes.  

 

Loin d’opposer approche immunologique et approches « omiques », on peut les associer. 

En effet, à partir d’un transcriptome du manteau d’un organisme, il est possible d’identifier 

une protéine d’intérêt, notamment sur la base de ses potentielles fonctions dans la 

minéralisation. Dans un tel cas de figure, il est envisageable de déterminer les séquences 

peptidiques les plus immunogènes au sein de cette protéine, qu’il s’agira ensuite de 

synthétiser. Les peptides immunogènes synthétiques sont alors liés de manière covalente à 

une protéine vectrice (un « carrier », le plus souvent la KLH), et inoculés à un lapin pour la 

production d’anticorps dirigés contre ces peptides immunogènes. Ceux-ci peuvent être ensuite 

utilisés dans le cadre d’un marquage in situ de la protéine d’intérêt, à la fois au sein de la 

structure coquillière de l’organisme, mais également au sein de ses tissus organiques 

calcifiants, c’est-à-dire l’épithélium de son manteau. Ainsi, la transcriptomique couplée au 

marquage in situ permettrait d’élaborer une cartographie précise de la distribution d’une 

protéine au sein des deux compartiments de la biominéralisations : la coquille et le tissu 

calcifiant. Il nous serait alors possible de savoir quelle région cellulaire est responsable de la 

sécrétion de cette protéine, et à quel endroit de la coquille celle-ci est localisée. 

Les anticorps peuvent être également utilisés dans le cadre de tests ELISA croisés avec la 

matrice organique d’autres céphalopodes coquillier, puis dans un second temps, lors 

d’expériences de marquage in situ au sein de la coquille de ceux-ci. Cette seconde alternative 

permet, quant à elle, la mise en évidence de protéines coquillières communes et donc 

conservées au sein du groupe des céphalopodes. 

 

L’histologie et l’ontogénie pour mieux comprendre le mécanisme et la 

physionomie du processus de biominéralisation… 

 L’exploration de préparations histologiques apparaît également comme un outil 

puissant dans l’étude du phénomène de minéralisation coquillière. Cela nous permettrait 

notamment de mieux comprendre les relations entre les tissus organiques et minéralisés 
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d’organismes encore méconnus (spirule, argonaute), mais également de répondre à certaines 

questions majeures dans le contexte de la biominéralisation : la nucléation cristalline survient-

elle en milieu extracellulaire, sous l’effet d’une sursaturation du fluide extrapalléal (via 

l’activité de pompes membranaires) ou bien des granules minéralisés sont-ils acheminés 

depuis le domaine intracellulaire ? Existe-t-il une zonation cellulaire au sein du tissu 

minéralisant ? Quelle zone est-elle active ? De plus, une approche histologique à différents 

stades ontogénétiques (chez la seiche notamment, par souci d’acquisition de suffisamment 

d’échantillons) permettrait de documenter le processus de formation coquillière, du point de 

vue de l’activité des tissus minéralisants, tout au long du développement de l’organisme. 

 

L’étude en profondeur des microstructures coquillières, de leur géométrie et de leur 

organisation spatiale nous a permis, dans ce manuscrit, de proposer une potentielle 

chronologie des évènements sécrétoires. Néanmoins, ces travaux de recherche mettent en 

exergue la nécessité absolue d’étudier, à l’échelle microscopique et microstructurale, le 

développement coquillier au cours de l’ontogenèse de chacun de ces organismes.  

Par exemple, dans notre schéma conceptuel chez S. spirula, nous invoquons une 

invagination progressive de l’épithélium externe calcifiant du manteau pour permettre la 

formation d’un septe. Néanmoins, cette hypothèse suppose la sécrétion simultanée de toute la 

longueur du septe (et du canal siphonal) ainsi qu’une morphologie très particulière de 

l’épithélium calcifiant au moment de la jonction septe/canal siphonal. Il apparaît alors 

nécessaire d’étudier la formation coquillière à différents stades de développement afin de 

mieux comprendre la physionomie du processus : quelles positions successives l’épithélium 

minéralisant occupe-t-il, et à quel moment ? De la même manière, il semble nécessaire 

d’étudier le développement coquillier chez des femelles argonautes à coquilles juvéniles 

(c’est-à-dire lorsqu’elles sont en train d’élaborer leur coquille) afin d’élucider l’incertitude 

planant encore sur la physionomie de la sécrétion coquillière : les bras alternent-ils réellement 

entre deux positions pour fabriquer la coquille ? Dans le cas de la seiche, l’investigation des 

microstructures coquillières depuis des stades juvéniles jusqu’à adultes paraît également 

incontournable afin de pleinement comprendre la chronologie de sécrétion coquillière, mais 

également d’expliquer la disparition tardive des stries visibles à travers le bouclier dorsal chez 

les juvéniles. 
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 Enfin, l’émergence au cours de ces dix dernières années de nouveaux outils 

moléculaires dégage un champ infini de possibilités dans l’étude des processus et mécanismes 

de la biominéralisation. Parmi eux, la méthode CRISPR-Cas9 (Doudna & Charpentier 2014) 

apparaît comme particulièrement intéressante : elle permet notamment de cibler un gène 

donné pour le neutraliser de manière simple et précise. Cette technique repose sur un système 

naturel, utilisé par les bactéries pour se protéger des infections virales, à savoir l’inactivation 

d’un gène par sectionnement d’une séquence cible en son sein. Pour cela, il est nécessaire de 

fournir à la protéine Cas9 un ARN guide : c’est-à-dire une copie de la séquence cible du gène 

d’intérêt, lui permettant ainsi de la reconnaitre et de l’éliminer. Ainsi, ces véritables ciseaux 

moléculaires permettent d’envisager deux stratégies dans l’étude du rôle de certains gènes 

dans le processus de biominéralisation, et par extension de la fonction des protéines codées 

par celui-ci. La première consiste à éliminer la séquence cible et à laisser le gène se 

recombiner, induisant des mutations et donc l’inactivation de ce gène. La seconde consiste à 

remplacer la séquence cible par une autre version. L’une ou l’autre de ces stratégies permet 

d’étudier le rôle et la fonction des protéines finalement codées par le gène dans le processus 

de biominéralisation. Évidemment, une telle approche ne semble envisageable que dans le cas 

de la seiche commune Sepia officinalis, qui peut s’élever en laboratoire et dont un génome est 

déjà disponible. Cela nécessite néanmoins une connaissance approfondie du transcriptome 

(i.e. des protéines sécrétées par le tissu calcifiant) afin de pouvoir cibler des gènes d’intérêt au 

sein du génome.  

 

3) Les perspectives à plus long terme 

La chitine : preuve de l’évolution mosaïque de la matrice organique. 

Après la cellulose, la chitine constitue le polysaccharide naturel le plus abondant du 

monde vivant. Étant donnée la diversité des phylums qui expriment cette molécule et leur 

éloignement phylogénétique, la chitine est une invention biologique très ancienne (Wagner 

1994) : on la retrouve en effet aussi bien chez les champignons que chez les métazoaires et, 

chez ces derniers, aussi bien chez les ecdysozoaires (arthropodes) que chez les 

lophotrochozoaires (mollusques, par exemple). Apparue bien avant le processus de 

biominéralisation, elle semble constituer un support physique incontournable au dépôt 

minéral : en effet, chez les mollusques, la chitine est responsable de la nucléation et de 

l’orientation de la phase minérale au cours du processus de minéralisation, notamment dans le 
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cas de la nacre (Nudelman 2015), microstructure « inventée » très précocement (Cambro-

Ordovicien). Ainsi, la chitine apparaît comme une caractéristique ancestrale (plésiomorphe) 

de la biominéralisation. Néanmoins, chez les céphalopodes, certains clades récents comme 

Spirula ou Sepia utilisent encore cette molécule dans l’élaboration de leur coquille. Ainsi, la 

matrice organique coquillière de ces organismes concentre à la fois des caractères modernes 

(avec certaines molécules probablement clade-spécifiques) et plésiomorphes tels que la 

chitine. Cette coexistence de molécules profondément conservées et d’autres, évoluant 

visiblement plus rapidement démontre l’évolution « mosaïque » (Marin et al. 2016) de la 

matrice organique lorsqu’elle est considérée dans son ensemble, chez ces représentants du 

groupe des céphalopodes.  

À l’inverse, il est également très intéressant de remarquer que l’argonaute, lui, semble 

dépourvu de cette molécule au sein de sa coquille. En effet, nos différentes analyses ont 

échoué à mettre en évidence la présence, même indirecte, de chitine au sein de la matrice 

organique. Il semble donc que cet organisme ait abandonné l’usage de la chitine dans le 

modelage et la minéralisation de sa coquille. Ainsi, la perte de chitine apparaît comme une 

apomorphie propre au clade des Argonautidae. Ceci soulève une question majeure : comment 

l’argonaute s’est-il affranchi de la chitine dans l’élaboration de sa coquille ? L’a-t-il remplacé 

par une autre molécule « support » ? 

Au vu de ces constatations, il serait intéressant de vérifier si d’autres céphalopodes 

possèdent encore cette capacité à fabriquer et à utiliser la chitine, à partir de leur sac 

coquillier. Cette problématique pourrait être abordée sous l’angle de la présence ou l’absence 

du cortège d’enzymes et protéines impliquées dans le métabolisme de la chitine. La question 

ne se pose évidemment pas pour des organismes comme le calmar, présentant un vestige 

coquillier purement chitineux (i.e. la plume de calmar) mais elle prend tout son sens dans le 

cas des pieuvres qui possèdent, pour certaines, un vestige coquillier en phosphate de calcium 

(Márquez & Ré 2009; Napoleão et al. 2005). Étendre l’étude à d’autres représentants à 

coquille apparaît également pertinent, afin de dresser une cartographie précise de la richesse 

en chitine des différentes matrices minéralisantes du groupe. Ceci permettrait sans doute de 

mieux comprendre l’histoire évolutive de ces matrices chez les céphalopodes.  
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Vers l’exploration des autres structures minéralisées et non-minéralisées chez les 

céphalopodes 

Les céphalopodes, actuels ou fossiles, sont également dotés de plusieurs autres 

structures minéralisées et non-minéralisées aux fonctions diverses : les statolithes, par 

exemple, sont des structures calcaires qui servent notamment à l’orientation de l’animal. Le 

bec et la radula (ou encore certains anneaux de ventouses), des structures essentiellement 

chitineuses, sont quant à elles associées à la nutrition. Dans la prolongation de notre étude, 

l’exploration de ces structures apparaît comme particulièrement intéressante. 

D’une part, les statolithes représentent un intérêt majeur dans l’étude des phénomènes de 

biominéralisation chez les céphalopodes. Ces structures calcaires, généralement de nature 

aragonitique, sont au nombre de deux chez ces organismes : chaque statolithe est enfermé 

dans une cavité appelée statocyste, remplie d’un fluide, et dont la paroi interne est tapissée de 

récepteurs sensoriels cellulaires ciliés. Les statolithes ont déjà fait l’objet de nombreuses 

études chez les céphalopodes : chez les coléoides, leur croissance par incrémentation sert 

notamment à évaluer l’âge des spécimens auxquels ils appartiennent (Arkhipkin et al. 2018). 

En revanche, la documentation sur le phénomène de biominéralisation de ces structures, ainsi 

que sur le pourcentage de matière organique en leur sein, est quasi-inexistante : une seule 

étude semble faire état de ces problématiques à ce jour (Bettencourt & Guerra 2000). Il 

apparaît donc particulièrement pertinent de s’intéresser à ces structures, et au phénomène de 

biominéralisation à leur origine : quel est le processus qui régit cette minéralisation ? Quel(s) 

point(s) commun(s) entre le tissu a priori minéralisant des statocystes et le sac coquillier ? 

Existe-t-il des outils moléculaires identiques entre le processus de formation des statolithes et 

celui de l’élaboration coquillière ? Existe-t-il une part chitineuse, qui servirait de trame à la 

minéralisation de ces structures ? 

 

D’autre part, les structures plus chitineuses telles que le bec ou la radula, soulèvent 

notamment deux questions dans le contexte de cette étude. La première concerne l’unicité des 

macromolécules impliquées dans le métabolisme de la chitine : existe-t-il un jeu de 

macromolécules unique à tous les représentants du groupe des céphalopodes, ou bien chaque 

organisme a-t-il recruté une boîte à outils moléculaire qui lui est propre, dans la sécrétion et le 

modelage de la chitine ? La seconde concerne l’utilisation de macromolécules similaires, si ce 

n’est identique, entre ces structures purement chitineuses et la « trame » chitineuse de la 
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coquille chez certains représentants actuels : la seiche ou la spirule utilisent-elles des protéines 

ou enzymes identiques lors de la fabrication des statolithes et de celle de la coquille ? 

 

Quel(s) rôle(s) pour la transferrine, l’actine et les histones dans la 

minéralisation ? 

Les analyses protéomiques in silico entreprises dans ce travail de recherche ont révélé 

des résultats particulièrement énigmatiques du point de vue de la minéralisation. Nous 

identifions ainsi une transferrine dans le transcriptome de Spirula spirula : il s’agit d’une 

glycoprotéine capable de lier les ions ferrique (Fe3+) afin de contrôler le niveau de fer libre 

dans les fluides biologiques. Son activation nécessite la présence d’un anion, généralement le 

carbonate CO3
2-. Ce type de protéine a déjà été identifié au sein de la matrice organique de 

métazoaires : dans l’os de seiche (Le Pabic et al. 2017), dans les otolithes d’un poisson 

cichlidé (Weigele et al. 2016) ou encore dans la coquille d’œuf (Nys et al. 1999). Des études 

récentes tendent à démontrer que les transferrines sont des protéines multifonctionnelles, aux 

rôles physiologiques divers qui commencent tout juste à être cernés (Hughes & Friedman 

2014; Lambert et al. 2005). Certaines sont notamment envisagées comme pleinement actives 

dans le processus de biominéralisation : c’est le cas de l’ovotransferrine, retrouvée dans la 

coquille d’œuf, supposée influencer la nucléation et la croissance cristalline en plus de jouer 

un rôle antimicrobien (Gautron et al. 2001). L’ensemble de ces considérations souligne la 

nécessité urgente d’étudier ce type de macromolécules, afin d’en comprendre le rôle et les 

fonctions au cours du processus de minéralisation.  

 

Nos analyses ont également révélé plusieurs protéines cytoplasmiques et nucléaires, 

parmi lesquelles des actines et des histones, à la fois chez Spirula spirula et Argonauta hians. 

Les actines et autres protéines cytoplasmiques (tubulines, tropomyosines, etc.) sont souvent 

interprétées comme une contamination des échantillons. Dans notre cas, nous ne pouvons pas 

éliminer cette hypothèse. Cependant, nos protocoles de nettoyage des structures coquillières 

avant extraction de la matrice sont minutieux et poussés, si bien qu’ils nous permettent 

d’envisager une autre alternative : celle d’un rôle de ces protéines au sein de la matrice 

extracellulaire. De telles relations entre ces protéines et le phénomène de minéralisation ont 

déjà été mises en évidence, notamment lorsque des vésicules sont impliquées dans le 

processus (Accinni et al. 1983; Holliday et al.  2020; Rosenthal et al.  2011). Chez les 
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mollusques, Weiss et al. (2006) démontrent une relation entre cytosquelette et matrice 

organique coquillière calcifiante. Ce concept s’étend à d’autres systèmes calcifiants, comme 

les foraminifères où l’actine, sous la forme de pseudo-bras, contrôle activement la formation 

minérale (Tyszka et al. 2019).  

Les histones sont des protéines très basiques, associées à l’ADN nucléaire. Leur présence 

– ou tout du moins celle de peptides dérivés d’histones – au sein de la matrice minéralisante 

n’est pas nouvelle et la communauté scientifique s’accorde à penser que ces protéines (ou 

peptides) peuvent fonctionner en domaine extracellulaire en tant qu’agents antimicrobiens. 

Cette hypothèse a été évoquée à de nombreuses reprises dans le cadre de l’étude de la matrice 

organique de la coquille d’œuf (Réhault-Godbert et al. 2011) et a même été partiellement 

confirmée dans un autre modèle. La molluskine, un peptide antimicrobien retrouvé chez 

plusieurs mollusques, semble être dérivée d’une histone H2A (Sathyan et al. 2012). Il se peut 

alors que ces histones (ou domaines similaires à ceux d’une histone) fassent partie d’un 

système moléculaire de protection, impliquant également des protéines aux propriétés 

immunitaires (de type "immunoglobulines" ou "lectines").  

 

L’ensemble de ces considérations témoigne du rôle encore sous-évalué des protéines 

nucléaires et cytoplasmiques dans le processus de minéralisation coquillière et de la nécessité 

d’étudier ces problématiques afin de pouvoir les expliquer de manière appropriée. Dans un 

premier temps, ce type d’investigation pourrait être mené chez des organismes modèles de la 

biominéralisation, comme certains bivalves (Pinctada, Mytilus, etc.) avant d’envisager 

d’étendre les expérimentations à des modèles moins connus, comme ceux présentés ici.  

 

Pluralité des répertoires sécrétoires versus microstructure du produit fini. 

Les travaux de recherches présentés dans ce manuscrit ont révélé l’existence de 

certains points communs du point de vue de la microstructure coquillière de nos organismes. 

Les modèles étudiés ici ont tous une paroi coquillière divisée en trois couches distinctes : 

néanmoins, seules la spirule et la seiche présentent des microstructures similaires. En effet, les 

couches interne et externe de la paroi de S. spirula, de nature (semi-) prismatique, ressemblent 

à celles prismatiques, du bouclier dorsal de S. officinalis. De plus, la couche lamellaire 

observée au centre du bouclier dorsal de la seiche rappelle celle, lamello-fibrillaire, des septes 
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de la spirule. Pourtant, les informations en notre possession au moment de la rédaction de ce 

manuscrit semblent indiquer que les matrices coquillières de ces deux organismes ne 

possèdent pas beaucoup de similitudes moléculaires. Ces observations laissent à penser qu’il 

n’existe pas un seul répertoire de macromolécules, c’est-à-dire une seule boîte à outils 

moléculaires dans la fabrication d’une microstructure donnée. Cette hypothèse, proposée par 

Marin (2020) suggère que les microstructures coquillières sont des propriétés émergentes, i.e. 

des propriétés qui ne peuvent pas être expliquées en considérant leurs constituants pris un à 

un. Dans ce contexte, les protéines coquillières sont les « ouvrières » d’un réseau de 

régulation, dont la coopération conduit à la formation d’une microstructure donnée (« modèle 

en entonnoirs »). La vérification d’un tel modèle nécessite la documentation intensive des 

matrices coquillières et la normalisation des connaissances afin que les répertoires coquilliers 

puissent être comparés entre eux à large échelle. 

 

Biomimétisme : à quand une copie parfaite de ces structures complexes ? 

 Lorsqu’on étudie les microstructures coquillières et la matrice organique qui leur est 

associée, on en vient nécessairement à se demander si nous parviendrons, un jour, à 

reproduire des structures aussi perfectionnées par le biais de techniques purement in vitro. 

Force est de constater que de nombreux aspects de la biominéralisation coquillière demeurent 

encore aujourd’hui flous, si ce n’est, carrément opaques. Malgré la disponibilité de génomes 

et de transcriptomes pour certains organismes modèles, certaines fonctions moléculaires sont 

encore inconnues et les interactions entre les différents acteurs de la biominéralisation sont 

encore sujettes à débat. Il ne s’agit pas là de dresser un portrait défaitiste de nos connaissances 

sur le phénomène de minéralisation biologique, mais plutôt de reconnaître qu’il existe encore 

beaucoup d’inconnues au tableau. Par exemple, le rôle de protéines cytoplasmiques ou 

nucléaires comme cité précédemment, est encore mal estimé. De même, la manière selon 

laquelle la matrice organique influe sur la formation minérale fait encore débat. Il apparaît 

donc nécessaire de poursuivre les efforts de caractérisation et de compréhension des matrices 

organiques de métazoaires, modèles ou non, afin de cerner au mieux la globalité du processus 

pour – pourquoi pas ? – être à même, dans une phase ultérieure, d’en reproduire la mécanique.  
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Méthodes et protocoles analytiques
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Inclusion coquillière et observations microscopiques 
 

 L’inclusion des coquilles (entières ou fragmentées, selon la taille de celles-ci) a été 

réalisée dans le respect des instructions du fabricant (Fluka) : le peroxyde de benzoyle 

(catalyseur) est dissout dans la solution de résine LR White (9,9 g per 500 mL) pendant vingt-

quatre heures, à température ambiante et sous agitation constante. Les coquilles, nettoyées et 

sèches sont immergées dans la résine, au sein de flacons à échantillons. Les préparations sont 

ensuite placées dans une cloche à vide pendant quelques heures, pour le dégazage, puis 

incubées à 60°C pendant 24 heures minimum afin de permettre la polymérisation de la résine. 

Les blocs sont finalement sciés à l’aide d’une scie microtome (Leica SP1600) et polis sur 

disques de toile abrasive de granulométrie décroissante, jusqu'à l'ultime polissage "miroir", à 

l’aide d’une pâte d’alumine (oxyde d'aluminium) de 0,05 μm. Entre chaque phase de 

polissage et après la dernière étape, les préparations sont passés au bain d'ultrasons pour 

enlever les éventuels résidus qui rayeraient les surfaces polies. Les préparations sont ensuite 

légèrement attaquées à l’EDTA (1% wt/vol) pendant deux minutes dans un bain à ultrasons, 

rincées à l'eau claire puis à l'alcool et étuvées ou séchées au sèche-cheveux. Elles peuvent 

ensuite être observées au microscope électronique à balayage (MEB de paillasse Hitachi TM-

1000 ou JEOL JSM-IT 100 InTouchScope™).  

 

Séchage au point critique 
 

Dans le cadre de l’étude de la seiche commune (Sepia officinalis), nous avons eu 

recours à la méthode de séchage au point critique afin de sécher sans endommager les 

spécimens biologiques. Cette technique permet d’éviter la transition directe liquide-gaz d’un 

séchage ordinaire. Ce procédé consiste alors à utiliser le CO2 sous pression, qui se comporte 

comme un liquide. Dans un diagramme de phase eau-CO2 il y a entière miscibilité du CO2 et 

de l'eau au-delà d'une pression d'environ 50 bars. Le CO2 est alors utilisé pour remplacer les 

fluides cellulaires aqueux. Après évaporation du CO2, la préparation est en quelque sorte 

"momifiée", sans déformation. Un tel processus préserve ainsi la structure des tissus 

biologiques des échantillons en évitant une tension de surface trop élevée au moment du 

séchage.  
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Dans notre étude, les seiches juvéniles jusqu’à lors conservées dans de l’éthanol 70% 

sont soumises à des bains successifs d’éthanol de plus en plus concentré (80, 90, 100%) ; 

chacun d’entre eux durant au minimum 3h. Les échantillons sont ensuite placés dans la cellule 

d’un appareil à séchage au point critique automatisé (LEICA EM CPD300, Leica Biosystems, 

Nusslocg, Allemagne) avec ~70mL d’éthanol 100% : la cellule est ensuite refroidie à une 

température inférieure de 5°C à celle de la bouteille de CO2. Par la suite, le CO2 liquide est 

injecté au sein de la cellule selon plusieurs cycles d’échanges (entre 15 et 30 selon la taille de 

l’échantillon). Enfin, la cellule est chauffée à 40°C, permettant ainsi au CO2 liquide 

d’atteindre un état supercritique (où son comportement est intermédiaire à celui d’un liquide 

et d’un gaz) puis elle ventilée afin de sécher l’échantillon.  

Une fois l’échantillon séché, il est utilisé tel quel ou inclus au sein d’une résine LR-White 

pour observation au microscope électronique à balayage. L’échantillon sec peut également 

être utilisé tel quel pour la reconstitution de sa morphologie 3D par scanner surfacique ou 

microtomographie (CT scan). 

 

Préparations histologiques 
 

Les spécimens fraîchement éclos, par leurs os faiblement minéralisés, ne nécessitent 

pas de dissection préalable. En revanche, les juvéniles plus âgés (3 à 6 semaines) sont d’abord 

disséqués afin de retirer l’os de seiche des tissus organiques. Les échantillons sont fixés à 

l’aide d’une solution tampon neutre de formaline (10% formaldéhyde). Ils sont ensuite 

déshydratés au sein d’un automate de déshydratation (ASP300S, Leica) : ils subissent ainsi un 

premier bain de 30 min d’éthanol 70%, puis un bain de 2h30 min d’éthanol 95% (avec 

changement de solution à 30min et à 1h30) et finalement un bain de 2h30 d’éthanol 100% 

(mêmes changements) avant d’être nettoyés au xylène pur durant 3h15 (avec changement de 

solution à 45min et à 1h45). Les échantillons sont ensuite incubés dans la paraffine pour une 

durée totale de 7h à 59°C. Des sections de 5µm d’épaisseur sont réalisées, à l’aide d’un 

microtome (RM2145 Leica), avant d’être déposés sur lame mince où les préparations sont 

colorées à l’aide d’un AutoStainer XL ST5010 (Leica).  
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La coloration à l’Hematoxyline-Eosine, colorant les noyaux en violet ainsi que le 

cytoplasme et la matrice extracellulaire en rose, est réalisée selon le protocole suivant : les 

sections sont nettoyées au xylène à deux reprises, durant 3 minutes avant d’être plongées dans 

l’éthanol 100% (2x3 minutes) puis 70% (3 min) et finalement rincées à l’eau (3x3 minutes). 

Une solution d’hematoxyline de Harris (Leica) est appliquée durant 1 minute, puis les 

sections sont rincées à l’eau (3x2 minutes) avant d’être immergées dans l’éthanol 50% durant 

30 secondes. La solution d’Eosine Y alcoolique (Leica) est ensuite appliquée durant 1min30, 

puis les sections sont immergées dans l’éthanol 50% durant 30 secondes, puis à 2 reprises 

dans l’éthanol 100% pendant 10 secondes. Finalement, elles sont nettoyées au xylène durant 

30 secondes, à deux reprises, avant d’être montées en lames minces, en milieu organique, 

pour observation. 

 

La coloration Von Kossa, permettant de mettre en évidence le calcium au sein des 

tissus (couleur brun orangé), est réalisée selon le protocole suivant : les sections sont 

nettoyées au xylène à deux reprises, durant 3 minutes avant d’être plongées dans l’éthanol 

100% (2x3 minutes) puis 70% (3 min) et finalement rincées à l’eau (3x3 minutes). Une 

solution de nitrate d’argent 2% est appliquée durant 1h30 sous une source lumineuse forte, 

puis les sections sont rincées à l’eau (2x1 minute) puis baignées dans le rouge nucléaire 0,1% 

durant 10 minutes avant d’être rincées à l’eau distillée pendant 1 minute, à deux reprises. Les 

sections sont ensuite baignées dans l’éthanol 100% (2x10 secondes) puis dans le xylène (2x30 

secondes) avant d’être montées en lame mince, en milieu organique, pour observation. 

 

 

Extraction de la matrice organique 
 

 Dans un premier temps, le matériel coquillier subit un broyage manuel (Spirula 

spirula, Sepia officinalis) ou semi-manuel (Argonauta hians), en fonction de la solidité des 

structures coquillières. La poudre grossière ainsi obtenue est ensuite traitée à l’hypochlorite de 

sodium (Merck, 0,6-1,4% de chlore actif, ref 105614) durant vingt heures. Dans le cas de la 

seiche, étant donné sa grande porosité, le nettoyage est réalisé à l’aide d’un tampon salin 

(0,9% NaCl, 0,1% Tris 10 mM, 0,1% Tween20, 0,1% NaN3 1%, pH réajusté à 9 avec du 
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NaOH 0,1 M) pendant 20 minutes pour les os de seiche juvéniles et 24 h pour l’os de seiche 

adulte. L'emploi du Tween20, agent surfactant qui, par ses propriétés tensio-actives, permet la 

désorption des protéines contaminant les surfaces minérales. Enfin, la poudre est rincée à 

l’eau milli-Q, selon plusieurs cycles de mise en suspension et de centrifugation, avant d’être 

mise à l’étuve (37°C) pour séchage avant d'être pesée. 

Une variante de ce protocole a parfois été utilisée (notamment chez Spirula spirula), afin 

de s’intéresser plus particulièrement à la matrice organique intracristalline, et ainsi mettre en 

évidence de potentielles différences de composition entre cette dernière et la matrice 

organique intercristalline. Pour cela, le matériel coquillier est scindé en deux lots : le premier 

subit un nettoyage unique, tandis que le second est soumis à un autre nettoyage à 

l’hypochlorite de sodium, pour une durée de vingt heures également.  

 

 Dans un second temps, la poudre séchée est mise en suspension  dans de l'eau Milli-Q, 

puis elle est décalcifiée par ajout progressif d’acide acétique froid (10% vol/vol), selon un 

débit de 0,1 à 0,5mL (0,1mL pour S. spirula, 0,2 mL pour A. hians et 0.5 mL pour S. 

officinalis) toutes les 5 secondes (S. spirula et A. hians) à 10 secondes (S. officinalis) sous 

agitation constante pendant une nuit entière (d’après le protocole de Marin 2003). La solution 

claire est finalement centrifugée (3900 G, 30 min), permettant de distinguer deux phases : un 

surnageant, et un culot. Le premier, contenant la matrice organique soluble dans l’acide 

(ASM) est filtré sur membrane Millipore de 5 µm puis placé en cellule d’ultrafiltration 

Amicon (400 mL, seuil de 10 kDa pour S. spirula et 3 kDa pour A. hians et S. officinalis) afin 

de réduire la solution à un volume facile à manipuler (env. 15 mL) et, par là même, concentrer 

la matrice soluble. Le second, contenant la matrice organique insoluble dans l’acide (AIM), 

est rincé à l’eau ultra pure selon plusieurs cycles de mise en suspension et de centrifugation, 

ce qui permet de débarrasser la fraction insoluble des derniers sels de calcium Au terme de 

chaque cycle, le surnageant est transféré dans la cellule d’ultrafiltration, avec l’ASM. Après 

cinq cycles de rinçage, le culot est conservé au froid (-80°C). En parallèle, la solution d’ASM 

(10 à 15 mL) est soumise à une dialyse à l’eau milli-Q pendant trois à quatre jours (6 

changements d’eau au total). Enfin, les deux fractions organiques (ASM et AIM) sont 

lyophilisées puis pesées trois à cinq fois sur une balance de précision (Sartorius Quintix35-

1S). Leur masse représente la moyenne des valeurs obtenues.  
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 Quantification des saccharides, des glycosaminoglycanes 

sulfatés, et des protéines 
 

Le contenu saccharidique de la matrice organique soluble (ASM) est analysé selon la 

méthode de Dubois et al. (1951), adaptée à de faibles volumes, dispensés sur microplaque 96 

puits (Dubois et al. 1956; Masuko et al. 2005). Cette technique repose sur la réaction de nos 

échantillons (200 µL, à partir d’une solution stock de 5µg/µL) avec de l’acide sulfurique (500 

µL) et du phénol 5% (100 µL). La préparation est ensuite laissée à refroidir pendant dix 

minutes avant d’être incubée à 37°C pendant trente minutes. Des solutions standard de 

glucose et de maltose (0 à 56 µg/puits) sont traitées de manière similaire en parallèle de nos 

échantillons. Enfin, 200 µL de chaque préparation sont répartis dans les puits d'une 

microplaque de 96 puits. Pour chaque échantillon (ASM organisme et standards), des 

triplicats sont réalisés. La microplaque est finalement lue, à 490 nm, dans un lecteur de 

microplaque (BioRad, modèle 680) et une courbe standard est établie.  

 

Les sucres sulfatés sont quantifiés d’après une technique de détection 

spectrophotométrique. Cette technique, utilisant le bleu de 1,9-diméthylméthylène (DMB) a 

été adapté dans le kit BlyscanTM (Biocolor Ltd., Antrim, Angleterre) pour une détection 

directe à 655 nm sur microplaque. Le sulfate de chondroïtine est utilisé comme standard pour 

la quantification des polysaccharides sulfatés.  

 

Le contenu protéique de la matrice est quantifié à l’aide du kit Quick StartTM Bradford 

Protein Assay (Ref. 5000202, Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA). Dans des Ependorfs 2mL, 

les échantillons sont dilués à partir d’une solution stock de 5µg/µL, et le standard de référence 

est dilué selon sept concentrations différentes (BSA, allant de 2 mg/mL à 0,125 mg/mL), 

avant d’être amenés à réagir avec le réactif de Bradford pour un volume final de 800 µL. La 

mixture est ensuite vortexée, puis incubée à température ambiante pendant 5 minutes avant 

d’être pipetée dans une microplaque 96 puits (200 µL/puits) et lue à l’aide d’un lecteur de 

microplaque à 595 nm. Une courbe standard est ensuite tracée afin de pouvoir mesurer la 

concentration de protéines présentes dans nos échantillons.  
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Électrophorèse monodimensionnelle – SDS-PAGE 
 

La séparation des macromolécules des matrices organiques a été effectuée par SDS-

PAGE : il s’agit d’une électrophorèse sur gel de polyacrylamide, pré-coulé (Mini-PROTEAN 

TGX Gel 4-15% d’acrylamide, 90 mm x 70 mm, Bio-Rad) ou fait maison (12% de 

polyacrylamide), en présence de sodium dodécyl sulfate (SDS). Le SDS, agent dénaturant, se 

lie aux protéines et leur confère une charge négative uniforme. Les protéines qui migrent sous 

l’action d’un champ électrique continu sont séparées en fonction de leur poids moléculaire : 

en effet, elles sont plus ou moins retenues selon leur encombrement stérique dans le gel de 

polyacrylamide qui joue ainsi le rôle de tamis moléculaire. En conditions dénaturantes (c’est-

à-dire en présence de SDS et de β-mercaptoéthanol, ce dernier permettant l'hydrolyse des 

ponts disulfures entre résidus cystéine), la comparaison des distances de migration parcourues 

par les différentes macromolécules de la matrice à celles de protéines connues (standard) 

permet de déterminer le poids moléculaire apparent de ces polypeptides.  

La matrice soluble est directement mise en solution dans un tampon de dénaturation 

(Laemmli, 1970), dit tampon de Laemmli (Tris-HCl 60 mM pH 6,8 ; glycérol 5%, SDS 

0,4% ; β-mercaptoéthanol 0,02% ; bleu de bromophénol 0,1%) puis incubée pendant 5 à 10 

minutes (respectivement pour l’ASM et l’AIM) à 100°C afin d’obtenir une dénaturation 

complète de l’échantillon. Les extraits sont ensuite déposés au sommet du gel de 

polyacrylamide : les étapes de pénétration et de migration des macromolécules au sein du gels 

s’effectuent dans un système mini-protean 3 (Bio-Rad®), par application d’un courant 

continu de 100-120 V dans un tampon de migration (25 mM Tris, 192 mM glycine, 2% SDS) 

pendant une heure à une heure et demie selon la concentration du gel en polyacrylamide. 

 

Il existe de nombreux protocoles de coloration des macromolécules présentes dans les 

gels d’électrophorèse après migration. Ils sont généralement basés sur la capacité du colorant 

ou du révélateur à se lier aux différents groupements chimiques des macromolécules. Alors 

que certaines colorations sont spécifiques des groupements acides (Bleu Alcian), d’autres 

permettent de révéler les composés dithiols des sucres (acide périodique/réactif de Schiff, 

PAS) ou encore les groupements aromatiques des acides aminés aromatiques (Bleu de 

Coomassie). Il est généralement préconisé de diversifier les types de colorations mises en 
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œuvre afin de révéler les différents composés présents dans les matrices organiques 

coquillières. En effet, en raison de leur composition en acides aminés originale et singulière, 

certaines protéines coquillières ne réagissent pas très bien avec les colorations classiquement 

utilisées pour les extraits de tissus non-minéralisés.  

La coloration au nitrate d’argent (Morrissey 1981) permet de révéler l’ensemble (ou la 

grande majorité) des macromolécules présentes dans le gel. Elle colore, en nuances de bruns 

et d’ocre, les différents composés acides de la matrice, de manière plus ou moins intense en 

fonction de la quantité de matériel et du temps de révélation. Il est néanmoins important de 

noter, que d’une expérimentation à une autre, les colorations sont peu reproductibles. De plus, 

certaines protéines très acides peuvent colorer « négativement » lorsque présentes en trop 

grande quantité dans le gel. 

La coloration au bleu de Coomassie (ou bleu BioRad) est la coloration la plus 

classiquement utilisée pour révéler les protéines : le colorant se lie par interaction ionique 

avec les groupements chargés positivement des acides aminés (par ordre de réactivité 

décroissante : arginine, lysine, histidine, tryptophane, tyrosine et phénylalanine). Ce colorant 

ne convient donc pas à l’observation des protéines qui contiennent peu d’acides aminés 

basiques.  

La coloration à l’acide périodique, combiné au réactif de Schiff (PAS) est spécifique 

des groupements diols de la majorité des sucres associés aux protéines (Zaccharius et al. 

1969). Dans le cadre de nos expérimentations, nous avons choisi de suivre le protocole de 

Kapitany & Zebrowski (1973).  

La coloration au « Stains-all » (1-Ethyl-2-[3-(1-ethyl-naphto[1,2-d]thiazoline-2-

ylidene)-2-methylpropenyl] naphtho[1,2-d]thiazolium bromide) a été effectuée selon le 

protocole de Campbell et al. (1983). Elle permet de colorer les protéines « classiques » dans 

des teintes rouges et les protéines qui peuvent, potentiellement, lier le calcium en une teinte 

bleu turquoise caractéristique. Le gel, une fois coloré, est rapidement numérisé car la 

coloration s’estompe et finit par disparaître à la lumière.  

 

Enzyme-linked immunosorbent assay – tests ELISA 
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Cette technique se base sur la réaction spécifique de liaison entre un anticorps et son 

antigène-cible. Elle permet ainsi de détecter et de doser un antigène au sein d’un échantillon, 

par l’intermédiaire d’anticorps spécialisés.  

Pour cela, notre échantillon (contenant une quantité d’antigène inconnue) est déposé, 

en triplicats au sein d’une plaque 96-puits faite en un polymère (Nunc Maxisorp) qui permet 

l'attachement des macromolécules (protéines, polysaccharides). La microplaque est incubée 

durant une heure et demie à 37°C, voire une nuit entière à température ambiante. Après avoir 

retiré la solution et rincé 3 fois les puits, la microplaque est incubée (minimum une demi-

heure, à 37°C) dans une solution de blocage (TBS/gélatine 1%). Les puits sont ensuite vidés 

et la microplaque est incubée durant une heure et demie, à 37°C, avec l’anticorps primaire. 

Dans nos expériences, nous avons utilisé un jeu de douze à dix-sept anticorps différents, 

produits chez le lapin et dirigés contre des matrices fractionnées ou non, ou des protéines 

coquillières purifiées et aux patrons de réactivités variés. Les puits sont rincés trois à cinq fois 

à l’aide d’une solution de TBS/Tween20 0,5% avant d’être incubés durant une heure et demie, 

à 37°C, avec l’anticorps secondaire de chèvre anti-lapin couplé à une enzyme, la phosphatase 

alcaline (GAR-AP). Après avoir de nouveau rincé les puits cinq fois à l’aide d’une solution de 

TBS/Tween20 0,5%, l’activité phosphatase alcaline est révélée par ajout d’une solution de 

substrat (10 mL d'une solution aqueuse de diéthanolamine, à laquelle 5mg de p-nitrophenyl 

phosphate ont été ajouté). La microplaque est finalement lue toutes les quinze minutes, à 405 

nm, à l’aide d’un spectrophotomètre lecteur de microplaque 96-puits. Sur chaque 

microplaque, une série de blanc (sans antigène ni traitement) est réalisée afin de quantifier le 

« bruit de fond » de l’analyse. 

 

Western Blot 
 

Cette technique permet la détection et l’identification de protéines (séparées 

préalablement par électrophorèse sur gel), par des anticorps dirigés contre ces protéines. Dans 

le cas de nos échantillons, les anticorps choisis pour l’expérience sont ceux qui présentaient la 

plus forte réponse au cours des tests ELISA. 

Après migration SDS-PAGE en conditions dénaturantes, les protéines sont transférées 

sur une membrane de polyvinydène difluoride (PVDF) selon le protocole de Matsudaira 

(1987) : les protéines sont chargées négativement et soumises à un champ électrique 
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permettant leur migration depuis la cathode vers l’anode, les détachant ainsi du gel et les 

transférant sur la membrane. Avant transfert, le gel est incubé une quinzaine de minutes dans 

un tampon de transfert (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% méthanol) et mis au contact de la 

membrane de PVDF (ImmobilonTM), après hydratation de celle-ci au méthanol 100% et 

rinçage à l’aide du tampon de Tris-glycine. L'électro-transfert est réalisé, par application d’un 

courant de 120 mA durant une heure et demie.  

La membrane est incubée successivement dans un tampon de blocage (TBS, 1% 

gélatine) permettant de limiter la fixation non-spécifique des anticorps puis dans un tampon 

de TBS (0,1% de gélatine, 0,5% Tween 20) contenant l’anticorps primaire de lapin (dilué 

selon le titre approprié, incubation 90 minutes, température ambiante). Après une série de 7 

rinçages (deux rapides et cinq de dix minutes chacun) dans du TBS/0,5%Tween 20, la 

membrane est finalement incubée dans un tampon de TBS (0,1% de gélatine, 0,5% Tween 20) 

contenant le second anticorps (IgG de chèvre anti-lapin couplé à une enzyme, la phosphatase 

alcaline « GAR-AP » dilué 30000 fois). Après une série de rinçages similaire à la première, la 

membrane est incubée 5 min dans le noir dans une solution chémoluminescente (CDP-Star) et 

est finalement révélée par exposition à un film photo X-Omat (Kodak®), monté dans une 

cassette de développement. Enfin, la membrane est incubée dans une solution de Sigma Fast 

BCIP/NBT (Sigma, ref. B5655), jusqu’à obtention d'une coloration violette intense. La 

coloration est alors interrompue en rinçant la membrane à l’eau avant de la mettre à sécher.  

En parallèle de nos échantillons, un témoin utilisant un sérum pré-immun non dilué à 

la place de l’anticorps primaire est réalisé.  

 

Localisation in situ d’anticorps – Immunogold labelling 
 

Le marquage d’anticorps ("immunogold labelling" en anglais) permet la visualisation 

d’un antigène directement à la surface d’un échantillon coquillier, à l’aide d’un anticorps 

donné. Cette technique repose ainsi sur des principes similaires à ceux d’un test ELISA : 

l’antigène est identifié à l’aide de la réactivité croisé d’un anticorps donné (celui ayant 

présenté la meilleure réponse lors des tests ELISA), lui-même reconnu par un anticorps 

secondaire couplé à une particule d’or nanométrique. Ce sont ces particules qui sont ensuite 

visualisées à l’aide d’un microscope électronique à balayage, à la surface de l’échantillon.  
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Cette technique, mise au point initialement sur tissus mous, a été adaptée par F. Marin 

sur carbonates biogéniques (Marin et al. 2007). Elle est réalisée sur des fragments coquilliers 

frais, dont la surface est légèrement redissoute à l’EDTA 1% pendant deux minutes (cuve à 

ultrasons) pour exposer les déterminants antigéniques, puis rincée à deux reprises au TBS 

durant plusieurs minutes. Toutes les étapes d’incubation sont réalisées dans une plaque 12 ou 

24 puits à l’exception de l’étape d’accroissement à l’argent (visant à augmenter la taille des 

particules d’or en s’agglutinant autour de celles-ci) qui est réalisée sur des micro-volumes. 

Les fragments coquilliers sont d’abord incubés dans une solution de blocage durant 30 

minutes à l’aide d’une solution filtrée (5 µm) de gélatine (1% w/vol) diluée dans du TBS au 

pH ajusté à 8 avec du NaOH. Puis, ils sont incubés durant une nuit entière dans la solution 

contenant le premier anticorps, dilué dans du TBS/Tween 20 combiné à 0,5% de gélatine (pH 

8) + Azide de sodium (0,001%). Les échantillons sont abondamment rincés au TBS/Tween 20 

à dix reprises puis incubés durant 90 minutes dans la solution contenant le second anticorps 

couplé à l'or, dilué dans du TBS/Tween 20 combiné à 0,5% de gélatine, pH 8. Les 

échantillons sont une nouvelle fois abondamment rincés et la taille des particules d’or est 

augmentée dans un bain d'argent ("silver enhancement solution", British Biocell International, 

ref. SEKL15) durant 15 à 20 minutes. Finalement, les échantillons sont rincés à l’eau 

ultrapure, séchés et directement observés au microscope électronique à balayage (MEB de 

paillasse Hitachi TM1000).  

 

Enzyme-linked lectin assay – tests ELLA 
 

Cette technique répond aux mêmes principes que ceux d’un test ELISA, à ceci près 

que les anticorps de première couche sont ici remplacés par des lectines ; protéines ciblant des 

structures mono- ou oligo-saccharidiques spécifiques. Elle permet ainsi de caractériser, de 

manière qualitative et globale, les grandes familles de sucre présentes au sein d’un 

échantillon.  

Ici, nous utilisons trois kits de sept lectines biotinylées chacun (Vector Labs, Kits I to 

III, BK-1000, BK-2000, BK-3000), dont les spécificités et les préférences de liaisons sont 

précisés par Kanold et al. (2015). Ce test est réalisé au sein d’une plaque 96 puits (MaxiSorp, 

Nunc™, Rockslide, Denmark) : l’ASM est diluée au sein d’une solution de TBS et incubée 

pendant 90 minutes à 37°C avant d’être rincée au TBS/Tween 20. Les puits sont ensuite 
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bloqués à l’aide d’une solution 1x concentrée de Carbo-free (Vector Labs, ref. SP-5040) 

pendant 30 minutes à 37°C. Contrairement à la gélatine utilisée en ELISA, cet agent bloquant 

ne comporte pas de sucres. Les lectines diluées (200x pour les Kits I et II et 100 x pour le Kit 

III, dans du TBS/Tween 20) sont ensuite incubées dans les puits pendant 90 minutes à 37°C. 

Les puits sont rincés à trois reprises au TBS/Tween 20 puis la microplaque est incubée dans 

une solution diluée d’avidine conjuguée à l’alcaline phosphatase (1:70000, ref. Sigma A7294, 

St. Louis, MO, USA) pendant 90 minutes à 37°C. L'avidine est une protéine qui a une très 

forte affinité pour la biotine, avec laquelle elle forme un complexe avidine-biotine. Elle est 

donc l'équivalent de l'anticorps "seconde couche" des tests ELISA. Les puits sont rincés 

abondamment au TBS/Tween 20 à cinq reprises puis incubés dans la solution de substrat, 

contenant du diéthanolamine aqueux (9,7% vol/vol, pH ajusté à 9.8 avec HCl) et du substrat 

phosphatase (0,5 mg/mL, pNPP Tablet, Sigma, St. Louis, MO, USA) : la microplaque est lue 

à 405 nm toutes les 15 minutes à l’aide d’un spectrophotomètre lecteur de multiplaque 96-

puits (BioRad Model 680). 

 

Localisation in situ de lectines – Lectingold labeling 
 

Basée sur le même principe que la localisation in situ d’anticorps, le marquage de 

lectine permet la visualisation, à la surface d’un échantillon coquillier, d’une structure 

saccharidique à l’aide d’une lectine donnée.  

Cette technique suit donc les mêmes étapes : les fragments coquilliers sont décapés 

brièvement à l’EDTA 1% pendant deux minutes puis rincés à deux reprises au TBS 1x, avant 

d’être incubés pendant une heure dans la solution de blocage (Carbo-free). Ils sont ensuite 

incubés durant une nuit entière dans une solution contenant la lectine biotinylée choisie pour 

le test (celle ayant présentée la plus forte réactivité au test ELLA) diluée dans du TBS/Tween 

20. Les échantillons sont rincés abondamment à cinq reprises dans du TBS/Tween 20 et 

incubés durant deux heures dans une solution contenant un anticorps de chèvre dirigé contre 

la biotine (Goat anti-biotine antibody) couplé à des particules d’or nanométriques (Aurion, 

Wageningen, The Netherlands, ref. SKU: 100.088, dilution x 100). Après avoir été 

abondamment rincés, les échantillons sont plongés dans une solution d’accroissement à 

l’argent (British Biocell International, ref. SEKL15) pendant 15 à 20 minutes, puis rincés, 
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séchés et directement observés à l’aide d’un microscope électronique à balayage (MEB de 

paillasse Hitachi TM1000).  

 

Cristallisation in vitro 
 

Ce test est couramment utilisé pour observer les effets de la matrice organique 

coquillière, extraite de biominéraux, sur la cristallisation du carbonate de calcium en solution 

in vitro (Addadi & Weiner 1985). Le principe en est le suivant : le bicarbonate d'ammonium 

est un solide cristallin qui se sublime spontanément, se dégradant en ammoniac, dioxyde de 

carbone et vapeur d'eau. Le dioxyde de carbone, en diffusant dans une solution contenant du 

chlorure de calcium CaCl2), entraine ainsi la précipitation de carbonate de calcium (CaCO3). 

Lors de la réaction, le dioxyde de carbone se transforme, en solution, en ions carbonates 

(CO3
2-) et bicarbonates (HCO3-) tandis que les ions ammonium entraînent l’augmentation du 

pH de la solution, permettant ainsi la stabilisation des ions CO3
2- qui peuvent alors interagir 

avec les ions Ca2+ pour précipiter.  

Pour cela, une solution de 10 mM de CaCL2 est préparée, filtrée à 5µm et finalement 

utilisée pour les dilutions sériées de nos échantillons de matrice organique soluble (ASM) 

selon une gamme de concentration de 0 (blanc) à 32 µg/mL. Les solutions sont incubées dans 

des plaques de culture de 16 puits (Lab-Tek, Nunc/Thermo Scientific, Rochester, NY, USA), 

couverte d’un couvercle plastique, percé au centre de chaque puits. La plaque est ensuite 

placée pour trois à six jours, à température ambiante, dans un dessiccateur en présence de 

cristaux de bicarbonate d’ammonium. Après cette incubation, les puits sont 

précautionneusement vidés de leur contenu à l’aide d’une pointe de seringue à bout franc 

connectée à une pompe à vide. La plaque est finalement désassemblée et la lame en verre est 

observée au microscope électronique à balayage, en mode électrons rétrodiffusés (MEB de 

paillasse Hitachi TM-1000). 

 

Spectroscopie à Infra-rouge par transformée de Fourier 

(FT-IR) 
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L’analyse par spectroscopie infrarouge (IR) permet, de manière non destructive, la 

caractérisation des principaux groupement chimiques qui composent un échantillon. Pour 

cela, l’échantillon est soumis à un rayonnement infrarouge, permettant alors de mesurer les 

longueurs d’ondes absorbées et leurs intensités dans le domaine infrarouge du spectre de la 

lumière. 

Les spectres d’absorption sont directement mesurés à sec sur les échantillons qui 

consistent soit, en une poudre coquillière finement broyée soit, en une très faible quantité de 

lyophilisat de la matrice organique d’intérêt. L’acquisition se fait à l’aide d’un spectromètre 

Brüker Alpha (Brüker Optics Sarl, Marne la Vallée, France) équipé d’un dispositif ALPHA-P 

ATR (Attenuated Total Reflectance) au « Laboratoire de synthèse et électrosynthèse 

organométalliques » de Dijon. Les mesures spectroscopiques des infra-rouges à transformée 

de Fourier (FT-IR) sont acquises sur la plage 4000-375 cm-1, à une résolution de 4cm-1 et sont 

représentées comme la moyenne de 24 mesures successives.  

 

Résonnance magnétique nucléaire à l’état solide (SS-NMR) 
 

L’étude d'échantillons biologiques par résonnance magnétique nucléaire à l’état solide 

(SS-NMR – solid stade nuclear magnetic resonance) sert notamment à identifier la présence 

de certains composés, caractérisés par leur signature, au sein de la matrice inorganique de 

coquilles intactes ou bien après déminéralisation (i.e. matrice organique insoluble, AIM). 

L’étude de la rotation à l’angle magique pour le 13C (13C MAS-NMR) permettrait notamment 

de quantifier, de manière relative, les différents constituants de l’échantillon, qu’il s’agisse 

d’une coquille intacte ou bien d’un extrait partiel de celle-ci (AIM). Un autre avantage réside 

en la possibilité d’identifier les formes structurales de la matrice inorganique calcaire 

(cristalline ou amorphe) et de ses interactions avec les matières bioorganiques.  

Les mesures de résonnance magnétique nucléaire (NMR, en anglais) par rotation à 

l’angle magique (Magical Angle Spinning) 13C et 31P sont réalisées à l’aide d’un spectromètre 

NMR à semi-conducteurs Brüker AVANCE III à 300 MHz, en utilisant une sonde RMN 

MAS à triple résonnance de 4 mm avec des rotors en zircon, à l’institut de nanotechnologie 

Technion d’Israël par Asher Schmidt et Ira Ben Shir. 
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Protéomique 
 

L’objectif de la protéomique est l’identification des protéines contenues au sein de 

mélanges complexes, après leur digestion enzymatique et l'analyse des peptides résultants, 

ionisés, par spectrométrie de masse en tandem (MS-MS). La signature spectrale de chacun 

d’eux (la masse de l’ion parent et celles des ions fils) est comparée à celle de peptides issus de 

plusieurs bases de données, à l’aide de logiciels tel que Mascot. Un tel procédé permet alors 

de reconstituer le contenu protéique d'un échantillon donné. Ce type d'analyse est qualitative 

puisqu'on n'obtient pas la quantité de chaque protéine identifiée, mais seulement sa présence 

ou son absence.  

 

La première étape consiste à faire migrer les échantillons sur 1 cm, dans le gel de 

séparation d’un gel d’acrylamide à 12%, coloré au bleu de Coomassie colloïdal, afin de 

"nettoyer" les échantillons (les débarrasser d'éventuelles traces de sels). Les bandes de gel de 

1 cm sont ensuite extraites puis digérées, le plus souvent à l’aide de la trypsine, une enzyme 

qui a la spécificité de cliver les protéines uniquement après les résidus lysine et arginine. 

Préalablement, les morceaux de gel sont décolorés à deux reprises (via un mélange de 100 

mM de bicarbonate d’ammonium (ABC) et de 50% (v/v) acétonitrile (ACN)) pendant 30 

minutes à 22°C puis déshydratés en utilisant une solution de 100% acétonitrile pendant 15 

minutes avant de réduire les ponts disulfures à l’aide d’une solution à 25 mM de ABC 

contenant 10 mM de DTT (dithiohréitol) pendant 1 heure à 56°C et de les alkyler avec une 

solution à 55 mM d’iodoacétamide dilué dans 25 mM de bicarbonate d’ammonium pendant 

30 minutes dans l’obscurité à 22°C. Les morceaux de gel sont ensuite lavés à deux reprises 

avec 25 mM de ABC et déshydratés à deux reprises pendant 20 minutes dans de l’ACN 100% 

avant d’être incubés avec de la trypsine modifiée (Promega, USA ; 12,5 ng/μl dans 40 mM 

ABC avec 10% ACN, pH 8) durant la nuit à 37°C. Après digestion, les peptides sont extraits 

du gel à deux reprises, d’abord à l’aide d’un mélange de 50% ACN avec 5% d’acide formique 

(FA) puis avec de l’ACN 100%-FA 5%. Les extraits sont finalement séchés en utilisant un 

concentrateur sous vide.  

 Les analyses de spectrométrie de masse en tandem sont réalisées à l’aide d’un système 

de séparation rapide par chromatographie liquide (RSLC) Ultimate 3000 (Thermo Fischer 

Scientific) relié à un spectromètre de masse hybride de type Orbitrap (Fusion Tribrid ou Q-
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Exactive Plus de Thermo Fischer Scientific). Les peptides sont dissous dans 10µL d’ACN 

10% mélangé à 0,1% d’acide trifluoroacétique (TFA). Un µl seulement est ensuite chargé et 

nettoyé dans une pré-colonne de phase inverse en C18 (3 µm de taille de particules, 100 Å de 

taille de pores, 75 µm de diamètre interne, 2 cm de long) contenant 98% d’eau, 2% d’ACN 

avec 0,1% de TFA. Les peptides sont ensuite séparés dans une résine de phase inverse en C18 

(2 µm de taille de particules, 100 Å de taille de pores, 75 µm de diamètre interne, 25 cm de 

long) et élués en fonction de leur hydrophobicité durant une heure, selon un gradient allant de 

99% d’une solution A (100% H2O avec 0,1% de FA) à 90% d’une solution B (80% ACN et 

20% H2O avec 0,085% FA)   

 

 Pour le traitement spectral, le logiciel Proteome Discover 1.4 (ThermoFisher 

Scientific) est utilisé pour générer le fichier ".mgf" à partir du fichier brut. Ce fichier ".mgf" 

est finalement analysé à l’aide de la version 2.5 du logiciel Mascot (Matrix science) en 

interrogeant plusieurs bases de données, selon l’échantillon étudié, afin de comparer les 

masses expérimentales obtenues avec les masses théoriques contenues dans ces bases et faire 

ressortir les protéines présentes dans les échantillons. 
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Article I : The shell matrix and microstructure of the Ram’s Horn squid : molecular and 

structural characterization – Journal of Structural Biology, 211(1), art. number 107507 (2020) 

 

Supplementary Figure 1: full range FTIR spectra of the different Spirula spirula shell 

extracts. 
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Supplementary Figure 2: 75.4 MHz 13C CP and DE MAS NMR spectra of the acid 

insoluble extract (AIM1) of Spirula spirula shell from the Canaries, and CPMAS spectrum of 

the a-chitin reference (Sigma). The quantitative DE spectrum confirms that the organic 

content consists primarily of chitin (bottom). The peak labelled by * in the DE spectrum is 

from a Teflon (PTFE) spacer in the rotor. 

The blue dashed lines denote the characteristic peaks of chitin; the brown dashed lines (short) 

denote the additional peaks (partially resolved) at 102.6, 86.3, and 71.5 ppm 
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Supplementary Figure 3: Additional SDS-Page gels after carbocyanine (Stains-all) staining, 

showing two more discrete bands on the ASMs, one at 17kDa and another one at very high 

molecular weight. 

 



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Supplementary Data 1 : Summary of the identified proteins in the S. spirula 

transcriptome. 

Gene.17747::c51579_g4_i1::g.17747::m.17747 Gene.17747::c51579_g4_i1::g.17747  

ORF type:complete len:317 (+) c51579_g4_i1:88-1038(+) 

MGFLSSSSSSLLMFVAIFGLTCADQLTLCVTSQKEMDKCETFIDITCVL

GTDGIDCVNKINKNEANITTLDGGDIYLAGKCHNIKPIMTECTTDMSAGIG

YYAVAVAKISSNVTIKTLKGVKSCHTGVNKTSGWYVPMSILFKNKNNQLE

QASAFFSESCVPGAKPNSNLCRLCTPNCNRNSDNSYYGYSGAARCLEETE

ADVAFVKHLTFLSKANKNNFKLLCKDGSTTSIDNYIHCYLAKVPSHAIVA

KKETTQQEINDIFTRLHRTSTDILFSQNYGKNTIFSSSTTSLRTTYGTYTDYL

GTDYINALPEKVC* 

Number of Aa: 293 

Molecular Weight: 32275.55 

Theoretical pI: 7.89 

Covering %: 50.1% ; 59.7% ; 36.2% ; 

35.5%

 Dominant Aa:  

- Thr (T) 10.9 % 

- Asn (N), Lys (K), Ser (S) 8.2% 

- Leu (L) 7.2% 

- Ile (I) 6.8% 

- Ala (A) 6.1% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 28 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 30 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

serotransferrin-like [Octopus vulgaris] 98% / 9e-125 / 60.21% [XP_029651218.1] 

transferrin [Sepioteuthis lessoniana] 97% / 9e-63 / 40.84% [QGK85629.1] 

hypothetical protein OCBIM_22010792mg [Octopus bimaculoides] 99% / 2e-58 / 37.50% 

[KOF90658.1] 

PREDICTED: transferrin-like [Octopus bimaculoides] 99% / 3e-58 / 37.50% 

[XP_014770899.1] 



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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transferrin-like protein [Haliotis discus discus] 98% / 7e-56 / 38.08% [AKS25341.1] 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.30402::c83709_g1_i1::g.30402::m.30402 Gene.30402::c83709_g1_i1::g.30402  

ORF type:complete len:377 (+) c83709_g1_i1:199-1329(+) 

MCDDDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMV

GMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNEL

RVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNAPAMYVAIQAVLSLYA

SGRTTGIVLDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTE

RGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAASSSSLEKSYELPDGQ

VITIGNERFRCPESLFQPSFLGMESAGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTV

LSGGTTMFPGIADRMQKEITSLAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLST

FQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF* 

Number of Aa: 376 

Molecular Weight: 41777.73 

Theoretical pI: 5.29 

Covering %: 17.81% ; 17.81% ;  

14.36% ; 13.6%

 Dominant Aa:  

- Ala (A) 7.7% 

- Gly (G), Leu (L) 7..4% 

- Ile (I), Ser (S) 7.2% 

- Glu (E) 6.9% 

- Thr (T) 6.6% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 49 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 37 

 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

PREDICTED: actin, adductor muscle [Octopus bimaculoides] 100%/ 0.0 / 100.00% 

[XP_014771927.1] 

hypothetical protein LOTGIDRAFT_193218 [Lottia gigantea] 100%/ 0.0 / 99.73% 

[XP_009060604.1] 

actin, adductor muscle [Crassostrea virginica] 100% / 0.0 / 99.47% [XP_022325998.1] 



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 

 294 

actin [Heterololigo bleekeri] 100% / 0.0 / 99.47% [ADU19851.1] 

actin [Octopus vulgaris] 100% / 0.0 / 99.20% [ACM77788.1] 

beta-actin [Azumapecten farreri] 100% / 0.0 / 99.20% [AHN65064.1] 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.6259::c39304_g1_i1::g.6259::m.6259 Gene.6259::c39304_g1_i1::g.6259  ORF 

type:internal len:285 (+) c39304_g1_i1:2-853(+) 

FYVMYKTSFPFGLAEIRLQKMTGYLSKNKTRCPPDDSNIEELCKGDSG

YSCPNMTFEESDGVAVRNVSMYVVTGEPTTGANCSFSSARFTQYMGNHH

YFMGENSQSKKMRRTIPVMTKAIRISSHEDPCQKKYQMQFYVNTAHLDES

NLPCPTQAGVMLQKVENMQLYVKTFNGNPDTDMSQAKDMFTKELDGNN

MNYINGNHYIAQYRGHGPMFGRTMEIWVEKTVPQYVTVCRGTAGTAETS

SASFLSTTPTTAPQTSSPSFLGTTSTTAPQTSSPSFLGTT 

Number of Aa: 284 

Molecular Weight: 31594.53 

Theoretical pI: 7.72 

Covering %: 13.38% ; 7% ;  7% ; 7% 

 Dominant Aa:  

- Thr (T) 11.6% 

- Ser (S) 9.5% 

- Gly (G) 7% 

- Asn (N), Pro (P) 6% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 24 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 25 

 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

PREDICTED: uncharacterized protein LOC106876168 [Octopus bimaculoides] 67% / 6e-

52 / 45.36% [XP_014780085.1] 

uncharacterized protein LOC115225721 [Octopus vulgaris] 69%  / 7e-49  / 

42.71% [XP_029652506.1] 

hypothetical protein EGW08_012692 [Elysia chlorotica] 52% / 8e-11 / 27.33% 

[RUS79562.1] 

heme-binding protein 2-like [Crassostrea virginica] 67% / 1e-08 / 26.94% 

[XP_022345420.1] 

hypothetical protein EGW08_004780 [Elysia chlorotica] 64% / 4e-08 / 25.67% 

[RUS87464.1] 



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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PREDICTED: heme-binding protein 2 [Crassostrea gigas] 51% / 2e-06 / 27.70% 

[XP_011425608.1] 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.18409::c51852_g1_i1::g.18409::m.18409 Gene.18409::c51852_g1_i1::g.18409  

ORF type:5prime_partial len:102 (+) c51852_g1_i1:3-308(+) 

FELEDILAKMGLTDLFDEQKSDLSGMVSEVKQLYVSKVIHKAFVEVNE

EGTEAAAATAGIMCAMSLAMGIEFKADHPFMFSIVDKQSKAVLFVGRVIN

PQN* 

Number of Aa: 101 

Molecular Weight: 11071.82 

Theoretical pI: 4.74 

Covering %: 30.7% ; 30.7% ; 21.8% ; 

30.7%

 Dominant Aa:  

- Ala (A) 10% 

- Val (V) 9.9% 

- Glu (E) 8.9% 

- Leu (L), Lys (K) 7.9% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 15 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 9 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

leukocyte elastase inhibitor-like isoform X4 [Octopus vulgaris] 98% / 2e-34 / 55.56% 

[XP_029647970.1]  

leukocyte elastase inhibitor-like isoform X1 [Octopus vulgaris] 98% / 3e-34 / 55.56% 

[XP_029647966.1] 

hypothetical protein OCBIM_22028248mg [Octopus bimaculoides] 98% / 3e-33  / 

55.56% [KOG01103.1] 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.528::c4884_g1_i1::g.528::m.528 Gene.528::c4884_g1_i1::g.528  ORF type:internal 

len:127 (-) c4884_g1_i1:1-378(-) 

NTLLISNMWIKVILFATLVILGNAFILDDINPAPRSLDALLAELKDREAR

NPGDNLQEECEGKPADIAFIIDSSRSIYPPDYDKGIAFLQNFVKLFQIGPDNV

RIAAVSFGQRVITDSAFGFDQHN 

 

Number of Aa: 102 

Molecular Weight: 11353.69 

Theoretical pI: 4.45 

Covering %:  19.6% ;  19.6% ; 9.8% ; 

18.6%

Dominant Aa:  

- Asp (D) 11.8% 

- Ala (A), Ile (I) 9.8% 

- Leu (L), Phe (F) 7.8% 

- Pro (P) 6.9% 

  

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 17 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 10 

 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

matrilin-4-like [Octopus vulgaris] 93% / 6e-21 / 43.16% / [XP_029654105.1] 

PREDICTED: collagen alpha-1(XXI) chain-like [Aplysia californica] 86% / 3e-20 / 

43.82% [XP_012936662.1] 

PREDICTED: uncharacterized protein LOC106870666 [Octopus bimaculoides] 92% / 3e-

19 / 42.55% [XP_014772302.1] 

collagen alpha-1(XII) chain-like [Octopus vulgaris] 88% / 1e-18 / 41.30% 

[XP_029655835.1] 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.14457::c49725_g1_i1::g.14457::m.14457 Gene.14457::c49725_g1_i1::g.14457  

ORF type:complete len:233 (+) c49725_g1_i1:431-1129(+) 

MERVLDYCNISHRRRRYFYIMMKLLSFVLFLSLIPAFLSTTAKPKGPKVTDKVFFD

IKIGDKPAGRIVIGLFGKTVPKTVKNFKTLAEGTMTKGDKPLTYKGSSFHRVIPAFMIQ

GGDFTKGDGTGGVSIYGEKFSDENFKLKHYGAGWLSMANAGKDTNGSQFFITTKITE

WLDGRHVVFGKVLEGMKVVREIENTKTGEQNRPVVPVIIADCGSLPVDQPFAVSKAS

ADK* 

 

Number of Aa: 232 

Molecular Weight: 25699.94 

Theoretical pI: 9.70 

Covering %:   3.44% ;  3.44% ; 3.44% 

; 3.44%

 Dominant Aa:  

- Lys (K) 10.8% 

- Gly (G) 10.3% 

- Val (V) 8.2% 

- Phe (P), Thr (T) 7.3% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 22 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 35 

 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B-like isoform X1 [Octopus vulgaris] 100% / 2e-171 / 

99.57% [XP_029633390.1] 

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B-like isoform X1 [Octopus vulgaris]100% / 8e-169 / 

98.28% [XP_029633393.1] 

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B-like isoform X2 [Octopus vulgaris]100% / 8e-135 / 

82.76% [XP_029633391.1] 

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B-like isoform X2 [Octopus vulgaris] 100% / 3e-132 / 

81.47% [XP_029633394.1] 



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.11159::c46950_g1_i2::g.11159::m.11159 Gene.11159::c46950_g1_i2::g.11159  

ORF type:5prime_partial len:158 (+) c46950_g1_i2:2-475(+) AIM1,AIM2,ASM1 

INVTVAGLTGAGEVKCSRDVVIKPDKSLEDAVASQYNAVVIPGGLKGS

QSIGESSAVKTLLEAQEKRGAYIAAICAGPTALMSHGIFKGKKLTSYPSFKD

KLSSGGYQYSEDRVVVDGKLITSRGPGTAFEFALAIVKALVSKEKADSLV

APMLIKM* 

 

Number of Aa: 157 

Molecular Weight: 16380.00 

Theoretical pI: 9.19 

Covering %:   7.6% ; 21,6% ;  7.6%

 Dominant Aa:  

- Ala (A) 11.5% 

- Gly (G), Lys (K), Ser (S) 10.2% 

- Val (V) 9.6% 

- Leu (L) 8.3% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 15 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 20 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

protein/nucleic acid deglycase DJ-1-like [Octopus vulgaris] 100% / 4e-77 / 

71.52%[XP_029651542.1] 

hypothetical protein LOTGIDRAFT_223821 [Lottia gigantea] 100% / 1e-64 / 62.66% 

[XP_009044749.1] 

protein/nucleic acid deglycase DJ-1-like [Pomacea canaliculata] 100% / 4e-61 / 

60.13% [XP_025082706.1]  

hypothetical protein EGW08_011224 [Elysia chlorotica] 100% / 1e-60 / 60.76% 

[RUS81019.1] 

PREDICTED: protein deglycase DJ-1-like [Aplysia californica] 100% / 3e-60 / 63.29% 

[XP_005099056.1]  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.8870::c44075_g1_i1::g.8870::m.8870 Gene.8870::c44075_g1_i1::g.8870  ORF 

type:complete len:104 (+) c44075_g1_i1:161-472(+) AIM1, AIM2, ASM2 

MSGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDNIQGITKPAIRRLARRGGVKRISGL

IYEETRGVLKVFLENVIRDAVTYTEHAKRKTVTAMDVVYALKRQGRTLYGFG

G* 

 

Number of Aa: 103 

Molecular Weight: 11367.34 

Theoretical pI: 11.36 

Covering %:    9.7% ; 9.7% ; 17.4%

 Dominant Aa:  

- Gly (G) 16.5% 

- Arg (R) 13.6% 

- Lys (K) 10.7% 

- Val (V) 8.7% 

- Leu (L) 7.8% 

  

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 7 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 25 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

hypothetical protein LOTGIDRAFT_175997 [Lottia gigantea] 100% / 1e-67 / 100.00% 

[XP_009062584.1] 

histone H3-like [Crassostrea virginica] 100% / 2e-67 / 100.00% [XP_022313759.1] 

histone H3-like [Crassostrea virginica] 100% / 2e-67 / 100.00% [XP_022314759.1] 

histone H3-like [Crassostrea virginica] 100% / 3e-67 / 100.00% [XP_022319408.1] 

PREDICTED: histone H4-like [Octopus bimaculoides] 100% / 4e-67 / 99.03% 

[XP_014775990.1]  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.29156::c71926_g1_i1::g.29156::m.29156 Gene.29156::c71926_g1_i1::g.29156  

ORF type:5prime_partial len:180 (+) c71926_g1_i1:3-542(+) AIM1, AIM2, ASM2 

ENEAFFLLVGIRHCTTLQWLLNMQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVK

AKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGGAK

KRKKKNYTTPKKNKHKKKKVKLAVLKYYKVDENGKITRLRRECPNEECG

AGVFMASHFDRHYCGKCYLTYVFNKPEERQ* 

 

Number of Aa: 179 

Molecular Weight: 20845.24 

Theoretical pI: 9.65 

Covering %:    8.9%

 Dominant Aa:  

- Lys (K) 14% 

- Leu (L) 10.1% 

- Glu (E) 7.8% 

- Thr (T) 7.3% 

- Arg (R), Gly (G) 6.1% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 21 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 36 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

PREDICTED: ubiquitin-40S ribosomal protein S27a [Octopus bimaculoides] 87% / 6e-

114 / 100.00% [XP_014787008.1] 

ubiquitin-40S ribosomal protein S27a isoform X2 [Pomacea canaliculata] 87% / 8e-111 / 

98.08% [XP_025105321.1] 

ubiquitin-40S ribosomal protein S27a isoform X1 [Pomacea canaliculata] 87% / 8e-111 / 

98.08% [XP_025105320.1] 

ubiquitin-40S ribosomal protein S27a [Crassostrea gigas] 87% / 5e-110 / 98.08% 

[NP_001292281.1] 



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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ubiquitin-ribosomal protein S27a [Mytilus trossulus] 88% / 7e-109 / 96.20% 

[AIL82417.1]  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.30838::c85946_g1_i1::g.30838::m.30838 Gene.30838::c85946_g1_i1::g.30838  

ORF type:internal len:120 (-) c85946_g1_i1:2-358(-) AIM1, AIM2, ASM1 

ALPILNFKFSSKEKQITKLFNHGVGDCFDVAIPFTVEKMANLEVEGKAL

EDNDGYTFFGKHVLQISQDLLVILVQSDKPVYKPGQTVKFRILGFTRDLKA

WSGVIKKIIITDPKNTRIA 

 

Number of Aa: 119 

Molecular Weight: 13396.67 

Theoretical pI: 9.24 

Covering %:   16.8%

 Dominant Aa:  

- Lys (K) 11.8% 

- Ile (I), Leu (L) 9.2% 

- Val (V) 8.4% 

- Phe (P) 7.6% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 13 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 17 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

pregnancy zone protein-like [Octopus vulgaris] 92% / 3e-26 / 47.27% [XP_029638059.1] 

PREDICTED: pregnancy zone protein-like [Octopus bimaculoides] 92% / 9e-26 / 47.79% 

[XP_014770566.1] 

alpha-2-macroglobulin-P-like isoform X7 [Pomacea canaliculata] 88% / 2e-14 / 39.09% 

[XP_025078480.1] 

murinoglobulin-1-like isoform X3 [Pomacea canaliculata] 88% / 2e-14 / 39.09% 

[XP_025078475.1] 

murinoglobulin-1-like isoform X9 [Pomacea canaliculata] 88% / 2e-14 / 39.09%

 [XP_025078482.1] 

 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.27770::c59912_g1_i1::g.27770::m.27770 Gene.27770::c59912_g1_i1::g.27770  

ORF type:5prime_partial len:130 (-) c59912_g1_i1:570-959(-) AIM1, AIM2, ASM2 

RITTMPPAPATASKGAKKASKAKASRPPGDKKRKKKRKESYSIYIYKV

MKQVHPDTGISSKAMSIMNSFVNDLFERIASEASRLAHYNKRSTISSREVQ

TAVRLLLPGELAKHAVSEGTKAVTKYTSSK* 

 

Number of Aa: 129 

Molecular Weight: 14210.50 

Theoretical pI: 10.45 

Covering %:   7%

 Dominant Aa:  

- Lys (K) 14.7% 

- Ser (S) 13.2% 

- Ala (A) 11.6% 

- Arg (R), Thr (T) 7% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 9 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 28 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

histone H2B, gonadal-like [Octopus vulgaris] 96% / 2e-86 / 100.00% [XP_029640618.1] 

PREDICTED: histone H2B, gonadal-like [Octopus bimaculoides] 99% / 2e-85 / 

96.88%[XP_014775991.1] 

histone H2B, gonadal-like [Octopus vulgaris] 96% / 2e-85 / 99.20% [XP_029643621.1] 

hypothetical protein OCBIM_22023917mg [Octopus bimaculoides] 96% / 5e-85 / 98.40% 

[KOF83378.1] 

 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 

 307 

Gene.3282::c29067_g1_i1::g.3282::m.3282 Gene.3282::c29067_g1_i1::g.3282  ORF 

type:complete len:137 (+) c29067_g1_i1:238-648(+) AIM1, AIM2, ASM2 

MARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPSTGGVKKPHRYRPGT

VALREIRRYQKSTELLIRKLPFQRLVREIAQDFKTDLRFQSAAIGALQEASE

AYLVGLFEDTNLCAIHAKRVTIMPKDIQLARRIRGERA* 

 

Number of Aa: 136 

Molecular Weight: 15327.91 

Theoretical pI: 11.27 

Covering %: 5%

 Dominant Aa:  

- Ala (A), Arg (R) 13.2% 

- Lys (K) 9.6% 

- Leu (L) 8.8% 

- Thr (T) 7.4% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 11 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 31 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

histone 3 [Aplysia californica] 100% / 2e-95 / 100.00% [NP_001191424.1] 

histone H3.3 [Mytilus edulis] 100% / 8e-95 / 99.26% [AIS25385.1] 

histone H3 [Haliotis discus discus] 100% / 8e-95 / 99.26% [ABO26658.1] 

histone H3.3 [Mytilus galloprovincialis] 100% / 8e-95 / 99.26% [AIS25392.1] 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.29715::c75923_g1_i1::g.29715::m.29715 Gene.29715::c75923_g1_i1::g.29715  

ORF type:internal len:148 (-) c75923_g1_i1:2-442(-) AIM2, ASM1, ASM2 

LLDSINITGKTRFFRLSSRSLLNPSSGVAPTQLWPSFLPVNIFSSMPGLML

KIAIVLTDGKSDNFDKTKAEAELLKSQGVEMTAIGVGRGAALEELKAIASS

GETVFKVDSYDALKDITQTLGFITCKVTTTAAPITTAITTTTTTT 

 

Number of Aa: 147 

Molecular Weight: 15590.98 

Theoretical pI: 8.05 

Covering %:    22.5% ;  9% ; 9%

 Dominant Aa:  

- Thr (T) 15%  

- Leu (L) 10.9% 

- Ser (S) 9.5% 

- Ala (A) 8.8% 

- Ile (I) 7.5% 

- Gly (G), Lys (K) 6.8%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 13 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 14 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

PREDICTED: uncharacterized protein LOC106870666 [Octopus bimaculoides] 73% / 1e-

17 / 39.17% [XP_014772302.1] 

hypothetical protein OCBIM_22014598mg [Octopus bimaculoides] 73% / 2e-17 / 39.17% 

[KOF88655.1] 

matrilin-4-like [Octopus vulgaris] 63% / 5e-17 / 42.55% [XP_029654105.1] 

collagen alpha-1(XII) chain-like [Octopus vulgaris] 53% / 4e-16 / 52.50% 

[XP_029635147.1] 

PREDICTED: collagen alpha-1(XII) chain-like [Octopus bimaculoides] 53% / 5e-16 / 

52.50% [XP_014771413.1] 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.6822::c40400_g1_i1::g.6822::m.6822 Gene.6822::c40400_g1_i1::g.6822  ORF 

type:5prime_partial len:142 (+) c40400_g1_i1:2-427(+) AIM1, AIM2 

SRNGKTLTYKGSGFHRVIKGFMIQAGDFTKGDGTGGLSIYGDRFNDEN

FKLKHYGAGWLSMANAGKDTNGSQFFITTEKTQWLDGRHVVFGVVLEG

MNVVRKIESTKTESGDKPSKKVVIEDCGSLPVAEPFAVEKKAAAE* 

 

Number of Aa: 141 

Molecular Weight: 15339.34 

Theoretical pI: 8.97 

Covering %:   17%

 Dominant Aa:  

- Gly (G) 13.5% 

- Lys (K) 10.6%  

- Val (V) 7.8% 

- Thr (T) 7.1% 

- Ala (A), Glu (E), Ser (S) 6.4% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 17 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 20 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

hypothetical protein OCBIM_22031994mg [Octopus bimaculoides] 97% / 1e-76 / 77.70% 

[KOF77541.1] 

PREDICTED: peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B-like [Octopus bimaculoides] 97% / 

2e-76 / 77.70% [XP_014780153.1] 

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B-like [Crassostrea virginica] 97%/2e-76/ 

77.54%[XP_022330620.1] 

PREDICTED: peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B [Crassostrea gigas] 97% / 2e-76 / 

78.26% [XP_019921722.1] 

PREDICTED: peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B-like [Aplysia californica] 99% / 5e-

76 / 76.60% [XP_005104908.1] 



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.3286::c29074_g1_i1::g.3286::m.3286 Gene.3286::c29074_g1_i1::g.3286  ORF 

type:complete len:190 (-) c29074_g1_i1:75-644(-) AIM1, AIM2 

MGNRHSKKKLTKEDMQFLTKHTHFGESQIKIWYQGFMKDCPKGLLSK

DKLMEVYSDLFRQGNPEMFCDHVFRTFDHDNSGHIDFKEFMLAISVTSAR

DPKEKLNWAFTMYDKNKDGTIEKSEMVEIITAIYEMLGCTDSQEPPEKRTE

SIFHKMDVNNDGVLSKEEFITGCLDDDDLRQMLTVDAICPP* 

 

Number of Aa: 189 

Molecular Weight: 21978.03 

Theoretical pI: 5.26 

Covering %:  5.3%

 Dominant Aa:  

- Asp (D), Lys (K) 10.1% 

- Glu (E) 7.9% 

- Leu (L) 6.9% 

- Phe (P), Thr (T) 6.3% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 34 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 25 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

PREDICTED: neuronal calcium sensor 2-like [Octopus bimaculoides] 100% / 2e-141 / 

99.47% [XP_014776191.1] 

neuronal calcium sensor 2-like [Octopus vulgaris] 80% / 3e-112 / 100.00% 

[XP_029638865.1] 

neuronal calcium sensor 2-like [Crassostrea virginica] 97% / 2e-84 / 63.83% 

[XP_022315889.1] 

neuronal calcium sensor 2-like [Mizuhopecten yessoensis] 97% / 2e-81 / 61.70% 

[XP_021350806.1] 

Inerpro site : calcium-ion binding (EF-hand domains), Interacting selectively and non-

covalently with calcium ions (Ca2+).  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.13881::c49322_g1_i1::g.13881::m.13881 Gene.13881::c49322_g1_i1::g.13881  

ORF type:complete len:861 (-) c49322_g1_i1:165-2747(-) AIM1, AIM2 

MDQKSFDLLTDTLDIHYEVLDNIHQGRKIFKAAITLTNHCSVPLEPGPW

AIYLCHIRLIEPKYLSKNSFAELTEYGVKFSHVNGSLFKLEPLESFKTLTNN

DSVKIIFLAQYYSVAKTDVLPNWYMTYPDLIPRIIKCTADEDLNFVGQFNK

PSQWKRYDYELADGKRRYDIYDPFTPKVRFERNLSAYSSNEEIKPVIPTPL

QMVCSKTKCIYLREGNWVIYTKDLTLSKDAEYLSGKLQLKIVSQLPETKYI

YLKLVPSVQLPPQKHSLISKEAYTLTVDCLEDVIEITASTSQGLFWGIQSLLS

LYKDERIPEVKIVDAPRYEYRGLHVDVVRNFHGKQEMFKLIDSMIMYKM

NKLHLHLTDDEGWRIEIPGLEEMTSVGGYRGHNASGDCHILPLLGSGPNSD

TSGSGYYSVKDYREILLYATERHVEIIPEVDMPGHCNAAIQAVKSHYEKLC

SAGKMEEAAKYMLHESSEVQSSVTTQSCQLFHENLLNPGLESTFNFVEMV

VLALKEMHEDIAPLRVFHFGGDEVPIDMWEESPACRKLFNSSEDIVTLDDL

LEHFVRRVAAIVYKHGLSLGAWQDGMVSIDGPFERSSIPQEDVLVYAWQN

VWESGKANIAYMLANAGYKVVMSQATHLYFDHPYEPDPEERGLYWAAR

FIDTEKVFKFIPDDLYANADYKLTGEPLSIDDIKTYEKKIVNLKVPENIIGIQ

GQLWSELVRTSEQLECMVFPRLIAMAERAWHKASWEDETDKCKRDAEST

KDWASLAKTLGTKELSRLEQAHIAYHLVPPGARFLEDGRLEVNCTYPGLPI

QYSIDNGETWTTQSNEPIPIPSNTKVLLQTSSTDRHRSSRQIELLSPNIS* 

Number of Aa: 860 

Molecular Weight: 98399.13 

Theoretical pI: 5.38 

Covering %: 2.6%

Dominant Aa:  

- Leu (L) 10.2% 

- Glu (E) 8% 

- Ser (S) 7.6% 

- Ile (I) 6.6% 

- Lys (K) 6.5% 

Asp (D), Val (V) 6% 

  

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 121 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 90 



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Blast against Mollusca database on NCBI :  

uncharacterized protein LOC115210690 [Octopus vulgaris] 100% / 0.0 / 99.88%  

[XP_029635231.1] 

PREDICTED: N,N'-diacetylchitobiase-like [Octopus bimaculoides] 100% / 0.0 / 97.56% 

[XP_014790058.1] 

Chitobiase [Mizuhopecten yessoensis] 99% / 0.0 / 50.75% [OWF39511.1] 

uncharacterized protein LOC110464940 [Mizuhopecten yessoensis] 99% / 0.0 / 50.75% 

[XP_021376103.1] 

PREDICTED: uncharacterized protein LOC105324935 [Crassostrea gigas] 99% / 0.0 / 

48.85% [XP_011422500.1] 

 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.4192::c32486_g1_i1::g.4192::m.4192 Gene.4192::c32486_g1_i1::g.4192  ORF 

type:complete len:464 (+) c32486_g1_i1:197-1588(+) AIM1, ASM2 

MPKEKTHINIVVIGHVDSGKSTTTGHLIYKCGGIDKRVIEKFEKEAQEM

GKGSFKYAWVLDKLKAERERGITIDIALWKFETDKYCITIIDAPGHRDFIKN

MITGTSQADCAVLVVAAGKGEFETGISKNGQTREHALLAYTLGVKQLIVA

VNKMDTHEYDKSRFLEIVKEVSNYIKKIGYNPKAVAFVPVSGWHGDNMM

EKSTNMPWYEGWEIERKEGNCKGNTLFNALDSIIPPQRPTERPLRLPLQDV

YKIGGIGTVPVGRVETGVLKPGTVVTFAPAMVSTEVKSVEMHHESLPEAN

PGDNVGFNVKNVSVKDLRRGYVAGDSKNDPPKETKCFDAQVIVINHPGQI

GAGYSPVLDCHTAHIACKFTELKEKIDRRSGKKLEDSPKAIKSGDAAIVTL

TPTKPMCVETFNEFPPLGRFAVRDMRQTVAVGVIKSVEHADTTSKVTKSA

MKVNKASDKKK* 

 

Number of Aa: 463 

Molecular Weight: 51110.91 

Theoretical pI: 9.03 

Covering %:    2.37% ; 1.7%

 Dominant Aa:  

- Lys (K) 10.8% 

- Val (V) 9.3% 

- Gly (G) 8.2% 

- Glu (E), Ile (I), Thr (T) 6.9% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 57 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 68 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

elongation factor 1-alpha-like [Octopus vulgaris] 100% / 0.0 / 100.00% 

[XP_029633267.1] 

PREDICTED: elongation factor 1-alpha-like [Octopus bimaculoides] 100% / 0.0 / 93.30% 

[XP_014782958.1] 

elongation factor 1 alpha [Sepioteuthis lessoniana] 99% / 0.0 / 87.88% [AYP74777.1] 

elongation factor [Callistoctopus minor] 100% / 0.0 / 87.07% [AWD75468.1] 

elongation factor 1 alpha [Octopus bimaculoides] 88% / 0.0 / 92.67% [AEJ33821.1]  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.15595::c50454_g1_i1::g.15595::m.15595 Gene.15595::c50454_g1_i1::g.15595  

ORF type:complete len:422 (+) c50454_g1_i1:281-1546(+) AIM1, AIM2 

MNLCSYSQKMKPYTSIVHTIFLLLAGLKLLSAQETYYCGGKPADVYFL

LDSSTSIWFVDFAKQIKFVENMIELFEVAPNKTRIGLGTFSNSFYPQFSFKD

YTNKTQVIGALKSIRQNYGGTNTAKAIKEMREREFNPLGARQDVAHIAIIL

TDGKSWSLSKTAEEAKIAKEKGVYMFAVGIGSNVDLKELKGIASESNKKE

SQFVFHVENFDALDSIKEILAIQTCEVVPNDQYRCGASGQADMIFLLDRLV

MAPSRIQLIKDFIARTADLLDMGPNNPVRIGVFTDCPDSEDIYLNDHNDKY

SFIKELKVTKDKSRIHTLRRVHRVGFSKNNGARTEARKLVILFVDSPLIDAK

KVLLEAMKMKLSDIEIFVVTIGNEYLEKEMSRLASRKVKEHTIRVPSYSEL

NDSVANFVNLICEKL* 

 

Number of Aa: 389 

Molecular Weight: 44019.61 

Theoretical pI: 8.14 

Covering %:   3.6%

 Dominant Aa:  

- Lys (K) 9% 

- Leu (L) 8.2% 

- Ile (I) 8% 

- Ser (S), Val (V) 7.2% 

- Ala (A), Glu (E) 6.9% 

- Asp (D) 6.4% 

  

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 52 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 54 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

collagen alpha-6(VI) chain-like [Octopus vulgaris] 100% / 0.0 / 100.00% 

[XP_029635459.1] 

PREDICTED: collagen alpha-4(VI) chain-like [Octopus bimaculoides] 100% / 0.0 / 

94.09% [XP_014787765.1] 



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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PREDICTED: cartilage matrix protein-like [Octopus bimaculoides] 98% / 2e-74 / 38.52% 

[XP_014791031.1] 

collagen alpha-4(VI) chain-like isoform X1 [Pomacea canaliculata] 98% / 1e-72 / 34.54% 

[XP_025076849.1] 

hypothetical protein C0Q70_19708 [Pomacea canaliculata] 98% / 3e-71 / 34.37% 

[PVD19223.1] 

 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.2668::c24620_g1_i1::g.2668::m.2668 Gene.2668::c24620_g1_i1::g.2668  ORF 

type:internal len:164 (-) c24620_g1_i1:3-491(-) AIM1, AIM2 

FTPGEICSDCDEGFACKKDLCASETNFTLPYRETLAKKLIYPPHYYQKNIRHMMSD

GTKRSRRQLVNGEGSLTDTEEYYLLSAHNTMRRRTEKPELKWSAYLSRWANYVIRC

NIQYPGPRSAYTNFGKMKVETRRESSPIYQVVFEWGNEGYDVDKEMESGCR 

 

Number of Aa: 163 

Molecular Weight: 19128.56 

Theoretical pI: 8.49 

Covering %: 5.5%,  9.8%

 Dominant Aa:  

- Glu (E) 9.2% 

- Arg (R) 8.6% 

- Ser (S), Tyr (Y) 7.4% 

- Lys (K), Thr (T) 6.7% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 22 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 25 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

GLIPR1-like protein 1 isoform X1 [Octopus vulgaris] 100% / 4e-63 / 58.90% 

[XP_029635418.1] 

GLIPR1-like protein 1 isoform X2 [Octopus vulgaris] 100% / 8e-57 / 55.83% 

[XP_029635426.1] 

hypothetical protein OCBIM_22013032mg [Octopus bimaculoides] 57% / 2e-46 / 69.15% 

[KOF66248.1] 

hypothetical protein OCBIM_22013032mg [Octopus bimaculoides] 57% / 4e-43 / 61.11% 

[KOF66249.1] 

PREDICTED: uncharacterized protein LOC106882199 isoform X2 [Octopus 

bimaculoides] 51% / 2e-39 / 66.67% [XP_014788279.1]  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 

 318 

Gene.27733::c58750_g1_i1::g.27733::m.27733 Gene.27733::c58750_g1_i1::g.27733  

ORF type:internal len:119 (+) c58750_g1_i1:3-356(+) AIM1, AIM2 

SSDLDNPKSLCALCPNNGTDCQRNSENKYYDYSGAFRCLVETGADVAFVKHTTV

SESTDGNGKEEWEKNLKSSNYKLLCKDGTTAAVTEWSKCNLAKVPAHAIVVRNDA

KLGELLFQI 

 

Number of Aa: 118 

Molecular Weight: 12952.46 

Theoretical pI: 5.65 

Covering %: 7.6%

 Dominant Aa:  

- Leu (L), Lys (K) 9.3% 

- Ala (A), Asn (N), Ser (S) 8.5% 

- Asp (D), Glu (E), Thr (T), Val (V) 

6.8% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 16 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 14 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

transferrin [Sepioteuthis lessoniana] 98% / 3e-57 / 76.07% [QGK85629.1] 

hypothetical protein OCBIM_22010792mg [Octopus bimaculoides] 96% / 1e-46 / 64.91% 

[KOF90658.1] 

PREDICTED: transferrin-like [Octopus bimaculoides] 96% / 2e-46 / 64.91% 

[XP_014770899.1] 

LOW QUALITY PROTEIN: serotransferrin-1-like [Octopus vulgaris] 95% / 7e-42 / 

60.18% [XP_029645846.1] 

transferrin-like protein [Haliotis discus discus] 86% / 3e-33 / 58.00% [AKS25341.1] 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.7500::c41859_g1_i2::g.7500::m.7500 Gene.7500::c41859_g1_i2::g.7500  ORF 

type:5prime_partial len:285 (+) c41859_g1_i2:1-855(+) AIM1, AIM2 

CVSAIFVKGGSLTLKFVCYIFEFPFALTFLRKMTEQSGNSKEDLVAKAK

LAEQAERYDDMAVTMKKVTENGVELNNEERNLLSVAYKNVVGARRSSW

RVISSIESKAENCERKLAMAKHYREKVELELKAICTEVLELLENYLISKAST

TESKVFYLKMKGDYYRYLAEVAQGEERKGVLGHSQCAYKDAFDIAKNQ

MQPTHPIRLGLALNFSVFYYEILNAPEKACCLAKQAFDEAIAELDQLNEES

YKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDTQCGDEEGGEGGDNN* 

 

Number of Aa: 284 

Molecular Weight: 32139.60 

Theoretical pI: 5.21 

Covering %:   3.5%

 Dominant Aa:  

- Glu (E), Leu (L) 10.9% 

- Ala (A) 9.2% 

- Lys (K) 8.5% 

- Ser (S) 6.3% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 44 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 36 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

14-3-3 protein zeta/delta-like [Octopus vulgaris] 88% / 0.0 / 100.00% [XP_029634804.1] 

PREDICTED: 14-3-3 protein zeta/delta-like [Octopus bimaculoides] 88% / 0.0 / 98.81% 

[XP_014785483.1] 

hypothetical protein OCBIM_22003454mg [Octopus bimaculoides] 88% / 4e-155 / 

86.11% [KOF70107.1] 

PREDICTED: 14-3-3 protein zeta-like [Biomphalaria glabrata] 87% / 7e-117 / 67.44% 

[XP_013087187.1] 

PREDICTED: 14-3-3 protein zeta-like [Aplysia californica] 87% / 5e-116 / 67.05% 

[XP_005109589.1]  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.17402::c51426_g1_i1::g.17402::m.17402 Gene.17402::c51426_g1_i1::g.17402  

ORF type:complete len:578 (+) c51426_g1_i1:232-1965(+) AIM1, AIM2 

MNNNSSVKTMYRKSSSNIPERNSVIFRKSRMYNTMNAQSPLSLGTGVA

SSISHKGVTDIRCNREKEKKELQDLNERFANYIEKVRFLEAENKTLREALK

KSKRDFNIEPIKAMYQAEIDETKKLLDDSTNENGSLKARIGTLEDELDELR

VQLRHLTDVNDQQQCTIDTLNDDISRRVADCEMLRRKVQELEKQLADWK

ARHGHLEGQLHQVRLDLQEETAQRMGETNRANSLEDELNFLREVSDAEIK

EYRALLSKDNSIPDMREYWTTELGNCLKEIREEFEGQLEGMSASMEARYQ

SELNEMRLGASKGNAETAHMSEENKRLRSQKNDLEAKLLDCQAQIAQLT

SQLRALQSEFQSVSADLESEKSEHRGDVDRLNGELEAMIKELRDLMDAKL

SMELEIAAYRKLLEGEENRLSLGGVVQSIGGFQSHSEEALANALQNRASSG

FHTPETGKITINRTASGTVSIAEVEPNGKYVQITESSKVGRPSTNLKNWKLV

RTFDDGRATVTHVFKDNNVFATEKEVKIWGSKFGNTKDGVVSSSVNEWG

PLNVASRITLRDENDRERALLHVKYSG* 

 

Number of Aa: 577 

Molecular Weight: 65557.29 

Theoretical pI: 5.60 

Covering %:   1.4%

 Dominant Aa:  

- Glu (E) 11.3% 

- Leu (L) 10.2% 

- Ser (S) 8.7% 

- Arg (R) 7.6% 

- Lys (K) 7.1% 

- Ala (A), Asn (N) 6.8% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 98 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 85 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

60 kDa neurofilament protein-like [Octopus vulgaris] 100% / 0.0 / 70.39% 

[XP_029649249.1] 



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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PREDICTED: 60 kDa neurofilament protein-like [Octopus bimaculoides] 83% / 0.0 / 

88.82% [XP_014776803.1] 

omega-crystallin [Enteroctopus dofleini] 100% / 0.0 / 68.87% [AAA16613.1] 

70 kDa neurofilament protein-like [Octopus vulgaris] 98% / 0.0 / 55.82% 

[XP_029649219.1] 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Gene.7068::c40876_g2_i1::g.7068::m.7068 Gene.7068::c40876_g2_i1::g.7068  ORF 

type:internal len:181 (+) c40876_g2_i1:2-541(+) AIM1, AIM2 

WNNPNDKKTSEALKIVGEGFCILFGNSVAQSDAQEKVLQKSSTIIKIVELLPRRFLP

PNEKIQITFGLHLVISCCPVSDICPDDSNLVSTVPNDQKLSLITNCIDCLSTLMMSSENV

FIYNYLRPEVVLNFLETSLSKIQKQKPNSQQALLMCYYRLLEYSISSIIEGFTLCSILETY

IM 

 

Number of Aa: 180 

Molecular Weight: 20308.65 

Theoretical pI: 5.20 

Covering %: 3.9%

 Dominant Aa:  

- Leu (L) 12.8% 

- Ser (S) 11.1% 

- Ile (I) 10% 

- Asn (N) 6.7% 

- Glu (E), Lys (K), Val (V) 6.1% 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 18 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 15 

Blast against Mollusca database on NCBI :  

unhealthy ribosome biogenesis protein 2 homolog [Octopus vulgaris] 100% / 8e-117 / 

98.89% [XP_029647240.1] 

PREDICTED: unhealthy ribosome biogenesis protein 2 homolog [Octopus bimaculoides] 

100% / 8e-100 / 87.78% [XP_014784498.1] 

hypothetical protein OCBIM_220010171mg [Octopus bimaculoides] 78% / 2e-77 / 

88.03% [KOF71477.1] 

hypothetical protein OCBIM_220010177mg [Octopus bimaculoides] 21% / 6e-15 / 

86.84% [KOF71476.1] 

  



Legend : blue = shared by the 4 extracts ; green = shared by 3 extracts; yellow = shared by 

2 extracts.  

The percentage of coverage is indicated for each extract, in the following order: AIM1, 

AIM2, ASM1, ASM2. 
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Supplementary Data 2: List of the proteomic hits identified by MASCOT in one fraction 

only, on the four tested. 

Protein hits 

A
IM 1

 
A

SM 1
 

A
IM 2

 
A

SM 2
 

Id Name Organism 

gi|510858535 core histone H2A/H2B/H3/H4  
Ancylostoma 
ceylanicum -
nematode 

X       

gi|91091764 PREDICTED: DNA polymerase theta  
Tribolium castaneum 

- red flour beetle 
X       

gi|585681960 PREDICTED: plakophilin-1  
Elephantulus 

edwardii - cape 
elephant shrew 

X       

gi|86171727 
conserved Plasmodium protein, 

unknown function  

Plasmodium 
falciparum 3D7 - 
malarial parasite 

X       

gi|308458182 hypothetical protein CRE_08613  
Caenorhabditis 

remanei - nematode 
X       

gi|390343572 
PREDICTED: nicotinate 

phosphoribosyltransferase isoform X2  

Strongylocentrotus 
purpuratus - purple 

sea urchin 
X       

gi|328700255 
PREDICTED: nuclear RNA export factor 

1 isoform X1  
Acyrthosiphon pisum 

- pea aphid 
X       

gi|443727169 
hypothetical protein 

CAPTEDRAFT_154474 
Capitella teleta - 
polychaete worm 

X       

gi|159741 omega-crystallin  
Enteroctopus dofleini 
-  north pacific giant 

octopus 
X       

gi|55926209 heat shock protein beta-1  Sus scrofa - pig X       

gi|780125691 glutamate--ammonia ligase  
Vibrio owensii - 

bacteria 
X       

gi|7504266 hypothetical protein F55C12.5 -  
Caenorhabditis 

elegans -nematode 
X       

gi|156551155 
PREDICTED: AN1-type zinc finger 

protein 2A-like OBSOLETE 
Nasonia vitripennis - 

jewel wasp 
X       

gi|560134091 
Filament and Intermediate filament 

domain containing protein  

Haemonchus 
contortus - barber 

pole worm 
X       

gi|449689695 
PREDICTED: uncharacterized protein 

LOC101240615, partial OBSOLETE 
Hydra vulgaris -hydra X       

gi|524912489 
PREDICTED: disks large homolog 5-

like, partial  
Aplysia californica - 
california sea hare 

X       

gi|501454245 hypothetical protein  Escherichia coli  X       

gi|291236777 
PREDICTED: heparan sulfate 

glucosamine 3-O-sulfotransferase 2-
like  

Saccoglossus 
kowalevskii - acorn 

worm 
X       

gi|746844707 
PREDICTED: uncharacterized protein 

LOC105145019  

Acromyrmex 
echinatior - 

panamian leafcutter 
ant 

X       
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gi|669309493 hypothetical protein M513_06097  
 Trichuris suis - pig 

whipworm 
X       

gi|478254954 
hypothetical protein YQE_08199, 

partial  

Dendroctonus 
ponderosae - 

montain pine beetle 
X       

gi|684375790 hypothetical protein T265_02620  
Opisthorchis viverrini 

- nematode 
X       

gi|321462784 cytoplasmatic actin 
Daphnia pulex -  

water flea 
    X   

gi|397455174 chitinase-3 
Hyriopsis cumingii - 
triangle sail mussel 

    X   

gi|38197044 COL6A1 protein, partial Homo sapiens     X   

gi|405962295 Radixin 
Crassostrea gigas - 

pacific oyster 
    X   

gi|524885605 

PREDICTED: arginine kinase-like 
isoform X3 (obsolete version 

'removed as a result of standard 
genome annotation processing') 

Aplysia californica -  
california sea hare 

    X   

gi|405975735 Collagen alpha-5(VI) chain 
Crassostrea gigas - 

pacific oyster 
    X   

gi|734555169 hypothetical protein Tcan_08986 
Toxocara canis - 

canine roundworm 
    X   

gi|170030636 N-acetylgalactosaminyltransferase 

Culex 
quinquefasciatus -  

southern house 
mosquito 

    X   

gi|204499 
glutathione S-transferase Y-b subunit 

(EC 2.5.1.18), partial 
Rattus norvegicus - 

rat 
    X   

gi|170039797 
eukaryotic translation initiation factor 

2-alpha kinase 1  

Culex 
quinquefasciatus - 

southern house 
mosquito 

    X   

gi|524870997 

PREDICTED: uncharacterized protein 
LOC101858247 OBSOLETE ' removed 

as a result of standard genome 
annotation processing' 

Aplysia californica - 
california sea hare 

    X   

gi|443700020 
hypothetical protein 

CAPTEDRAFT_172619  
Capitella teleta - 
polychaete worm 

    X   

gi|195997701 expressed hypothetical protein 
Trichoplax 

adhaerens- placozoa 
    X   

gi|242023094 
myosin heavy chain, cardiac muscle 

isoform, putative 

Pediculus humanus 
corporis - human 

body louse 
    X   

gi|576693979 Tryptophan 5-hydroxylase 2 
Echinococcus 

granulosus - hydatid 
tapeworm     

X 
  

gi|568451090 
hypothetical protein 

AGABI2DRAFT_191453 

Agaricus bisporus 
var. bisporus H97 - 

white button 
mushroom     

X 
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gi|761908431 

PREDICTED: integrin beta-1-like 
OBSOLETE 'removed as a result of 

standard genome annotation 
processing' 

Amphimedon 
queenslandica - 

sponge 
    

X 

  

gi|51965682 
translation initiation factor 2 gamma 

subunit 
Lithobius forficatus - 

centipede     
X 

  

gi|91094999 
PREDICTED: UDP-glucuronic acid 

decarboxylase 1 
Tribolium castaneum 

- red flour beetle     
X 

  

gi|113226 Actin-15A 
Mesocentrotus 

franciscanus - giant 
red sea urchin   

X 
    

gi|338819392 Sarcoplasmic calcium-binding protein 
Chionoecetes opilio - 

snow crab   
X 

    

gi|6013427 serum albumin precursor 
Homo sapiens - 

human   
X 

    

gi|568297945 pyruvate synthase 
Necator americanus - 

human hookworm   
X 

    

gi|597871317 hypothetical protein Y032_0021g374 
 Ancylostoma 
ceylanicum- 
nematode   

X 
    

gi|157831654  
Chain A, Analysis Of The Stabilization 

Of Hen Lysozyme With The Helix 
Dipole And Charged Side Chains 

Gallus gallus - 
chicken 

      
X 

gi|156371481 predicted protein  
Nematostella 

vectensis - starlet sea 
anemone       

X 

gi|46561734 putative cytoplasmic actin A3a1  
Homalodisca 

vitripennis - glassy-
winged sharpshooter       

X 

gi|2196980 elongation factor-1 alpha, partial 
Testudinalia 

testudinalis - plant 
limpet       

X 

gi|512931176 
PREDICTED: uncharacterized aarF 

domain-containing protein kinase 5 
isoform X1 OBSOLETE 

 Heterocephalus 
glaber - naked mole-

rat       
X 

gi|341883148 hypothetical protein CAEBREN_11594 
Caenorhabditis 

brenneri - nematode       
X 

gi|662218687 
PREDICTED: nuclear export mediator 

factor NEMF homolog, partial 
OBSOLETE 

Diaphorina citri - 
asian citrus psyllid 

      
X 

gi|642931853 
PREDICTED: radial spoke head 1 

homolog  
Tribolium castaneum 

- red flour beetle       
X 

gi|156402303 predicted protein 
 Nematostella 

vectensis - starlet sea 
anemone       

X 

gi|669307714 hypothetical protein M513_07822 
Trichuris suis - pig 

whipworm       
X 

gi|512924542 
PREDICTED: desmoglein-1 

OBSOLETE 

Heterocephalus 
glaber - naked mole-

rat       
X 
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gi|321473347 
hypothetical protein 

DAPPUDRAFT_314966 
Daphnia pulex - 

common water flea       
X 

gi|685834417 Prolyl endopeptidase 
Strongyloides ratti - 

nematode       
X 

gi|242024415 conserved hypothetical protein 
Pediculus humanus 
corporis - human 

body louse       
X 

gi|389609807 glutathionetransferase 
Papilio xuthus - asian 

swallowtail       
X 
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Article II: A Nature’s curiosity: the Argonaut « shell” and its organic content – Crystals, 

10 (9), art. number 839 (2020). 

 

Figure S1: 75.4 MHz 13C DE MAS NMR spectrum (black) of the cleaned shell powder of A. 

hians (110 mg; 30 scans) and of 13C-enriched coccoliths (red) superimposed for comparison. 

The spectra were obtained by acquiring transients with repetition delay of 40 min (close to 

fully relaxed). 
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Figure S2: 75.4 MHz 13C CPMAS spectra of (a) of α-chitin standard (shrimp), (b) the 

cleaned shell of Argonauta hians, and of its extracts (c) acid soluble and (d) acid insoluble 

matrices (AIM1 and ASM1). The spectra are the same as in Figure 5 except the non-expanded 

spectrum of the cleaned shell that demonstrates the strong peak of interfacial carbonates. 
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Figure S3: 75.4 MHz 13C CPMAS spectra of acid insoluble shell extracts (AIM1) of a) 

Argonauta hians, compared to other insoluble shell matrices: b) Arctica islandica, c) Spirula 

spirula, and d) α-chitin standard (shrimp). The comparison shows that the organic content of 

A. hians consists primarily of proteinaceous matter while (oligo) saccharides, if present, 

comprise no more than 10% of the shell matrix. 
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Table S1: List of the antibodies used for the ELISA test. Their target antigens are indicated, 

as well as their respective dilution of use (titers). 

  

Antibody name Target antigens 
Dilution factor 

used (titer) 

K5087 Acetic-acid soluble prism matrix of Pinctada margaritifera 1/500 

K5088 Acetic-acid soluble nacre matrix of Pinctada margaritifera 1/500 

K5089 Acetic-acid soluble prism matrix of Pinna nobilis 1/500 

K5090 Acetic acid-soluble nacre matrix of Pinna nobilis 1/500 

K4772 EDTA-soluble matrix of Mercenaria mercenaria 1/500 

K4951 EDTA-soluble matrix of Mercenaria mercenaria 1/500 

K4952 EDTA-soluble matrix of Bathymodiolus sp.  1/1000 

Preserum α-caspartin Pre-immune serum of anti-caspartin 1/3000 

α-caspartin 17 Caspartin 17, a soluble acidic shell protein of the prisms of Pinna nobilis  1/3000 

α-calprismin 37 Calprismin 37, a soluble acidic shell protein of the prisms of Pinna nobilis  1/3000 

α-mucoperlin Mucoperlin, a soluble mucin-like nacre matrix protein of Pinna nobilis 1/3000 

α-crassostrein Crassostrein, a 26 kDa fraction of the soluble matrix of Crassostrea gigas 1/2000 

α-prism Pmarg Acetic-acid soluble prism matrix of Pinctada margaritifera 1/1000 

α-nacre Pmarg Acetic-acid soluble nacre matrix of Pinctada margaritifera 1/1000 

α-Mytilus SM Acetic-acid soluble matrix (prisms +nacre) of Mytilus edulis 1/1000 

α-N63 N63 purified protein of Nautilus macromphalus 1/1000 

α-ASM deg. Upict J39 Deglycosylated acetic acid-soluble matrix of Unio pictorum, 2nd bleed. 1/1000 

α-ASM deg. Upict J55 Deglycosylated acetic acid-soluble matrix of Unio pictorum, 3rd bleed. 1/1000 

α-P95 J53 P95 purified protein of the soluble nacre matrix of Unio pictorum, 2nd bleed. 1/2000 

α-P95 J62 P95 purified protein of the soluble nacre matrix of Unio pictorum, 2nd bleed. 1/2000 
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Table S2: Complete protein hits obtained by proteomics, according to two stringencies: 

trypsin (T), and semi-trypsin (ST). For each protein hit, the presence is indicated by "x", as 

well as the protein coverage (Cov.) and the number of peptides (Pep.) that allow the protein 

identification, for each of the four extracts. For each sequence, the signal peptide is indicated 

in red and italic. Protein hits above 10% coverage are in green; hits with coverage between 5 

and 10% are in blue, and those below 5% are in orange. 

 

Considering the important volume of this file, you can access it by scanning the following 

QRcode : 

 

 

  

 


