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INTRODUCTION

L'action des secrétions endocrines sur les processus gamétogénétiques
a été démontrée, en dehors des Arthropodes, dans plusieurs classes d'Invertébrés:
Mollusques Gastéropodes (PELLUET, 1964 ; STREIFF, 1967 ; CHOQUET, 1969), Cépha-
lopodes ( WELLS et WELLS, 1959 ; DURCHON et RICHARD, 1967), Lamellibranches
. (MAGABHUSHANAM, 1964 ; LUBET, 1965) ; Némertes (BIERNE, 1964) ; Awoélides Oligo-
chdtes (HERLANT-MEEWIS, 1959 ; SAUSSEY, 1966), Hirudinées (HAGADORN, 1962, 1969 ;
MALECHA, 1970), Polyohétes Arenicclidae (HOWIE, 1963) et Syllinae (HAUENSCHILD,
1959 ; DURCHON, 1959 ; DURCHON et WISSOCQ, 1964).

Chez les Néréidiens, les recherches relatives au contrdle hormonal

de la sexualité ont permis de mettre en évidence 1'existence 4'une hormone inhi-
bitrice, d'origine cérébrale (DURCHON, 1952). Chez les especes présentant natu-
rellement une épitoquie, ce facteur inhibe dans les deux sexes les transforma-

tions morphologiques et anatomiques en Heteronereis ; sa suppression expérimen-

tale provoque une épttoquie prématurée chez P. cultrifera (DURCHON, 1948, 1952,
1956), N. irrorata (DURCHON, 1952), P. marionii (DURCHON, 1952), N. pelagica
(CHOQUET, 1962), Pl, dumerilii (HAUENSCHILD, 1963) et N. succinea (MALECHA, 1067)

Chez tous les Néréidiens de sexe mfle, 1'ablation du cerveau déclen-

che les divisions spermatocytaires et aboutit rapidement & }la libération des
spermatozoides (DURCHON, 1962), Elle détermine également, quel que soit le sexe,
1'évolution accélérée des parasites vivants dans le coelome ; Grégarines (Diplau-
xis _hatti de P, cultrifera ; DURCHON et VIVIER, 1961, 1964), Coccidies (Coelo-
tropha durchoni de N, #iversicolor ; PORCHET-HENNERE, 1968),

Chez les femelles par contre, 1'évolution des cellules germinales en
1'absence du facteur inhibiteur est plus nuancée et varie selon les espéces.

HAUENSCHILD (1956) le premier constate, que les ovoeytes de P3. dumerilii subis-

sent une croissance accélérée aprés ablation du prostomium. Il note toutefois

dans ce cas une distribution anormale des lobules vitellins. Chez N. diversico-

lor, CLARK et RUSTON (1963) mentionnent que les ovocytes des vers décérébrés
présentent une raplde augmentation de taille puis dégénéreht. Par contre CHOQUET
(1962) note, qu'en condition anhormonale, les ovocytes de N, pelagica, apreés
une crolssance accélérée, acquidrent une morphologie analogue aux gamétes ayant
subl une pw¥ogenése normale,

Ces résultats reposent cependant uniquement sur des données biométri-

ques et 1l'examen "in toto"des ovocytes en ezpérimentation. Nous nous sommes



proposé d'aborder, sous 1l'angle cytclogique, 1'étude des processus de la gaméto-
gendse en condition anhormonale, dans le but d'arriver 2 préciser, si possible,
le mode de contrdle de l'hamone cérébrale sur 1'évolution cellulaire.

Nos investigations ont porté sur 3 espéces de Néréidiens :

- deux espices se reproduisant sous la forme hétéronéréidienne, &

savoir Nereis pelagica L, et Perinereis cultrifera Grube. Ces deux Annélides

ont une durde de vie respective de deux et trois ans (HERPIN, 1925),
' - une espéce dépourvue d'épitoquie : Hereis diversicolor O0.F, Miller
dont le cycle est de deux ans (DALES, 1950).

Auparavant, cependant, un examen apprc?ondl du déroulement normal
dex processus de la gamétogendse s'imposait. En effet, si les cellules coelomi-
ques des Annélides Polychétes ont fait 1'objet d'études détaillées en microsco-
ple photonique (ROMIEU, 1923 ; DEHORNE et DEFRETIN, 1933) et si les oeufs des
Néréidiens ont constitué un matériel de choix pour 1'analyse dés processus de
fécondation (LILLIE, 1911 ; COSTELLO, 1949), par contre les recherches portant
sur le développement des cellules germinales sont peu nombreuses (DEHORNE, 1911
et FAURE-FREMIET, 1924, chez Sabellaria ; NORDBACK, 1956, chez Hydroides).
notre connaissance aucun travail n'avait é¢é effectué sur la gamétogendse des
Néréidiens ; les remarquables travaux d'HERPIN (1925) ayant été orientés, chez
divers Polychétes, sur le comportement sexuel et 1'aspect biologique de la re-

production,

Notre travail sera donc divisé en deux parties :

- La premidére portera sur 1'évolution cytologique, métabolique et

ultrastructurale des ovocytes dans les conditions naturelles, Le rdle des €léo-
cytes dans 1'édification des réserves de 1'ovocyte sera envisagé & ce propos.
A la suite d'études effectudes au microscope photonique, divers auteurs (CLAPA-
REDE, 1968 ; KUKENTHAL, 1885 ; MC INTOSH, 1907 ; ROMIEU, 1923) avaient envisagé
la possibilité d'un transfert wers les ovocytes des réserves nutritives élabo-
" rées par les éléocytes. Ce probldme a fait 1'objet d'une réinvestigation & 1'é-
chelle de la microscopie électrontque.

- Le deuxidme partie sera consacrde tout d'abord aux particularités
cytologiques présentées par les ovocytes ayant subi une évolution accélérée en
1'absence d'hormene, de fagon & préciser le rdle respectif des organites cyto-

plasmiques dans les processus de la croissance.



Le mode de ccntrfle de 1'hormone cérébrale nous a conduit d'autre
part 4 envisager le métabolisme nucléaire. Dans ce but, nous avons été amené
4 considérer, en particulier au niveau des cellules germinales males, 1'inci-
dence de la suppression du facteur inhibiteur sur le déroulement des synthéses

d'ADN; corrélatives des divisions de maturation de la spermatogenése.



MATERIEL ET TECHNIQUES

Les Nerels pelagica L, ont été récoltées dans les crampons de Lami-

naires prés du Laboratoire de Biologle Marine de Wimereux (Pas-de-Calais). Les

Nereis diversicolor O.F. Muller proviennent des facies saumatres de 1'estuaire

de la Slack et du petit port de Boulogne. Les Perinereis cultrifera Grube ont

.

été recueillies & la Station Biologique de Luc-sur-Mer (Calvados).

I - TECHNIQUES DE MICROSCOPIE PHOTONIQUE

Les échantillons récoltés sont fixés selen les cas au Carnoy, au

Bouin-Hollande, au Helly ou au formol & 10 %. Ils sont inclus & la paraffine

et coupés & 6 p o Les colorations histologiques et histochimlques citées dans
les '

le texte ont été réalisées selon  indicationsde LISCN (1960)et de GABE (1968).

IT - TECHNIQUES DE MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

A - TECHNIQUES D'OBSERVATIONS MORPHOLOGTIQUES
Aprés anesthésie des vers par le MS 222 (Laboratoire Sandoz) 'di-

1ué & 1/1000 dans 1l'eau de mer, les parapodes contenant les ovocytes sont dis-
séqués et immergés dans le fixateur & la température de 4°C.

Deux types de fixateurs ont été utilisés :

- Tétroxyde d'Osmium & 2 % tamponné par le tampon phosphate (pH 7,2)
4 une molarité de 0,2 M.
. - Glutaraldéhyde & 3 ou 5 % dans le tampon phosphate (0,2 M) suivi
d'une fixat;on osmiée.

L'inclusion a été effectuée dans 1'épon. Les coupes sont contrastées
par 1l'acétate d'uranyle en solution alcoolique pendant une minute, puls par le
citrate de plomb selon Reynolds (1963).

B - TECHNIQUES DE CYTOCHIMIE ULTRASTRUCTURALE
1 - Méthode de détection des polysaccharides et glycoprotéines.

Les ovocytes, fixés uniquement par la glutaraldéhyde sont in-
clus dans le glycol-méthacrylate (LEDUC et BERNHARD, 1967). Les coupes sont
colorées pendant deux minutes par flottage sur une solution d'acide chromique
4 10 % et rincées rapidement & 1l'eau distillée.



Coloration par la_thiocarbohydrazide-protéinate d'argent.

(Technique de SELIGMAN modifiée par THIERY, 1967)

Aprés oxydation préalable par 1l'aclde periodigue & 1%, les
coupes subissent un flottage de 2 & 48 heures sur la thiocarbohy@razide & 0,2%,
puls aprés un rincage scigneur & l'eau acétigue, elles sont transférées sur

le protéinate d'argent & 1% pendant une demi-heure,

2 - Techniques de coloration des acides nucléiques., (PALEKAR et
BERNHARD, 1968 ; RERNHARD, 1969).

Les coupes ultrafines d'ovocytes fixés uniquement & la gluba-

raldéhyde sont transférées aprés flottage sur 1'acétate d'uranyle aqueux & 5%,

sur une solution de tampon Mc Ilvaine puls colorées trés rapidement par le ci-

trate de scdium, Toutes les structures ribonucléoprotéiniques du cytoplasme et

du noyau scnt ainsi fortement contrastées, la chromatine par contre est presque
incolore.

3 - Technigues de digestions enzymatigues.

Le matériel fixé uniquement par la glutaraldéhyde est inclus
dans le glycol-méthacrylate (LEDUC et BERNHARD, 1967). Les digestions enzyma-
tiques ont été effectudes & 37°C par flottage des coupes ultrafines sur des
solutions de pepsine & 0,2% dans HCL (0,1 M) ou de ribonucléase a 0,15 % dans
1l'eau distiliée (g8 : 6,8). Les coupes témoins subissent un flottage sur de
1'eau distillée mmenée & un pH analogue & celui des solutions utilisées.

Nous avons également effectué des digestions sur coupes d'épon selon
la technique de MONNERON et BERNHARD (1966). Dans ce cas, les coupes subissent
une oxydatian préalable sur l'acide periodique avant d'&tre mises en contact
avec la solufion enzymatique.

4 - Techniques de détection d'activités enzymatiques.

Les ovocy{es et éléocytes obtenus par ponctionnement coelomi-

que sont fixés pendant vingt minutes par la glutaraldéhyde tamponnée au cacody-
. late de sodium. ’

Les pitces destinées & la recherche de l'activipé phosphatasique sont
incubées & 37°C dans le milieu de GOMORI, modifié selon MILLER et PALADE (1964)
et contenant du /3 glycérophosphate de sodium (Merck). Celles destinées & la re-
cherche d'activité de nucléotidases ont été incubées dans le milieu de WACHSTEIN
et MEISEL (1957) en présence d'adénosine triphosphate (ATP, SIGMA grade).

Aprés incubation, les pidces sont lavées rapidement dans les solu-

tions de tampon, puils subissent une post-fixation osmiée.



IIX - TECHNIQUES AUTORADIOGRAPHIQUES

1 - Microscopie photonique

Aprés incorporation du précurseur tritié, les pidces sont fixées
au Carnoy ou au formol & 10 %, Aprés déparaffinage, les coupes sont immergées
dans une soluticn d'acide perchlorique 2 1 % (4°C) afin d'éliminer les molécu-
les de précurseur non incorporées et les petits nucléotides.

Les lames sont alors recouvertes delon les séries, de 1'émulsion Gel
Ilford K 5 ou L 4 selon la technique de FICQ (1961). Aprés exposition, les au-
toradiogrammes sont révélés au D 19 b KODAK et colorés par le rouge solide-

picro-indigo-carmin,

2 - Microscopie électronique
a) Mode de fixaticn

La validité des études autoradiographiques concernant les syn-
theéses de protéines et d'acides nucléiques repose sur le fait que les précur-
seurs radiocactifs sont incorporés dans les macromolécules et que les précur-
seurs libres sont €liminés par les processus usuels de fixation (glutaraldéhy-
de - osmium), )

Différents auteurs dont PETERS et ASHLEY (1967), BERGERON et DROZ
(1968), ont attiré 1l'attention sur les artéfacts assez considérables entralnés
par ce processus de fixaticn dans les études d'incorpcration de leucine 2H.
Cette radicactivité parasite est due 3 une rétention par la glutaraldéhzmde des
acides aminés précurseurs.

Ces auteurs proposent de substituer & cette derniére la formaldéhyde
fralchement bréparée & partir de la paraformaldéhyde (1 % dans le tampon phos-
phate 0,2 M) ; dans ce cas, la rétention des acides aminés libres est fortement
atténuée, Nous avons utilisé ce mode de fixation pour les faibles durées d'in-
corporation au ccurs desquelles le taux de radioactivité de la fraction acido-
soluble est particuligérement important. . '

' Une rétention analogue a été observée en ce qui concerne 1'uridine
JH. MONNERON et MOULE (1969) censidérent qu'un lavage soigneux permet d'élimi-
ner la majorité des molécules de précurseur non incorporées. Dans nos séries
d'autoradiographiesnous;wﬁns procédé dans ce but au renouvellement, & plusieurs
reprises, du liquide de lavage, et la fixatlon par l'osmium n'a été effectuée

que 24 heures aprés celle par les aldéhydes.



b) Processus autoradiographique

Aprds inclusion dans 1'épon, les ultraccupes sont déposées
sur une lame porte-ocbjet préalablement recouverte d'une membrane de celloidine
(GRANBOULAN, 1965). Les coupes sont ensulte contrastées & 1'acétate d'uranyle
et carbonées (SALPETER et BACHMANN, 1965). Les autoradiographies ont été réa-
lisées en trempant les lames dans 1'émulsion ILFORD L 4 diluée au 1/5 dans
1'eau bidistillée. Les temps d'exposition sont de 2 et 3 mois, Les autoradio-
graphies ont été développées pendant 4 minutes dans le Microdol X & 18°C et
fixées dans le thiosulfate & 30 %, Les membranes de cello¥dine portant les
autoradiographies sont ensuite décollées des lames porte-objet, transférées
sur grilles et amincies par dissolution dans 1l'acétate d'isocamyle pendant
2 minutes (DROZ, 1967).

IV - TECHNIQUES DE CULTURE ORGANOTYPIQUE

Les vers sont tout d'abord isclés en eau de mer stérile additionnée
de pénicilline et de streptomycine pendant 3 & 4 jours. Les parapodes explan-
tés sont cultivés en salidre & la température de 20°C. Le milieu de culture
gélosé est celui mis au point par DURCHON et SCHALLER (1963).

Dans le cas d'explants destinds & une étude autoradiographique, le

précurseur radiocactif est ajocuté au milieu de culture & la dose de 2 ¥C par
ml.



PREMIERE PARTIE

OVOGENESE NATURELLE



CHAPITRE I

CROISSANCE GVCCYTAIRE ET STADES CYTUGLOGIQUES

D'intéressantes données concernant le cycle biologique de N. pela-
gica et P. cultrifera, espéces se reproduisant sous la forme hétéronéréi-

dienne, sont rassemblées dans 1'important travail d'HERPIN (1925) portant

sur la reproduction et&aéveloppement des Annélides Polychetes vivant sur
les cdtes du Cotentin.

Plus récemment, la courbe de croissance ovocytaire de deux especes
de Néréidiens dépourvues d'épitoquie a été établie par BRAFIEID et CHAPMAN
(1967) en ce qui concerne N. virens et par DALES (1950) et CILARK et RUSTON
(196}) chez N. diversicolor. ‘

Nous envisagerons tout d'abord dans ce chapitre 1'évolution du

diamétre ovocytaire en fonction de 1'Age des individus. Ce critére morpholo-
gique a été retenu pour plusieurs raisons :

- Il fournit une indication rapide de 1'état génital d'un individu
4 la suite d'une ponction coelomique.

- lLes valeurs numériques obtenues permettent une analyse statis-
tique de la croissance.

-\L'évolution du diamétre ovocytaire enfin est corrélative de
1'évolution cytologlque, comme nous le verrons dans la deuxieme partie de

ce chapitre.

I - COURBES DE CROISSANCE OVOCYTAIRE

Les ovocytes des différents individus recueillis au hasard lors
des récoltes mensuelles sont prélevés par ponction intra-coelomique et le
diamétre en est mesuré & 1'aide d'une chambre claire ou d'un micrométre
oculaire. la moyenne du diamétre ovocytaire est établie pour chaque indivi-
du aprés examen d'une dizaine d'ovocytes. Les résultats portant sur 1l'ensem-
ble des individus d'une récolte dornée sont répartis en une courbe de

dispersion, unimodale ou bimodale selon les cas. lLa valeur des moyennes des
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histogrammes de fréquence a servi & 1'établissement des courbes traduisant

1'évolution ovocytaire en fonction du temps.

A - NEREIS PelAGICA (Fig. I)

L'étude d'une population naturelle de N. pelagica montre que
les ovocytes deviennent matures en un peu moins d'une année. Aprés une pério-
de de quiescence relative pendant les mois d'été, ils manifestent une augmen-
tation considérable de taille entre les mois de Novembre et de Février (le
diamétre ovocytaire double durant cette période). D'autre part, pour un
individu donné, les variations de la taille des ovocytes sont beaucoup plus
considérables chez les animaux Jeunes, qQue chez ceux proches de la maturité
sexuelle,

L1 est intéressant de noter que la courhe de croissance ovocytaire
de N. pelagica est trés proche de celle établie par BRAFIELD et CHAPMAN
(1967) chez N. virens, espéce ne présentant pas d'épitoquie et dont la pério-
de de reproduction se situe en Mai.

B - FERINBREIS CULTRIFERA

Cette étude, menée en collaboration avee PORCHET (1966)

s'adresse & une espéce dont le cycle de vie est de 3 ans.

1 - Courbe de croissance ovocytaire (Fig. 1I)

A les animaux éclos en Juin-Juillet présentent & la fin

de la premiére année un diamétre ovocytaire moyen de 50 & 60 p. Durant la
deuxiéme année, la croissance ovocytaire est trés faible Jusqu'a 1'automne.
A partir d'Octobre, la courbe présente une ascension rapide jusqu'aux mois
de PFévrier-Mars de la 3éme année.

Comme dans le cas de N. pelagica, le diametre ovocytaire double
durant les mois d'hiver. lLes ovocytes matures atteignent une taille varilant

entre 210 et 250 p, la pépiode de ponte s'échelonne depuis la fin Mai a
la mi-Juillet (HERPIN, 1925).

Les planches hors-texte sont numérotées en chiffres arabes. Les figures
inserrées cans le texte sont numérotées en chiffres romains.



Fig., I - Evolution cytoiogique des ovocytes de N. pelagica en fonction de

leur courbe de croissance (cycle de vie de N. pelagica : 2 ans).
. \ , ,

AN

Fig. IT - Evolution cytologique des ovocytes de P. cultrifera en fonction de

leur courbe de croissance (cycle de vie de P. cultrifera : 3 ans).
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2 - Evolution du rapport nuglégplasmique (Fig. III)

Les variations du rapport nucléoplasmique (N/P) sont

considérées comme caractéristiques de 1'état physiologique d'une cellule. Il
nous a semblé intéressant d'en connaftre les valeurs et d'en déterminer les
fluctuations en fonction des périodes de 1l'année.

Les résultats obtenus (Tableau 1) montrent que les ovocytes de 1
et 2 ans ont toujours le méme rapport N/P. Ces deux types d'ovocytes évoluent
" par conséquent de maniére trés comparable. Les produits génitaux de 3 ans
présentent de Ao(it & Mars des rapports inférieurs a ceux enregistrés chez les
individus de 2 ans. Pour ces cellules 1l'accroissement cytoplasmique domine

nettement la croissance nucléaire.

Tableau 1 - Variations du rapport N/P en fonction des saisons.

( : : : ' )
E Période i 18re année: pfMme 4 rde : 38Me annde ;
(rmmmmmmmc e e e N cmcc i c e e —— - e ————— )
( : : )
( Ao(it Septembre : - : 0,54 : 0,226 )
( : o . )
é Décembre : 0,638 0,638 0,459 ;
( Mars : 0,586 : 0,586 : 0478 )
( K : : )
( Mail Juin e b - : ? : 2,45 )
( (Epitogquie) : : )
( . : : )
( ‘ )

Par contre, lors de l'épitoﬁuie, quand la croissance cytoplasmique est ache-
vée, nous constatons une reprise impgrtante de 1l'activité nucléalre ; le
‘rapport N/P se trouve quintuplé en 1l'espace de 2 mois. la maturation ovocy-
taire semble donc résulter de deux processus successifs : d'abord un accrois-

sement cytoplasmique, puls un accroissement nucléaire.

Ia figure III établie en coordonnées semi-logarithmiques retrace 3
le fois 1'évolution de la croissance ovocytaire totale et celle du rapport
"nucléo-cytoplasmique (N/P). La courbe d'accroissement du diamétre ovocytaire

en fonction du temps montre que la croissance est discontinue. Elle présente
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Fig. IIT - P. cultrifera. Comparaison entre la croissance ovocytaire totale
" (A' E') et le rapport nucléoplasmique N/P (d'aprés PORCHET, 1969).

L'échelle des temps (T) est la méme pour les deux courbes. Les
périodes de "repos" sont superposables : A' B' et AB ainsi que
C' D' et CD pour la saison chaude. Il en est de méme pour les

périodes d'activité : B' C' et BC ainsi que D E' et DE pendant

la saison froide (Automne et hiver)

D.0, : diamétre ovocytaire (cn valeurs logarithmiques)
A : Aofit - D : Décembre - M : Mars.

Fig. IV - Courbe de croissance des ovocyteé de N. diversicolor (d'apres
CIARK et RUSTON, 1963).
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des phases de repos relatif (printemps-été) alternant avec des phases d'acti-
vité (automne, hiver). D'autre part, la superposition des courbes de la
croissance ovocytalre totale et du rapport N/P permet de déduire les consta-
tations suivantes &

- chaque diminution de N/P correspond a une phase de repos relatif.

- toute augmentation de N/P colncide avec une période d'accroisse-
ment cellulaire. Ces périodes sont en relation étroite avec les saisons
froides.

-~ cette harmonie est rompue en période d'épitoquie ; dans ce cas

le rapport N/P augmente considérablement.

C - N. DIVERSICOLOR (Fig. IV)

A la sulte des études de DAIES (1950) sur la reproduction
de N. diversicolor, la courbe de croissance ovocytaire de cette espéce a
été établie & partir d'une population naturelle par CIARK et RUSTON (1963,

Fig. IV). Les résultats des mensurations effectuées lors de nos récoltes, &
différentes périodes de 1l'amnée, s'intégrent sulvant une courbe similaire.
Il est & noter que l'on observe chez cette espéce une grande varla-
tion du diamétre des ovocytes selon les individus issus d'une méme récolte.
Ce décalage dans 1'évolution germinale est dfi en particulier & la longue
période pendant laquelle s'échelonne la ponte (Février & Avril-Mai) ; les
individus examinés sont & des stades trés différents de leur maturité
sexuelle. D'autre part, a Cherbourg, HERPIN (1925) note que la période de
reproduction semble varier selon les stations et pourrait s'échelonner,
selon les divers lieux de la cdte,durant toute 1l'année. De méme GLAQON
(1962 ; communication personnelle) observe, dans le Boulonnais, des varila-

tions de 1'état génital selon les faciés de récolte.

En conclusion, dans les troils espécesétudides la croissance ovocy-
taire s'effectue selon une courbe de forme sigmolde ; la période d'acerois-

sement rapide se situant durant la sailson hivernale.

II - STADES OUVOCYTAIRES

Ces stades ont été déterminés d'aprés les caractéristiques cytolo-

glques les plus marquantes des différentes phases de 1'évolution ovocytaire :

"apparition du vitellus protéique, élaboration des polysaccharides.
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A - N, PETAGICA_ET P, CULTRTFERA

Ces deux espéces peuvent eétre étudiées conjointement par suite
de leur évolution ovocytaire comparable. Cette derniére peut, dans ses

grandes lignes, se subdiviser en 4 stades principaux :

1 - Stade I : prévitellogenése

L'origine des cellules germinales est mal connue chez les
Néréidiens. Dés le stade ovorgonie, ces cellules évoluent librement dans le
liquide coelomique. Elles sont alors associées en des massifs groupant de dix
& vingt é1éments parmi lesquels on distingue & la fols des ovogonies et des
ovocytes en prophase de méiose,
un noyau volumineux et un cytoplasme basophile restreint, Les filgures de
divisions goniales y sont fréquentes (P1l, 1, fig. c).

- Les_gvocytes_en prophase de méiose (Pl. 1, fig. a et b)

La derniére division goniale est suivie d'une période
de repos., Aprés cette interphase durant laquelle s'effectuent les synthéses
d'ADN ovocytaire, se déroulent les stades de la prophase de méiose. Le stade
diploténe est suivi d'une diminution de la coloration de la chromatine aprés
réaction de Feulgen. Cette dernidre devient complétement négative au début
du stade dictyoténe. Le cytoplasme présente alors un accroissement trés net
par rapport au volume nucléaire ; la phase de grand accroissement ovocytailre

commence,

2 - Stade II : 1¥laboration du vitellus protéique

Chez N, pelaglca, ce stade correspond aux ovocytes d'un
diamétre compris entre 40 et 90 p ; Chez P, cultrifera, il s'étend depuls

40 p environ Jusque 130 u . Durant cette période, le cytoplasme, trés baso-
phile, est fortement coloré par la pyronine (coloration de Brachet) et
'par le bleu de toluidine & pH 4,6. La digestion par 1'ARNase confirme
1'abondance des ribonucléoprotéines. '

Les lobules vitellins sont mis en évidence par les réactions
signalétiques des protides (Ninhydrine-Schiff ; Millon ; bleu de bromophénol),
Les lipides, colorés par le noir Soudan et le sulfate de bleu de Nil
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apparaissent trés t8t chez N. pelagica ; par contre chez P, cultrifera, ils

ne représentent une proportion notable des inclusions cytcplasmiques que
lorsque l'ovocyte atteint un diamétre de 60 p (Pl., 1, fig. e). Durant cette
période, une Intense activité nucléolaire se manifeste et les émissions de

matériel nucléaire vers le cytoplasme sont extrémement abondantes.

3 - Stade TIT : 1'élaboration des polysaccharides

Ce processus se déroules en deux étapes,

1 - Apparition d'un matériel PAS positif, résistant &
1l'action de 1l'amylase salivaire, Ce matériel, disséminé entre les lobules
vitellins et lipidiques présente une intense métachromasie par le bleu de
toluidine & pH 4,6 et 2,2 mais il n'est pas coloré par le bleu alclan. Sa
présence se situe entre 100 et 150 p pour les ovocytes de N, pelagica et
entre 130 et 180 p pour ceux de P, cultrifera (Pl. 1, fig, f),

2 - Formation de mucopolysaccharides & caractére acide
(P1. 1, fig, g et h). Leur étude histochimique détaillée sera abordée dans le
chapitre VII.

4 - Stade IV : la maturation ovocytaire (ovocyte d'un

diamétre supérieur & 200p )
Ce stade correspond aux modifications morphologiques
les plus marquantes de 1l'épitoquie : développement des lamelles parapodiales
et apparition des soles hétéronéréidiennes,

Le cytoplasme présente une répartition caractéristique de ses
é1éments (P1l., 1, fig. 1). On distingue en allant du noyau vers le cortex :

- une auréole basophile périnucléaires, riche ex ARN ; (la colora-
bilité par la pyronine et le bleu de toluidine disparalt aprés action de 1{

AFNase ). Cette zone se colore également par le vert solide selon la technique
d'ALFERT et GECHWIND aprés hydrolyse acide des acides nucléiques. Elle semble
donc renfermer des protéines basiques liées aux ARN,

- des lobules lipidiques. Ils sont peu nombreux mais trés volumi-
neux dans les oocytes de N, pelagica par suite de la fusion des éléments
lipidiques disséminés dans.le cytoplasme aux stades antérieurs,

- les lobules de vitellus protéilques

- les mucopolysaccharides, condensés en une couche corticale

d'environ 15 & 20 p d'épaisseur., La double coloration PAS - Bleu Alcian selon
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VIALLI révéle que les polysaccharides les plus internes sont uniquement réac-

tifs au PAS et ne présentent pas de réaction alcianophile.

5 - Relation entre les stades‘cytologiques et les cour-

bes de croissance ovocytaire (Fig. I et II).

Les processus de vitellogenése (St. II) s'effectuent
en majeure partie durant la période de croissance peu accentuée des ovocytes.

Pour N. pelagica, ce stade correspond aux mois d'été et d'autome. Il est

trés long chez P. cultrifera puisqu'il s'échelonne du mois de Mars de la
premiére année éu mois de Septembre de 1'année suivante.

L'élaboration des polysaccharides (St. III) s'effectue dans
les deux espéces durant les mois d'hiver. Elle correspond a la période de
croissance raplde pendant laquelle les ovocytes doublent de volume ; & ce
moment les ovocytes acquiérent une coloration bleu-verditre caractéristique.

La ségrégation des éléments cytoplasmiques (St. IV) correspond au
dernier paliler de lapourba A ce moment, le diamétre ovocytaire n'augmente
plus que trés légérement ; seul le noyau subit un dernier accroissement de

volume (Fig. I et II).

B - NEREIS DIVERSICOILCR

L'évolution ovocytaire de N. diversicolor ne présente pas

de stades aussi diversifiés et caractéristiques que chez N. pelagica et

P, cultrifera.

Apres un stade de prévitellogenése analogue au stade I des deux
especes précédentes, débute une trés longue période d'accroissement (Stade
EI). Le cytoplasme treés basophile renferme de nombreux lobules lipidiques et
vitellins? L'étude histochimique de ces derniers sera abordée dans le chapi-
tre de la vitellogenéée (Chapitre VI). A partir d'un diametre ovocytaire de
150 & 170 p (Stade III), des formations de glycogine apparaissent dans le
cytoplasme. On note également & ce moment, 1'élaboration de granules méta-
chromatiques colorés par lg bleu Alcian. Toutefols ces formations corticales
sont relativement peu développées et restent localisées & proximité de 1'en-
veloppe ovocytaire,

Lors de la matwration, aucun remaniement cytoplasmique n'intervient

l'ovocyte conserve une morphologle analogue & celle du stade précédent.

® P1. 1, fig. 4.

.
2
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En résumé, 1'évolution ovocytaire de N. diversicolor est caractérisée

par son homogénéité, un développement restreint des formations mucopolysaccha-
ridiques et l'absence de remaniements cytoplasmiques importants & 1'approche

de la maturation.

CONCILUSION

- L'étude a porté sur trois Néréidiens :

+ N. pelagica et P. cultrifera, especes se reprodulsant sous une

forme épitoque et dont le cycle de vie est respectivement de deux
et trois ans.

. N. diversicolor, espéce dont la reproduction, qul survient au

bout de deux ans, ne s'accompagne pas des modifications morpholo-

giques de 1'épitoquie.

- Ia croissance du diamétre ovocytaire s'effectue selon une courbe sigmolde.

- Chez N. pelagica et P. cultrifera, 1'évolution cytologique peut &tre sub-

divisée en 4 stades : prévitellog?nése, élaboration du vitellus protéique,

élaboration des polysaccharides, maturation. Ce dernier stade est caracté-
risé par une ségrégation des constituants cytoplasmiqﬁes en quatre zones :
auréole périnucléaire basophile, lobules lipidiques, vitellus protéiques,
couche corticale de mucopolysaccharides.

Les processus de vitellogengse s'effectuent durant la période de

croissance ralentie des ovocytes. L'élaboration des mucopolysaccharides sur-
vient dans ‘les mois d'hiver, elle correspond i la période la plus rapide de

la crolssance ovocytaire.

-~ Chez N, diversicolor, 1l’évolution ovocytaire est caractérisée par son homo-

généité, un développement restreint des formations mucopolysaccharidiques et
1l'absence de remaniements cytoplasmiques importants & 1'approche de la

maturation.
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CHAPITRE IT

ETUDE DU METABOLISME OVCCYTAIRE

INTRCDUCTION

Ce probléme a été abordé par la technique autoradiographique, métho-
de cytochimique permettant,selon la définition de FICQ (1961),de localiser
au sein des tissus et des cellules les radioéléments introduits sous forme
de molécules radioactives. Cette technique, par 1l'incorporation de précur-
seurs spécifiques, permet & la fols de préciser le site et la vitesse des
synthéses de molécules complexes (ADN, ARN, protéines) et de sulvre la mi-
gration éventuelle de ces composés a 1l'intérieur de la cellule.

Dans notre étude du métabolisme ovocytaire, nous avons abordé
1'étude de trois types de synthéses : ARN, protéines, ADN. Les résultats con-
cernant les synthéses d'ADN seront envisagés dans le chapitre III, consacré
au noyau.

En ce qui concerne les synthéses d'ARN et de protéines, nous nous
sommes attachés plus particuliérement & une étude cinétique de 1'incorpora-
tion des précurseurs radioactifs,de fagon & comparer, pour un stade cytologique
domné, 1l'importance et le déroulement des processus métaboliques. L'expé-

rimentation a porté essentiellement sur des femelles de N. diversicolor d'un

diametre co%pris entre 80 et 120 p.
L'uridine tritide (Uridine 3H-5 , 20 C1/mM), injectée & la dose
de 20 p Ci par gramme de poids frails, a été utilisée comme précurseur des
synthéses d'ARN. le développement considérable du nucléole laissait en effet
présager 1'importance du métabolisme des ribonucléoprotéines ainsi.que cela
a été constaté dans divers ovocytes d'Invertébrés : Echinodermes (FICQ,
1955 et 1961 ; GEUSKENS, 1963), Batraciens (FICQ, 1961), Annélides (ALLEN,
1966 ; TWEEDELL, 1966), Insectes (Van den BROEK et TATES, 1961 ; ZAIOKAR,
1965).
L'étude des synthéses de protéines a été entreprise, d'une part
dans le but de suivre le mode d'élaboration de lobules de vitellus protéi-

que, d'autre part, dans celui de préciser le cycle des protéines basiques.
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L'importance de ces dernieéres dans le métabolisme cellulaire est bien connve,
particuliérement en ce qul concerne leur rdle dans la régulation des synthe-
ses d'acides nucléiques (HUANG et BONNER, 1962 ; ALIFREY et al., 1963).

Ia leucine (L-lLeucine 5H, 145 m Ci/mM) & la dose de 15 uCi par
gramme de poids frais a été utilisée comme précurseur des synthéses de pro-
téines totales.

L'arginine (I-Arginine 3H-llr, 1Ci/mM) et la lysine (L™ Lysine 3H-4,
1 Ci/mM) ont été employées pour 1'étude de la synthése des protéines basiques
& la dose de 50 uCi par gramme de poids frals (les produits radiocactifs
utilisés dans cette étude ont été délivrés par le C.E.A.).

les fixations sont effectuées par le liquide de Carnoy (incorpora-
tion d'uridine 3H) ou par le formol & 10 % dans l'eau de mer i des temps

variés d'évolution s'étendant de une demi-heure & 5 jours apres 1l'injection.

I - INCORPORATION D'URIDINE 2y (Tableau 2)

w——v o

Pour les temps courts d'incorporation (1/2 heure et 1 heure),
le mérquage est localisé uniquement au niveau du nucléole. 3 & 6 heures apres
1'injection le marquage apparaft dans le nucléoplasme (Pl. 2, fig. a) ; 1l
ne gagne le cytoplasme qu'aprés une durée approximative de 24 heures. Dans
le cas de certains nucléoles dont le centre est occupé par une vacuole de
grande taille, la radiocactivité est étroitement localisée & la zone corticale
du nucléole (Pl. 2, fig. b et c).

Aprés 48 heures d'incorporation, le marquage reste important dans
le nucléoplasme et surtout dans le nucléole. Au 5Séme jour, 1l diminue forte-

ment dans le noyau ; corrélativement 11 s'éléve dans le cytoplasme.

Contrble

L'action de la RNAse sur coupes fixées au Carnoy n'entrafne qu'une
disparition incompléte du marquage aprés une digestion de 3 heures. Sur le
méme matériel SCHROEDER (1969) fait agir cette enzyme pendant une période
excessivement longue (17 heures) pour obtenir la disparition du marquage.

I1 semble que l'action de la RNAse s'exerce difficilement aprés fixation
des pleces.

Par contre l'acide trichloro-acétique 1 N & 60° C pendant 3 heures
fait disparaltre toute trace de radiocactivité. Le TCA chaud détruisant les
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Tableau 2 - Marquage des sites cellulaires aprés des durées variables d'in-

corporation d'uridine }H (N. diversicolor).

( : :
( Temps : : . : :
( a'incorporation Nucléole . Nucléoplasme | Cytoplasme . Vitellus
S R — mommmmmmmmeo- {PEOYEIQUE)
( : : : :

. Quelques . _ . - -
E 1/2 b °  grains : .
( : : : :
( lh : ++ : - : - : -
( L3 -
( : : :
( 6 h : +++ : + :  quelques @ -
( : : grains
( : : : :
( 24 n : +4+++ : ++ : + : -
( : :
( : : :
( "48n : 4+ : ++ : ++ : -
( : :
( : : :
( 5 jours : ++ : + : 4+t : -
( .

Iégende : -~ pas de marquage

+ marquage
+++ marquage intense
A\

acides nucléiques, nous pouvons considérer que 1l'uridine tritide s'est bien

incorporé a 1'ARN, étant donné qu'aucune synthése d'ADN ne survient durant
cette péricde.

II - INCORPORATICHN DE LSUCINE ~H (TKBLL.D 3) (N. DIVERSICULOR)

Chez N. diversicolor pour des temps d'incorporation, de

1l'ordre d'une demi-heure; le marquage est localisé essentiellement au niveau
du nucléole (Pl. 2, fig. e). Dans le cytoplasme, les grains d'argent, peu
nombreux, sont répartis préférentiellement dans la zone corticale. Le mar-
quage du nucléoplasme apparalt entre 1 et 3 heures (Pl. 2, fig. f et g).

24 heures aprés 1l'injection, la radiocactivité baisse 1légérement

e’ e’ e’ e e? e e e e S e S o S st N S St et o Sl ot
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au niveau du nucléole tandis qu'une concentration de grains d'argent est notée
au niveau de certains petits lobules vitellins. Cette évolution s'accentue
pour les périodes d'incorporation de plus longue durée (48 heures et plus)
(Pl1. 2, fig. h). Il est & noter qu'un taux notable de marquage persiste,méme
aprés 4 jours d'évolution,au niveau des travées du cytoplasme.

Des résultats similaires ont été constatés dans les ovocytes de
N. pelagica, le marquage des lobules vitellins est cependant moins important.
Cette particularité est vraisemblablement due au fait que le développement du

vitellus est plus restreint dans cette espéce que chez N. diversicolor. D'au-

tre part, chez N. pelagica les synthéses de protéines nucléolalres sont par-
ticuliérement importantes durant la phase d'élaboration des mucopolysaccha-

rides cytoplasmiques.

Tableau 3 - Marquage des différents sites cellulaires aprés des durées

variables d'incorporation de leucine 3H (N. diversicolor)

( : : :

( Temps : : : : Vitellus

é d'incorporation Nucléole . Nucléoplasme . Cytoplasme (protéique)
( : : ; ;

( lh : ++ : + : + : -

( : : :

( : :

( 6 h : +++ : + : + : -

( : : : :

( : : : :

( 24k n : ++ : ++ : ++ : ++

( : : : :

( : : : :

( 48 n : + : + : ++ : et

( : :

( : : : : o
( 4 Jours : + : + : ++ I

( .
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3

IIT - INCORPORATIGN DE LYSINE “H T D'ARGINIHE 3H

a) Lysine (Tableau 4)

Pendant les 6 premiéres heures d'incorporation, on
constate une élévation progressive de la radioactivité dans tous les sites
cellulaires, sauf dans le vitellus ol aucun marquage n'est enregistré. la
répartition des grains d'argent est assez diffuse avec cependant une prépon-
dérance nette au niveau du nucléole.

24 neures aprés 1'injection, le marquage du noyau et du nucléole
reste généralement élevé, quoique présentant des différences notables selon
les vers en expérimentation. Comme dans le cas de la leucine 3H, on note une
augmentation de la radioactivité du cytoplasme ; celle-cl est localisée en
ma jeure partie au niveau des lobules vitellins (Pl. 3, fig. a). Ia chasse du
précurseur marqué par une solution froide de lysine & la 6&me heure est suivie,
aprés une évolution totale de 24 heures, d'une concentration plus nette que
dans 1l'expérience précédente de la radioactivité au niveau des lobules vitel-
lins. Par contre, le marquage nucléaire ne présente pas de modifications.

dans ce cas

3

Tableau 4 - Cinétique d'incorporation de la lysine “H (N. diversicolor)

TN SN LTINS TN TN TN SN TN TN PN TN TN SN ST SN SN TN TN SN SN e SN N

H H : )

Temps : , : , : +  Vitellus )
d'incorporation 3 Nucléole . Nucléoplasme . Cytoplasme :  protéique %
1/2 n : ++ : + : + : - g
\ : : : : ;

1 h 30 : 4+ : ++ : ++ : - )
: : : %

3h : ++++ : ++ : ++ P - )
: : : ;

6 h : +44++ : ++ : ++ : - }
: : : : %

24 n : +++ : ++ : ++++ : +++ )
: : : : ;

48 n : +++ : ++ : ottt : ++++ )
: : : ;

5 Jours : ++ : + : ++ : et j
. : . . )
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b) Arginine (Tableau &)

L'incorporation de l'arginine semble plus lente qQue
celle de la lysine mais on retrouve l'augmentation progressive de la radio-
activité dans 1'ensemble de la cellule ainsi que la prépondérance du marquage
du nucléole (Pl. 3, fig. c).

le nucléoplasme et le nucléole voient leur radiocactivité diminuer
sensiblement 24 heures aprés 1l'injection tandis que celle du cytoplasme aug-
mente nettement.

Apres des temps plus longs d'incorporation (48 heures 4 5 jours),

le nucléole et le noyau sont pratiquement indemmes de tout marquage. Ia radio-

activité est trés importante au niveau des granules vitellins les plus petits ;

corrélativement, elle devient insignifiante dans les travées cytoplasmiques
(P1. 3, fig. 4).
la chasse du précurseur accélére la concentration des grains d'ar-

gent au niveau des lobules vitellins (Pl. 3, fig. e).

Tableau 5 - Cinétique d'incorporation de l'arginine )H (N. diversicolor)

( : : :

E d'iﬁcgjgiiation : Nucléole : Nucléoplasme : Cytoplasme : égitgi;ﬁ:
e T loccmmccmcmcemm e e e —————— ,——— e am— e e ——————————
g lh ; + E qq grains ; qq grains : -

g 2h ++ aq grains aq grains -

é >h : +++ ; + i + : -

E 6 h : 4+t : ++ ; + -

g 24 n : ++ E ++ : 4+ : +

g 48 n ; + : + : + : +++

g 5 Jours ; Qq grains ; aq grains ; qq grains ; 4+
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Controdles

De préférence aux digestions enzymatiques (1'action des protéases
est assez aléatoire sur tissus fixés), nous avons utilisé des méthodes chimi-
ques. Les protéines basiques étant sensibles 3 l'action des acides minéraux
dilués, les coupes sont soumises & l'action de 1'HC1 0,2 N ou de 1l'acide
sulfurique 4 5 % (concentration de la réaction différentielle de Millon
(LISON, 1961). Aprés ce traitement les coupes ne présentent pratiquement plus
- aucun marquage (Pl. 3, fig. b).

IV -~ DISCUSSION
—_———

1 - Métabolisme de 1'ARN

Dans les ovocytes de Néréidiens, 1'étude cinétique de 1'incor-
poration d'uridine 3H suggére que les synthéses d'ARN s'effectuent dans le
nucléole et que ces acides nucléiques migrent ensuite dans le nucléoplasme
puis le cytoplasme. Le rfle du nucléole dans les synthéses d'ARN ainsi que
1l'existence d'un transfert de matériel vers le cytoplasme constituent main-
tenant des données bien établies i la suite de nombreuses études biochimiques
(PERRY, 1965 et 1969) autoradiographiques (AMANO et IEBLOND, 1960) et expéri-
mentales : irradiation du nucléole par les U.V. (PERRY et ERRERA, 1960 ;
SIDDEBOTTOM et HARRIS, 1969) ; implantation de noyaux préalablement radioac-
tivés (CRAIG et GOLDSTEIN, 1969).

Dans les ovocytes, le métabolisme nucléolaire et les échanges
nucléocytoplasmiques sont particuliérement actifs comme 1'ont montré les
études autoradiographiques effectuées en microscopie photonique chez les
Echinodermes (FICQ, 1955 et 1961 ; GEUSKENS, 1963), les Batraciens (FICQ,
1961), les Insectes (VAN DEN BRCEK et TATES, 1961 ; ZALOKAR, 1965) et les
Annélides (DHAINAUT, 1964 ; ALIEN, 1966 ; TWEEDELL, 1966 ; GOULD et SCHROEDER,

1969).

Ia nature de 1'ARN synthétisé au niveau du nucléole a pu &tre pré-
cisé par des travaux bilochimiques. Dans les cellules Hela de Mammiféres,
WEINBERG et al., (1967), PERRY (1969) ont montré que la transcription et la
méthylation des grandes molécules précurseurs de 1'ARN ribosomal (ARN 45 S)
s'effectuent au niveau des cistrons de 1'ADN nucléolaire. Ce précurseur se

. fragmente ensuite en molécules d'ARN 18 S et 32 S avec perte de la portion

non méthylée. Le transfert des produits nucléolaires vers le cytoplasme
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s'effectue sous la forme A'ARN 18 S et 28 S, 1iés & des protéines.

Dans les ovocytes d'Amphibiens (BROWN et LITTNA, 1964 ; DAVIDSON
et al., 1964) et d'Echinodermes (PIATIGORSKY et TYLER, 1967) des résultats
similaires montrent que 1'ARN ribosomal 18 S et 28 S représente la majeure
partie des ARN synthétisés. Cependant 1'ARN messager, de sédimentation
hétérologue, constitue une fraction notable des produits de syntheése. Cet
ARN messager étant stocké en grande partie sous une forme inactive dans 1le
cytoplasme, Jusqu'a la fécondation (SPIRIN, 1966).

Chez les Néréidiens, GOULD-SCMERO et SCHROEDER (1969) ont signalé
récemment la présence d'ARN 45 S et 30 S dans les ovocytes de N. grubei.
Chez cette espeéce, les fractions obtenues en gradient de sucrose suggérent
que les synthéses d'ARN ribosomal sont prépondérantes et pourraient s'effec-
tuer & tous les stades de 1'évolution ovocytaire.

I1 semble donc qQu'a la suite d'une injection d'uridine 3H, la
ma jeure partie de la radiocactivité visualisée en autoradiographie soit liée

4 des ARN de nature ribosomale.

2 - Métabolisme des protéines totales

a) Métabolisme nucléaire

Chez N. diversicolor et N. pelagica, le métabolisme

protéique du nucléole est trés intense. Peu de temps aprés 1'injection de
leucine 3H, le marquage de cet organite tranche nettement sur celui des autres
sites cellulaires. Si pour certains auteurs tel PERRY (1969) le probléme de
1l'origine des protéines nucléolaires et nucléaires est encore discuté, il
semble cependant que dans certains types cellulaires, 1'existence de synthéses
protéiques au niveau du nucléole soit désormais acquise. ALLFREY et al. (1964)
ont démontré 1'incorporation "in vitro" d'acides aminés dans des noyaux de
thymus isolés. TIXIER-VIDAL et al. (1965), DROZ et al. (1968, cités par
. BERNHARD et GRANBOUUIAN, 1968) ont montré par ailleurs en autoradiographie
& haute résolution que le marquage du nucléole résulte bien d'une synthése
"in situ" et non d'une migration de protéines cytoplasmiques.

Le rdle de ces protéines reste encore contreversé (BERNHARD et
GRANBOUIAN, 1968). Pour VINCENT (1965), elles pourraient Jouer un rélé pro-
tecteur pour 1'ARN messager ; pour BIRNSTIEL et al. (1963) elles s'agsocie-

‘ratent & 1'ARN ribosomal pour domner naissance aux ribonucléoprotéines.
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la persistance d'un taux notable de radiocactivité nucléolaire semble
indiquer que toutes les protéines ne seraient pas transferées vers le cyto-
plasme. Certaines d'entre elles peuvent persister "in situ" méme aprés chasse

du précurseur ; elles semblent Jouer le rdle de protéines de structure.

b) Métabolisme du cytoplasme

En ce quil concerne le marquage du cytoplasme, le pro-
bléme est particuliérement complexe. Une synthése de protéines semble s'effec-
tuer précocement au niveau des ribosomes de la zone corticale de 1'ovocyte
(voir Chapitre VI : vitellogenése). Ces protéines, aprés remaniement au ni-
veau de l'appareil de Golgi, seraient intégrées dans le vitellus protéique.
Ce processus métabolique seralt analogue i celui démontré dans les cellules
& sécrétion exocrines (CARO et PAIADE, 1964 ; DROZ, 1966a ; JAMIESON et
PAIADE, 1967 a et b).

D'autre part, une partie des_protéines nucléolaires semblent migrer
vers le cytoplasme comme en témoigne la chute de radioactivité constatée au
niveau de cet organite. Il est possible que ces protéines fassent partie du
"pool" protéique nucléolaire envisagé par PERRY (1969) et qu'elles pulssent
gagner le cytoplasme sous forme de ribonucléoprotéines aprés leur association
avec 1'ARN ribosomal (BIRNSTIEL et al., 1964). Ce processus permettralt
d'expliquer la persistance d'un marquage au niveau des zones cytoplasmiques

riches en ARN, alors que les protéines synthétisées initialement & ce niveau

se sont incorporées dans les éléments vitellins.

3 - Métabolisme des protéines basiques

a) Protéines basiques nucléaires

L'autoradiographie, aprés injection de lysine et
d'arginine tritiées permet de considérer le nucléole de 1l'ovocyte de N. diver-
- sicolor comme un site important de la synthése des protéines basiques.

Dans le cas de 1l'arginine, le marquage disparaft presque totalement
du nucléole aprés 5 Jours d'incorporation ; la plus grande partie de la radio-
activité se trouve alors localisde dans le cytoplasme. La chasse du précur-
seur aboutit au méme résultat d'une fagon plus rapide. Ces résultats sont en

. faveur d'une migration nucléo-cytoplasmiqueg des protéines riches en arginine
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synthétisées par le nucléole. Ce processus est beaucoup moins net en ce qui
concerne les protéines riches en lysine. Cette particularité pourrait résulter
de l'existence de plusieurs fractions de protéines, ainsi que cela a été
envisagé par un certain nombre d'auteurs (ALLFREY et al., 1964). Il reste
néanmcins difficile de préciser le rdle exact des protéines basigues au cours
de 1'ovogendse. Les travaux de SUSKIND (1965) sur le nucléole des cellules
Hela ont démontré 1l'existence d'une relation métabolique et structurale entre
1'ARN et les protéines incorporant activement les acides aminés basiques ;
cet ARN serait de nature ribosomale comme le montre l'action sélective de
1l'actinomycine D 4 basse concentration.

On peut done envisager qu'une partie des protéines basiques pour-
rait s'assocler au niveau du nucléole & 1'ARN ribosomal dont nous connaissons

par ailleurs l'importance des synthéses.

b) Protéines basiques cytoplasmiques

L'éventualité d'une association protéines basiques-ARN
ribosomal se repose au niveau du cytoplasme. Dans ce dernier, les sites riches
en ARN sont marqués intensément aprés une incorporation d'acides aminés basi-
ques. Cette observation concorde avec une série d'études cytochimiques mon-
trant qu'au niveau des ribosomes, les protéines basiques sont associées 3
1'ARN : BACKSTRUM, 1965 (oeuf d'Oursin) ; DAVENPORT et DAVENPCRT, 1965, 1966
(ovocytes de plusieurs espéces animales) ; COWDEN, 1966 (ribosomes 1isolés
de bactéries et de cellules hépatiques). Cette assoclation a été démontrée
expérimentalement "in vitro" par MAGGIO et al. (1965) qui obtiemnent l'acti-
vation d'oeufs vierges d'Oursin en faisant agir la trypsine, enzyme dont
1'action s'exerce particuliérement sur les protéines basiques.

Au cours de 1'évolution naturelle, des études cytochimiques quanti-
tatives sur les ovocytes indiquent que le complexe ARN ribosomal - protéines
basiques se dissocie au cours de la vitellogendse pour "libérer" des riboso-
" mes actifs (COWDEN, 1966, 1967 ; LECHENAULT, 1967). Ces protéines pourraient
donc Jouer un rfle de régulateur des synthéses protéiques au niveau des
ribosomes, au cours de l'ovogenése (BACKSTROM, 1966 ; CUWDEN, 1967). Chez
la plupart des espeéces étﬁdiées par ces auteurs, les synthéses d'ARN se
déroulent surtout pendant la prévitellogenése. Au cours de la vitellogenese,
- 1'ARN maintenu sous une forme bloquée par les protéines basiques, est pro-

gressivement libéré ; corrélativement on constate une diminution de la teneur
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en ARN du cytoplasme et une augmentation du taux des protéines basiques. Chez

N. diversicolor, & la différence des ovocytes d'Echinodermes et de Tuniciers

étudiés par les auteurs précédemment cités, la détection des protéines basiques
dans le cytoplasme reste négative ; d'autre part dans les ovocytes de Néréidiehs,
les synthéses d'ARN restent trés actives durant toute la vitellogenése., Il

est possible que dans cette espdce, la dissociation du complexe ARN-protéines
basiques soit trds rapide, ce qui permettrait d'expliquer 1'impossibilité

de détecter cytochimiquement les protéines basiques du cytoplasme,

¢) Probléme des protéines basiques du vitellus

Les techniques cytochimiques de mise en évidence des
protéines basiques sont constamment positives au niveau de lobules de vitellus
protéique, olUlautoradiographie revile par ailleurs une accumulation importante
de grains d'argent aprés l'injection d'acides aminés basiques.

Une telle concentration de protéines basiques au niveau du vitellus
est signalée en fin d'ovogendse chez Lineus ruber (LECHENAULT, 1967) et chez
Littorina zincae (COWDEN, 1966). En autoradiographie, SANCHEZ (1969) montre que

1l'incorporation de lysine se fait dﬂabord dans les régions basophiles riches

en ARN puis dans les 118ts de vitellus en formation (ovocytes d'Amphibiens).
Néanmoins, étant donné les réserves faites & propos de la spéecifi-

cité de la coloration des lobules vitellins par le vert solide alcalin

(DAVENPORT, 1967) 11 est difficile de préciser la signification du marquage

des é1éments vitellins de N. diversicolor aprés 1'injection des acides aminés

basiques, L'existence de radiocactivité & ce niveau peut résulter, soit de la
synthése des phosphoprotéines et des lipoprotéines & partir des acldes aminés
basiques, soit d'une incorporation directe des protéines basiques du cytoplasme,

apres leur dissociation du, complexe ARN-protéines basiques.

CONCLUSION

L'étude du métabolisme des ovocytes de N. diversicolor a porté
sur les cinétiques d'incorporation des précurseurs d'ARN (uridine 3H) des
protéines totales (leucine 3H) et des protéines basiques (lysinezaiet argini-
ne 3H). )

Les ARN sont synthétisés initialement et trés activement au niveau
~ du nucléole. Ia majeure partie de ces ARN est vraisemblablement de nature
ribosomale, Les ARN,aprés leur transfert dans le nucléoplasme, migrent dans

“le cytoplasme ol ils s'accumulent dans les travées basophiles,
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Les protéines totales sont synthétisées & la fois au niveau du
nucléole et dans la zéne corticale du cytoplasme. Pour de longues durées
d'incorporation (24 & 48 heures), on constate 1'apparition d'un marquage
important dans certains lobules de vitellus protéique et une diminution
du taux de la radiocactivité du nucléole,

L'hypothése de deux voies métaboliques dans la synthése des
. protéines est envisagée. lLa premiére serait en relation avec 1'édification du
vitellus protéique & partir des protéines synthétisées par le cytoplasme
(Chapitre VI); la deuxiéme concerneraitlamigration des protéines nucléolaires
vers le cytoplasme, vraisemblablement aprés leur association avec 1'ARN riboso-
mal, Ces protéines liées seraient responsables de la persistance du marquage
au niveau des travées basophiles de 1' coplasme.

L'incorporation des précurseurs de protéines basiques est suivie
d'un marquage au niveau du nucléole, d'une concentration de grains d'argent
dans la zone basique du cytoplasme puls dans les lobules vitellins, lLa signi-
fication de ce marquage est discutée en fonction des données cytochimiques.

En résumé, chez N. diversicolor le métabolisme ovocytaire durant

la phase de grand accroissement est caractérisé d'une part,par 1'importance
des synthéses nucléolaires. L'ARN élaboré A ce niveau pourrait &tre associé,
lors de son transfert dans le cytoplasme & des protéines de nature variée.
D'autre part, les protéines d'origine cytoplasmique interviemnent dans 1'édi-
fication du vitellus,de méme, éventuellement, qu'une partie des protéines

d'origine nucléaire,

\\
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CHAPITRE IIT

LE NOYAU

INTRODUCTIGN

A.la sulte des divisions goniales, 1'ovocyte entre cn prophase de
méiose. A la fin de la prophase, la chromatine cesse d'étre visualisée par
les réactions histochimiques. Ce phénoméne persiste durant toute la période
de l'accroissement du cytoplasme. Ce n'est qu'aprés la fécondation qu'inter-
vient la métaphase et que la méiose se poursuit par 1'émission des globules
polaires. ‘

En dehors des recherches sur le nucléole qui feront 1'objet d'un
chapitre distinct, deux aspects de 1'évolution nucléaire retiendront notre
attention : .

- Celul de la prophase méiotique qui sera étudié & la fois sous
1l'angle cytologique et par rapport aux synthéses d'ADN.

- Le stade de l'apparition des inclusions et des lamelles annelées

intra-nucléaires & l'approche de la maturité sexuelle.

I - EVOLUTION NUCIZATIRE DES OVOGONIES ET DES JEUNES OVOCYTES

A

Dég le stade ovogonie, les cellules germinales évoluent librement
dans le milieu coelomique. Ces cellules sont alors assenblées en des amas de
10 4 20 é1éments parvenus & des stades cytologiques variés : certains sont
encore au stade gonie tandis que les plus évolués sont en début de phase
d'aceroissement.

Nous envisagerons successivement les modifications cytologlques
nucléaires, puils, en fonction de ces dernidres, la période durant laquelle

s'effectuent les syntheses d'ADN ovocytaire.



- 30 -

A - ETUDE CYTOLOGIQUE DES OVOGONIES ET DES OVOCYTES EN PROPHASE
DE MEIOSE (Fig. V).

Cette étude a été effectuée essentiellement en microscopie optique ;
les techniques de microscople €lectronique ayant donné des résultats assez

décevants dans la fixation des chromosomes.

- les ovogonies

Ces cellules sont caractérisées par la prépondérance du vo-
lume nucléaire sur celul du cytoplasme. Les chromosomes, bien individualisés,
se colorent fortement par les techniques cytologiques classiques (Réaction
de FEULGEN ; hématoxyline ferrique de HEIDENHAIN). Les divisions goniales
se poursuivent aqtivement dans l%s massifs'cellﬁlaires coelomiques comme le
démontrent les nombreuses figures de mitoses observées a leur niveau. la
télophase de la derniére division des gellulés goniales est suilvie d'une
despiralisation progressive des chromosomes : la chromatine forme alors un
réseau‘diffus analogue a celul des cellules somatiques en interphase. Un nu-
cléole de petite taille apparafit.

Cette période de repos précéde le début de la probhasé de méiose.
A partir de ce stade, les cellules germinales prennent l'appelation d'ovo-

cytes primaires.

- Stade leptoténe '

I1 est caractérisé par 1'individualisation des chromosomes
qui se présentent sous l'aspect de filaments gréles, trés contournés, orien-

tés selon une direction sensiblement paralléle.

- Stade zygoténe

Le nucléole a maintenant disparu ; vu la taille restfeinte
des cellules germinales, 1l'appariement des chromosomes est difficilement
visible. Par contre, une contraction trés nette des chromosomes est observée
4 la fin de ce stade (stade synizesis). Tous les chromosomes se tassent &
un pdle de la cellule en une masse trés colorable par les colorants

nucléaires.



Fig. V - Représentation semi-schématique d'un flot de cellules germinales

de N. pelagica (ovogonies et ovocytes en prophase de méiose).
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- Stade pachyténe

Les chromosomes trés é€paissis apparaissent groupés en bouquet.
Ils forment des anses dont la courbure est orientée vers le centre du noyau.
Peu & peu la polarité des chromosomes s'atténue et ceux-ci se dispersent dans

le nucléoplasme.

- Stade diploténe et stade de diffusion (début du stade

dictyoténe)
Les chromosomes aprés une courte phase de spiralisation se

(Y

dispersent & nouveau dans le nucléoplasme en un réticulum assez diffus.

Le nucléole apparaft & proximité de l'enveloppe nucléaire. A ce
stade, le réseau de chromatine tend ésiocaliser uniquement dans la zone
corticale du nucléoplasme. L'intensité de la réaction de Feulgen diminue
puis finit par devenir complétement négative. Le noyau entre alors en période
de repos tandis que le volume du cytoplasme s'aceroft considérablement : la

phase de grand accroissement du cytoplasme commence.

‘B - ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE DES SYNTHESES D'ADN

1 - Etude "in vitro"

Cette étude a porté sur N. diversicolor. Le milieu de culture
est additionné de thymidine 3H (3 C1/mM. CEA) &4 la dose de 2 pC/ml. Les para-

podes des cellules germinales sont associés i des prostomiums pour rester

dans les conditions hormonales analogues i celles de 1'ovogendse naturelle.
Les fixations, effectuées au Carnoy, ont porté sur plusieurs séries de
culture groupant au total une cinquantaine d'explants. Elles sont échelonnées

quotidiennement pendant une‘période de 12 Jjours.

- Résultats

a) L'incorporation de thymidine est trés élevée au niveau
des ovogonies, ce quil confirme 1'existence de divisions goniales "in vitro".
D'autre part, le marquage gpparaft précocement au niveau de ces cellules
(24 heures de culture), ce qui traduit un rythme de division rapide.

b) En dehors des ovogonies, les seules cellules germinales
marquées aprés 24 heures de culture sont au stade préleptoténe. Il semble
donc que les synthéses d'ADN s'effectuent pendant 1'interphase qui suit la

derniére division goniale.



Tableau 6
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c) Le temps qui s'écoule avant l'apparition du marquage au
niveau des divers stades de la prophase de méiose domne des indications sur
la vitesse de déroulement de cette derniére. Ces données sont regroupées
dans le tableau 6.

Le stade leptoténe est assez raplde et ne doit guére s'étendre au
dels d'une Journée (Pi. T4, fig. h). Par contre, le stade zygoténe, et en
particulier, la phase de contraction des chromosomes (stade synizesis) dure
" trds longtemps (environ 3 & 4 Jours) puisque la radioactivité n'apparaft
dans les éléments parvenus au stade pachyténe qu'aprés 7 Jours de culture.
la durée totale de la prophase de mélose, en culture organotypique, s'éche-

lonne environ sur une dizaine de Jours.

2 - Etude "in vivo"

Les Jjeunes femelles de N. diversicolor conservées au labora-

toire & la température de 15° C ont regu une injection intra-coelomique de
20 pC de thymidine }H. Les animaux sont fixés apreés 24 heures d'incorporation.
‘ L'examen des autoradiogrammes montre, pour ce temps d'incorporation,
que seules les ovogonles et les ovoc&tes en inter-phase préméiotique présen-
tent du marquage.
Dans les ovocytes en phase d'accroissement, aucun marquage signi-
ficatif n'a pu &tre déceld, tant au niveau du noyau que du cytoplasme, &

quelque stade que ce soit.

C, - DISCUSSION

L'examen cytologique effectué soit sur coupes histologiques, soit
4 la suite de ponction coelomique révéle, dans les trois espices étudiées

(N. diversicolor, N. pelagica et P. cultrifera), la présence d'flots de

cellules goniales dans des vers renfermant par ailleurs des ovocytes plus
. 8gés ; ces derniers peuvent en certains cas atteindrent un dlametre de
1'ordre de 100 p. Il semble donc que plusieurs poussées de proliférations
ovogoniales puissent s'effectuer au cours de 1'ovogenése.
Chez N. grubei, SCHRUEDER (1970) signale un phénoméne similaire.
I1 constate Que les proliférations goniales sont particuliérement intenses
"4 deux stades de 1'ovogenese: quand les ovocytes les plus &gés sont parvenus

respectivement & un diametre de 35 et de 75 .
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Dans les ovocytes, la prophase de méiose se trouve séparée de la
métaphase par une longue périocde de repos qui correspond 4 la phase de grand
accroissement. Cette particularité des cellules génitales femelles ne semble
gutre présenter d'exception dans l'ensemble du régne des métazoaires
(RAVEN, 1961).

Chez les Polychétes, le déroulement de la prophase de méiose
‘s'effectue sans particularité cytologique notable, tout au plus, peut-on
signaler, la forte contraction des chromosomes au stade synizesis ; DEHORNE
(1911), chez Sabellaria, avait mentionné un processus semblable.

L'examen cytologique ne montre aucune différence entre les cellules
germinales ayant évolué "in vitro"et celles issues de 1'ovogendse naturelle.
Aucun signe de dégénérescence n'a jamais été constaté dans les cellules en
culture. Ia méthode de culture organotypique présente par contre 1l'avantage
de pouvoir suivre 1'évolution d'une méme souche de cellules sexuelles ;
d'autre part,la possibilité de cultiver un grand nombre d'explants autorise
des fixations nombreuses, condition indispensable pour 1'établissement d'une

cinétique.

Les résultats fournis par 1'autoradiographie permettent de situer
la période de la synthése de 1'ADN ovocytaire durant le stade préleptoténe .

et peut €tre au début du stade leptoténe (la distinction cytologique de ces

deux stades est assez délicate). Différentes études portant sur ce probléme
ont été réalisées chez les Echinodermes (HOLIAND et GIESE, 1965), les Insectes
(HEINONEN et HALKKA, 1964), les Amphibiens (FICQ, 1968), les Uiseaux (CALIE-
BAULT, 1967) et les Mammiféeres (LIMA de FARIA et BORUM, 1962 ; PETERS et
CRONE, 1968). Il ressort, de 1'ensemble de ces travaux, que d'une fagon
générale, la synthése de 1'ADN ovocytaire est réalisée durant 1l'interphase
préméiotique et parfois durant le stade leptoténe.

Chez les Annélides, TWEEDELL (1966) dans son étude sur Pectinaria
gouldii arrive & des conclusions similaires en ce qui concerne 1'incorpora-
tion nucléaire de la thymidine 3H. Cet auteur constate en outre, une incor-
poration abondante de ce précurseur dans 1'ooplasme. Nous n'avons pas consta-

té, en ce qui nous concerne, de phénoménes analogues chez les Néréidiens.
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IT-. IAMELIES ANNEIEES ET INCIUSIOUNS INTRA-NUCILEAIRES
P ——— e~ —

les formations intra-nucléaires n'ont été observées que dans des
ovocytes proches de la maturité sexuelle, d'un diametre moyen d'environ 170 p

-

pour N. diversicolor et 190 p pour N. pelagica. Le noyau, a ce stade,

présente une forme arrondie ; sa taille se situe aux environs de 30 & 40 p.
En microscopie photonique, le nucléoplasme manifeste une affinité pour les
‘colorants acides.

L'enveloppe nucléaire ne présente pas de particularités notables.
Elle est constituée de deux membranes d'environ 75 K séparées par un espace
périnucléaire variant entre 300 et 500 R. lLes pores nucléaires sont distri-
bués & intervalles réguliers et leur diamétre, vu de profil, se situe aux
environs de 750 K. la membrane externe de 1l'enveloppe nucléaire présente
parfois des expansions lamellaires en direction du cytoplasme (Pl. 63, fig. a).
De tels aspects peuvent également €tre observés au niveau de la membrane in-
terne (méme figure) mais ils sont beaucoup moins fréquents. Par contre, on
note fréquemment, & proximité de cette membrane, la présence de vésicules
aplaties d'un diamétre variant entre 200 et 400 A (P1. 61, fig. c et P1. 63,
fig. b).

Au cours de 1'ovogeneése naturelle, la présence de lamelles annelées
intra-nucléaires n'a été constatée que chez N. pelagica. Les ovocytes de

N. diversicolor renferment un type particulier d'inclusions nucléaires qui

sera étudié séparément.

A - 'IES IAMELIES ANNELEES INTRA-MUCLEATRES (N. PELAGICA)

Leur présence a été observée d'une fagon constante dans tous
les ovocytes matures examinés (Pl. 14, fig. a et Pl. 60, fig. a). Ces éléments
sont toujours situés & proximité de 1l'enveloppe nucléaire ; ils sont fréquem-
ment en contact avec les fragments nucléolaires abondants dans cette zone
a4 ce stade ovocytaire. Les lamelles intra-nucléaires sont le plus souvent
i1solées mais elles forment parfois des associations de quelques éléments
séparés par un matériel dense (Pl. 60, fig. a). D'une fagon générale, la
fréquence des pores annulaires de ces éléments est moins élevée qu'au niveau

de 1'enveloppe nucléaire.



B - IES VESICULES INTRA-NUCILEAIRES (N. DIVERSICOLOR)

_ Ces inclusions se présentent sous 1'aspect de vésicules
sensiblement sphériques d'une taille d'environ 600 mp (Pl. 62, fig. a). la
membrane de leur parol peut se replier et former des invaginations plus ou
moins accentuées. Les vésicules renferment généralement 2 & 3 granules dont
le contenu trés dense se trouve séparé de la membrane granulaire par une
guréole plus claire.

Les inclusions intra-nucléaires sont localisées dans une zone
nucléoplasmique d'environ 2 L, sous jacente & 1'enveloppe nucléaire ; leur
présence n'a Jamais été constatée plus profondément & 1l'intérieur du noyau.
Par contre, leur répartition tout autour de la vésicule germinative est plus
irrégulidre ; certains secteurs en sont pratiquement dépourvus.

Chez N. diversicolor, l'existence de systemes lamellaires (annelés

ou non) n'a été que trés rarement constatée au cours de 1l'ovogenése naturelle.
Les inclusions intra-nucléaires persistent "in situ" dans 1l'ovocyte Jusque
la fécondation. la destinée de ces formations lors de la rupture de la vési-
cule germinative n'a pu &tre déterminée avec précision.

Le mode de formation et la signification physioclogique des é1éments
1ntra-nuc1éairesseron%nyisagésaucours de la deuxiéme partie de notre tra—.
vail, dans le chapitre consacré & l'évolution de ces organites en 1'absence

de 1'hormone cérébrale (chapitre XII).

CONCLUSION

A la suite des divisions goniales, 1l'ovocyte entre en prophase de
méiose. L'incorporation de thymidine 3H "in vitro" montre que les synthéses
d'ADN de 1'ovocyte surviennent durant 1'interphase précédent le stade
leptoteéne.

La fixation d'explants 4 des temps variés de culture a perhis
d'évaluer la vitesse du déroulement des stades de la prophase de méiose, soit
environ 24 heures pour le stade leptotéine, 3 i 4 Jours pour le zygotene,

2 Jours pour le pachyténe. La durée totale de la prophase de méiose s'éche-
lomne sur une dizaine de Joﬁrs. '

A la fin de la prophase de méiose, 1'ADN cesse d'étre décelable
par les techniques cytochimiques. Ce stade marque le début de la phase de
grand accroissement du cytoplasme.
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A l'approche de la maturité sexuelle, on observe de fagon constante
1l'apparition de lamelles annelées intra-nucléaires dans les ovocytes de
N. pelagica et de vésicules intra-nucléaires dans ceux de N. diversicolor.
Le mode de formation et la signification physioclogique de ces éléments seront

envisagés conjointement & 1'évolution de ces structures en 1'absence d'hor-

mone dans le chapitre XII.



CHAPITRE IV

I£ NUCLEOLE

I - ETUDE AU MICROSCOPE PHOTONIQUE
. — =]
o« Techniques

Cette étude a été effectuée & la fols sur des coupes & la paraf-
fine et sur coupes minces d'épon. Dans le cas des inclusions & la paraffine,
les fixations ont été réalisées soit au Carnoy, soit au formol‘neutralisé.
Nous avons également utilisé le Zenker-formol suivi d'une post-chromisation
a4 froid de 4 ou 5 Jjours.

Les coupes semi-fines d'épon ont été effectuées sur des pieces
fixées par la glutaraldéhyde et 1'osmium ; ces coupes ont été examinées soit

.

au microscope & contraste de phase, soilt aprés coloration au bleu de toluidine.

« Résultats

1l - N.-gelagica

Le nucléole se reconstitue & la fin de la prophase de
méiose, au stade diploténe. Initialement situé a proximité de 1'enveloppe
nucléaire (P1. 4, fig. a), 11 gagne le centre du noyau quand les structures
chromosomiques s'estompent c¢'est & dire au début de la phase d'accroisse-
ment (Pl. 4, fig. b). A ce stade, 1l'examen des coupes semi-fines révele
que la structure nucléolaire, jusqu'alors compacte, se transforme en un
réseau de férmations.lamellaires rattachées 3 des éléments plus massifs
(P1. 4, fig. c). Les structures nucléolaires sont caractérisées par une
teneur élevée en ARN comme le démontre la coloration intense par la pyro-
nine ou le bleu de toluidine & pH 4,6 et les contrdles correspondants a la
ribonucléase. Aprés coloraéion par le Mann-Dominici le nucléole apparatt
sous l'aspect d'unc masse hétérogéne dans laquelle on décéle,ad 1'intérieur
d'une masse & caractére acidophile, des éléments treés basophiles de forme
sphérique. ‘
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Vers la fin de la vitellogenése, la structure en réseau du nucléole
semble se disloquer (Pl. 4, fig. 5). Lors de l'apparition des polysacchari-
des cytoplasmiques, 11 ne persiste dans le nucléoplasme que 3 & 4 éléments
nucléolaires d'aspect assez compact. Ces é1éments augmentent de volume par
suite d'un bourgeonnement de formations d'aspect lobulé. (P1. 4, fig. e et f).

.

Ce processus conduit & 1'édification de plusieurs complexes nucléolaires
comportant chacun un ou plusieurs éléments sphériques i caractére basophile
- entourés par un réseau lamellaire & réaction acidophile (Pl. 4, fig. g). A
partir de ce moment l'affinité du nucléole pour la pyronine ou le bleu de
toluidine décroft considérablement. Il devient difficile d'interpréter la
morphologie du nucléole & l'aide de ces seules techniques.

Ila fin de 1'élaboration des mucopolysaccharides est marquée par
une nouvelle phase de dissociation de 1'appareil nucléolaire (P1. 4, fig. h).
Dans le noyau des ovocytes proches de la maturité, les fragmenfs nucléolaires
se localisent en deux zones distinctes. la zone sous-Jacente & 1l'enveloppe
nucléaire est encombrée de nombreux granules acidophiles de forme arrondie
(P1. 4, fig. 1). Ces éléments disparaissent peu de temps avant la féconda-
tion.‘Au centre du nucléoplasme par contre on observe la persistance de

fragments nucléolaires de structure éiffuse (P1. 4, fig. J).

Les observations effectuées en microscopie optique montrent donc
que 1l'évolution nucléolaire se caractérise par une succession de phases de

bourgeonnement alternant avec des phases de dissociation qul libérent dans

le nucléoplasme de nombreux fragments nucléolaires. la signification précise
A\
de cette évolution sera envisagée par 1'examen de ces structures au micros-

cope électronique.

2 - Nereis diversicolor

Le cycle évolutif du nucléole est beaucoup plus simple que
celui de N. pelagica. Durant la majeure partie de 1'ovogenése, un seul
nucléole de forme sphérique est observé (Pl. 2 et 3). Apreés coloration au
bleu de toluidine (pH : 4,6), celui-ci présente soit une teinte uniforme,
soit une zone corticale plus colorée. Dans ce cas, la zone corticale pré-
sente le plus souvent un caractére basophile aprés coloration au Mann-

Domici tandis que la zone centrale est acidophile. Certains nucléoles
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renferment d'autre part une ou plusieurs vacuoles de grande tallle.,

A 1'approche de la maturation, le nucléole présente des phénomenes
de vacuolisation et de bourgeonnement ccmplexes tandis que sa partie baso-
phile disparaft progressivement. Ce stade peut &tre précéd4 en certains cas
par une séparation du nucléole en deux hémispheres : 1'un basophile et 1l'autre
acidophile. Comme au cours de l'ovogenése de N. pelagicé, une dissociation
du nucléole s'opére alors. Elle s'accompagne de l'apparition de fragments

~

_nucléolaires acidophiles & proximité de l'enveloppe nucléaire.

IT -~ ETUDE AU MICROSCOPE EIECTRONIQUE

Cette étude sera restreinte au nucléole de N. pelagica, espéce ol
le cycle nucléolaire atteint sa complexité maximum et par le fait méme rend
nécessaire une description relativement détaillée des structures nucléo-

laires et de leur évolution,

A - STADE DE PREVITELLOGENESE

1 - Reconstitution du nucléole

L'examen du noyau au stade diploténe montre que les chromo-
somes sont encore bien individualisés. Fréquemment situés & proximité de
1l'enveloppe nucléaire, ils forment une sorte de réseau dans le nucléoplasme
(P1. 5, fig. a).

Le nucléole apparaft sous l'aspect d'une masse assez aplatie,
accolé i l'epveloppe nucléaire. L'examen & plus fort grossissement (Pl. 5,
fig. b) montre qu'il est constitué en majeure partie par un matériel de
nature fibrillaire. Ce dernier englobe de petits massifs (environ 70 mp)
d'aspect granuleux entourés par une auréole de plus faible densité. Le
constituant granulaire, peu déQeloppé, est disposé le plus souvent & la

 périphérie du matériel fibrillaire ; 1l est parfois intriqué & l'intérieur
de ce dernier.

La zone corticale du nucléole est fréquemment en relation avec
des formations de chromatine d'une densité électronique trés volsine,dans
les ovocytes de Néréidiens,de celle des constituants nucléoclaires ; sa dé-
tection éventuelle & 1'intérieur du nucléole s'avére pour cette raison trés
délicate.
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2 - Edification du massif nucléolaire

Au début du stade dictyo;;;;j les formations de chromatine
s'amenuisent progressivement, elles ne persistent dans le nucléoplasme que
sous forme de petits amas accolés & 1l'enveloppe nucléaire (Pl. 6, fig. a).
Le nucléole augmente de volume par rapport au stade précédent, il acquiert
une forme arrondie et tend & migrer vers le centre du noyau. Dans certains

cas, 11 reste cependant en contact avec l'enveloppe nucléaire par 1'inter-
. médiaire d'une sorte de pfdoncule (Fl. 6, fig. a). Le matériel fibrillaire
englobe un réseau de petites vacuoles de densité varlable dont certaines
renferment un matériel 14chement organisé d'aspect granuleux (Pl. 6, fig. b).
Parallélement & 1'augmentation de taille de 1'ovocyte, le nucléole
acquiert un aspect beaucoup moins compact. Ce processus résulte en particu-
lier du développement du réseau vacuolaire dont l'accroissement a pour
conséquence de déterminer un agencement en travées du matériel fibrillaire.
Le constituant granulaire s'accroft et se rassemble & la périphérie du
matériel fibrillaire en de petits massifs nettement individualisés formant
des hernies dans le nucléoplasme (Pl. 6, fig. b).
Cette évolution conduit & 1'édification de la structure complexe
du nucléole telle qu'elle se présente lors de 1'apparition de la vitello-

genese.

3 - Structure du massif nucléolaire

-~

Le diamétre du nucléole se situe & ce moment aux alentours
de 5 p, soit environ la moitié de celui du noyau.

ILa morphologie du nucléole se caractérise par la présence d'un
réseau de formations lamellaires reliant entre eux deux catégories d'élé-
ments ¢ les premlers de structure granulaire ont un aspect spongieux,
les seconds, beaucoup plus homogénes, sont de nature fibrillaire.

Pour faciliter la description du nucléole, au cours de son évo-
lution, nous adopterons le terme de massif pour désigner les éléments
volumineux et arrondis de structure granulaire. Le terme de bloc sera ré-
servé aux masses plus compactes de nature fibrillaire. les travées du
réseau seront désignéessous le nom de lames par sulte de leur épaisseur
constante (environ 130 mp). L'examen & fort grossissement, permet de préci-

ser la structure fine de ces constituants nucléolaires.
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a) Le matériel de structure granulaire (Pl. 7 et Pl. 8)

Les grains ont un diamétre variant entre 150 et 180 K.
Leur contour se détache nettement sur un matériel de structure amorphe et
de faible densité qui représente vralsemblablement la matrice protéique.
Des fibrilles, d'un diamétre d'environ 50 A sont parfois dispersées entre
les granules.

Dans les massifs, les grains sont disposés le plus souvent en une
sorte de réseau, dont l'agencement assez lAche est responsable de 1l'aspect
spongleux de ces é1éments lors de l'examen & faible grossissement . Les
granules, en dehors des massifs, apparalssent également localisés en cer-
taines zones des lames fibrillaires ; on en observe également de petits
groupes insérés entre les fibrilles des blocs nucléolaires (Pl. 8).

Les massifs granulaires ont une position variable. Situés dans
certains cas au centre de vacuoles intra-nucléolaires, ils sont localisés
le plus souvent dans la zone corticale du nucléole (Pl. 7). Ces derniers
éléments sont entouréds de nombreuses granulations qui se dispersent en
éventail dans le nucléoplasme. D'une taille variant entre 400 et 600 K, les
granulations nucléoplasmiques renferment 3 & 4 granules d'environ 100 K,

englobés dans un matériel dense assez amorphe (Pl. 8 et Pl. 18, fig. a et ¢).

b) Le matériel de structure fibrillaire

I1 est constitué d'une substance fondamentale amorphe
de densité é;gctronique élevée. Cette matrice protéique, digérée par la
pepsine (0,2 % dans HC1 0,1 N) aprés inclusion du GMA, renferme des fibril-
les d'un diamétre d'environ 50 5, disposées en certaines zones en un feu-
trage trés dense (Pl. 8). Ia présence de quelques granules d'un diamétre
d'environ 90 & 100 A paraft correspondre, soit A la section de failsceaux
de fibrilles étroitement accolées, soit & des structures intermédiaires
entre les fibrilles et les granules de 150 K.

Une certaine hétérogénéité de densité caractérise le constituant
fibrillaire du nucléole. Celui-ci présente un aspect tres dense au niveau
des lames et dans la zone externe des blocs nucléolaires, par contre, la
zone interne de ces derniers est fréquemment occupée par des lacunes bor-

dées par un matériel de plus faible densité.
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¢) Les vacuoles intra-nucléolaires

Délimitées indifféremment par les constituants fibril-
laires ou granulaires, mals toujours en contact,au moins partiellement,
avec des éléments fibrillaires , les vacuoles sont disposées en un réseau
trés circonvolué & 1'intérieur du nucléole. Examiné & faible grossissement,
leur matériel présente une densité légérement inférieure & celui du nucléo-
plasme (Pl. 7). Il se différencie nettement de ce dernier par 1'absence de
"~ granulations. L'examen plus détaillé n'apporte que peu de renseignements
sur la structure fine des vacuoles qui renferment un matériel diffus

d'aspect floculeux (Pl. 8).

B - EVOLUTIOUN NUCIEUILAIRE AU COURS DE IA VITELLOGENESE

1 - Phase d'accroissement du nucléole

Le nucléole augmente de volume au cours de la vitellogenése.
Cet accroissement semble résulter d'un double processus :
- développement du réseau vacuolaire

~ élongation des lames de matériel fibrillaire.

Le nucléole acquiert un aspect extrémement anastomosé (Pl. 9,
fig. a). Les lames d'une longueur d'environ 3 & 4 p forment un réseau aux
mailles l8chement serrées dont les points d'intersection sont occupés par

les éléments plus volumineux (massifs granulaires ou blocs fibrillaires).

. 2 - Dissociation du nucléole

Ce phénoméne a été observé le plus souvent dans des ovocytes
d'un diamétre moyen de 100 p ; toutefois, 11 ne semble pas exister de corré-
lations strictes entre ce stade de 1'évolution nucléolaire et le diamétre
ovocytaire.

. La dissocilation du nucléole résulte de la rupture des lames ;

elle n'intéresse tout d'abord qu'une région du complexe nucléolaire (Pl. 9,
fig. b) puls s'étend & 1'ensemble de ce dernier (Pl. 9, fig. c¢). On observe
alors & 1'emplacement initial du nucléole une mosaique constitude par les
massifs granulaires et les blocs fibrillaires ; ces éléments restant associés

4 des fragments de lames de longueur variée.
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Le stade final de cette évolution est observé dans des ovocytes
dont le nucléoplasme est rempli par de trés nombreux fragments nucléolaires.
Ies structures lamellaires ont maintenant quasi complétement disparu {(Pl. 10,
fig. a). Les massifs granulaires sont encore identifiables mais leur taille
a regressé considérablement ; d'autre part le contour 1frégulier et 1'aspect
déchiqueté de ces éléments suggerent qu'ils sont en vole de dissociation.

A ce stade, le nucléoplasme est encombré par une multitude de
' granulations d'environ 500 K, rassemblées en majeure partie & proximité de
1'enveloppe nucléaire.

Dans certains ovocytes, cette phase de dislocation est suivie
d'un bourgeonnement d'éléments granulaires & partir des massifs fibrillaires
persistants (Pl. 10, fig. b et ¢). Ce processus semble cepéndant limité
quant 4 son importance. Au stade ultime de ce premier cycle de 1l'évolution
nucléolaire,tous les éléments granulaires du nucléole ont disparu ; il ne
persiste que des blocs fibrillaires a partir desquels va se reconstituer

un appareil nucléolaire complexe.

C - STADE D'ELABORATION DES MICOPOLYSACCHARIDES

1 - Reconstitution de 1l'appareil nucléolaire

Cette phase se situe approximativement lors de 1'appari-

tion du matériel polysaccharidique dans 1'0vocyte, c'est-a-dire vers
140 - 150 p. A ce moment la densité électronique du nucléoplasme s'accroft.
Cette variatign se tradult en microscopie photonique par une augmentation
de 1'affinité tinctoriale du noyau pour les colorants acides et les réac-~
tions des protéines.

Le noyau renferme 3 4 4 blocs fibrillaires de grande taille
(environ 6 & 8 u) d'aspect trés compact. Ces blocs émettent dans le nucléo-
plasme & la fois des bourgeons massifs et des lames d'une épaisseur
d'environ 1800 A (P1. 11, fig. a et b). Le composant granulaire Se recons-
titue & partir des lames de nature fibrillaire et 1'accumulation des gra-

-]
nules d'environ 150 A conduit & 1'édification de massifs de forme sphérique.
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2 - Structure de 1'appareil nucléolaire

L'appareil nucléolaire atteint maintenant sa complexité
maximum. Alors que durant la vitellogenése, il n'existait qu'un unique nu-
cléole trés anastomosé, nous observons maintenant la présence de 3 ou 4
systémes nucléolaires & 1'intérieur du noyau. Dans les grandes lignes,
chacun de ces ensembles est constitué par deux ou trois massifs granulaires
rattachés par un réseau de lames aux blocs de structure fibrillaire (Pl. 11,
" fig. ¢). Les massifs granulaires sub-sphériques atteignent un diamétre
d'environ2 & 3 M (rappelons que la dimension de ces é1éments ne dépassait
gutre 1 p au cours de la vitellogen®se). les granules d'environ 150 A de
diamétre sont assez lAchement dispersés dans une matrice de densité peu
élevée. Ils ne sont plus disposés en réseau, ce qui confére aux massifs un
aspect homogéne. Les blocs fibrillaires, par contre, aprés la réapparition
d'un systéme lacunaire, réacquidrent un aspect semblable & celui de la
premiére phase de 1'ovogenése. Les lames ont une épaisseur constante d'en-
viron 1800 K. Cette dimension est assezicomparable 4 celle mentionnée
antérieurement. La structure des lames et des massifs est représentée par
un feutrage de fibrilles d'environ SQ R de diamétre, difficilement discer-
nable de la matrice dense qui les englobe (Pl. 11, fig. c).

Les nucléoles renferment deux types de cavités (Pl. 12). Les
premiéres résultent vraisemblablement d'intrications du nucléoplasme ; leur
densité est analogue a celle de ce dernier. lLes secondes sont représentées
par des vacuoles de trés faible densité électronique. Ces vacuoles entourées
en majeure partie par le composant fibrillaire renferment un matériel

finement filamenteux de structure treés lAche.

3 - Dislocation de 1'appareil nucléolaire

Comme aprés la phase de vitellogendse, 1'achdévement des
synthéses de mucopolysaccharides est marqué par 1l'effondrement de 1'édifice
nucléolaire complexe que nous venons de décrire. Nous retrouvons un processus
de dislocation assez comparable & celul observé lors de la premiére phase
de dissociation. La rupture des lames entrafne la libération des massifs
granulaires. Certains de ces éléments acquiérent un aspect déchiqueté et
se fragmentent en une poussiére de granulations qui envahissent le cytoplasme
(P1. 12).



- 46 -

Le terme ultime de 1'évolution nucléolaire sera étudié dans les

ovocytes proches de la maturité sexuelle.

D - STADE DE IA MATURATION SEXUELLE

La dislocation du nucléole est suivie d'une migration des massifs
granulaires dans la zone corticale du noyau (Pl. 13, fig. a). Au centre de
ce dernier, seuls persistent les éléments fibrillaires. Ils sont constitués
.par des blocs auxquels se rattachent en une disposition rayonnante les lames
nucléolaires. Celles-ci se fragmentent i partir de leur extrémité libre

en de petits trongons dont le morcellement se poursuit dans le nucléoplasme
(P1. 13, fig. b).

les massifs granulaires, proches de 1'enveloppe nucléaire, sont
fréquemment accolés aux lamelles annelées intra-nucléaires (P1. 13, fig. a
et Pl. 14, fig. a). Comme nous 1l'avons signalé en microscopie optique leur
nombre est extrémement considérable (de 1'ordre de 30 & 40 par section de
noyau). Ces éléments, dans les ovocytes dont la maturité n'est pas achevée,
présentent encore une structure granulaire assez typique (Pl. 13, fig. a) ;
les gfanules sont toutefols trés dispersés au sein d'une matrice de faible
densité. Dans les ovocytes plus évolués, les granules ne persistent, en
nombre restreint que dans la zone corticale des massifs (Pl. 14, fig. a).
Ces granules, dont le diametre se situe maintenant aux environs de 100 E,
sont entourés par un matériel dense, de structure finement fibrillaire. Enfin
dans d'autres ovocytes, les granules ont complétement disparu. Il ne persiste
& leur emplacement qu'un matériel fibrillaire dense (Pl. 14, fig. b).

Certalns ovocytes préts & €tre fécondés sont dépourvus de massifs
dans la zone éorticale du noyau. Il semble que 1l'involution de ces éléments
s'effectue selon un processus rapide car 1l nous a été impossible de sulvre,

en microscople électronique; les stades intermédiaires de cette évolution.

IIT - DISCUSSION

1 - Relations entre les observations réalisées au microscope

photonique et au microscope électronique

Dans les ovocytes en phase de prévitellogenése, la distinc-
tion des composants nucléaires en microscopie photonique s'avére délicate

par suite de la petite taille et de 1l'intrication de ces éléments. Au cours
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de la vitellogenése et surtout dans la deuxiéme phase de 1'évolution nucléo-
laire, les éléments granulaires forment des massifs arrondis de taille assez
considérable (1 4 3 p). Ils se caractérisent alors par une réaction nettement
basophile. Le composant fibrillaire montrem# au contraire une affinité plus
nette pour les colorants acides (€osine du Mann-Dominici). Cette propriété
est due vraisemblablement & la teneur élevée en protéines de la matrice

(six fois plus importante que pour la zone granulaire, HAY, 1968). Ces pro-
.téines basiques, d'une nature peut-&tre différente de celles des histones
(BIRNSTEL et al., 1964) pourraient &tre responsables de la densité électro-
nique élevée de la zone fibrillaire du nucléole (JACOB et SIRLIN, 1964).

Une affinité analogue des composants nucléolaires vis & vis des colorants a
été signalée par PASTEELS dans son étude de 1l'amphinucléole des ovocytes

de Barnea candida (1965).

2 - Edification du complexe nucléolaire

L'étude de 1'ovogenése nous & permis d'assister & deux
reprises & 1'édification des structures nucléolaires. la premidre se situe
4 la fin de la prophase de méiose, la deuxiéme, plus tardive, survient apres
la vitellogengse. A chaque fols, la reconstitution du nucléole est caracté-
risée par un double processus : bourgeonnement d'éléments granulaires et

développement d'un réseau lamellaire.

a) Bourgeonnement des €éléments granulaires

. Les granules d'un diamétre variant entre 150 et 180 A
se différenciént au sein du matériel fibrillaire. Le plus souvent ils ne
forment pas un revftement continu mais restent localisés, soit en plusieurs
petits massifs (Pl. 6, fig. b), solt en une sorte de colffe accolée au
matériel fibrillaire (Pl. 10, fig. b).

De nombreuses observations portant sur divers types cellulaires et

résultant de méthodes expérimentales variées montrent que le matériel fibril-

laire représente le constituant primordial et fondamental du nucléole :
- Au cours de 1l'embryogenése des Batraciens (KARASAKI, 1965) et
des Echinodermes (MILLONIG, 1966 et 1968), les nucléoles des cellules de la

gastrula ne renferment que des fibrilles ; les granules n'apparaissent que

secondairement et se répartissent alors en un cortex périphérique.
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- Un choc thermique (une heure & 43° C) entrafne la disparition
du matériel granulaire des nucléoles de cellules de Mammiféres en culture
(SIMARD et BERNHARD, 1967). Lérsque ces derniéres sont reportées a 37° C
(phase de récupération) on assiste i la reconstitution des éléments granu-
laires qui forment une coiffe & un pdle du nucléole.

- Les résultats de l'autoradiographie a haute résolution démon- .
trent que 1'incorporation des précurseurs d'ARN s'effectue initialement au
niveau de la partie fibrillaire (GRANBUUILAN et GRANBOUIAN, 1965 ; KARASAKI,
1965 et 1968 ; GAUDECKER, 1967). Aprés chasse du précurseur, le marquage se
localise uniquement sur la zone granulaire. Les fibrilles nucléolaires sont
donc & l'origine des granules de ribonucléoprotéines de 150 & 200 A (BERNHARD
et GRANBOUIAN, 1968) ; cette transformation pourrait s'effectuer par un
processus d'enroulement des fibrilles (MARINOZZI et BERNHARD, 1963).

b) Edification du réseau lamellaire

-

Les descriptions de nucléoles & structure lamellaire
sont relativement peu nombreuses dans la littérature. Dans les ovocytes, de
tels agencements ont été signalés chez la Chatte (MCRATO, 1964) et le Scolo-
pendre (BEAMS et SEKHON, 1968). L'exemple le plus spectaculaire est fourni
par les ovocytes du Grillon (FAVARD-SERENC, 1968) ; dans ce cas, 1'édifica-
tion des lames résulte d'un processus de clivage du matériel fibrillaire.
Par contre, pour BEAMS et SEKHON les lames, de structure granulaire, se for-
meraient par 1l'écoulement en travée du matériel cortical du nucléole, lors
de la rotation de ce dernier. Aucun de ces deux processus n'a été constaté
lors de notre\étude. I1 semble que dans les ovocytes de N. pelagica, les lames
résultent 4 la fois d'un bourgeonnement du matériel fibrillaire et d'un

étirement de ce dernier consécutif au développement des vacucles.

c) Signification de l'accroissement du volume nucléolaire

Dans son étude consacrée au nucléole de l'ovocyte de
Grillon, FAVARD-SERENO (1968) souligne le fait qu'il semble exister un rap-
port significatif entre la complexité du nucléole et les besoins de la
cellule en ARN ribosomal, que ce soit pour une utilisation immédiate ou
pour le stockage. Comme le mentionne par ailleurs cet auteur, il est
certain d'autre part que tout accroissement de volume entratne une augmen-

tation de la surface d'échange entre le nucléole et le nucléoplaesme.
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L'hypertrophie du nucléole semble avoir une double signification :

- Stockage d'un important matériel ribonucléoprotéique. Cette hypo-
thése est confirmée par les données autoradiographiques (Chepitre II).

- Augmentation de la surface d'échange en rapport avec le transfert

du matériel nucléolaire vers le cytoplasme.

3 - Evolution structurale des constituants nucléolaires au

cours de 1'ovogenése

a) Le matériel fibrillaire

Au cours de 1'évolution nucléolaire, le constituant
fibrillaire ne subit que peu de modifications structurales. Tout au plus
peut-on noter que les blocs fibrillaires présentent un aspect beaucoup plus
compact et sont pratiquement dépourvus de lacunes dans les phasés de quies-

cence relative du nucléole (absence d'éléments granulaires).

b) Les vacuoles intra-nucléolaires

Les vacuoles renferment, comme les lacunes, un matériel
d'aspect fibreux mais beaucoup plus lAchement organisé, En fait, 1l ne semble
pas qu'une distinction cytologique formelle oppose ces deux types d'éléments.
Le terme de vacuole a été utilisé essentiellement pour caractériser les
espaces intra-nucléolaires de grande taille.

Les vacuoles intra-nucléolaires représentent a ce Jjour le composant
du nucléole dont la signification physiologique demeure la plus mal connue
(Conclusions du Symposium International consacré & la structure et aux
fonctions du nucléole ; Montévidéo, 1966). Les seuls apports récents & ce
probléme sont fournis par les travaux de JUOHNSON (1969). Dans les cellules
du tabac, la présence de vacuoles dans certains nucléoles est corrélative
d'une synthése d'ARN plus élevée. L'actinomycine D entrafne & la fois
1'arrét de ces synthéses et la disparitioh des vacuoles. JUHNSON pense que
la présence de vacuoles pourrait &tre liée au métakolisme nucléolaire des
ARN. Il semble difficile pour 1'instant d'émettre & ce sujet une hypothése
en ce qui concerne notre matériel. Nous envisageons de soumettre prochalnement
des ovocytes de Néréidiens & 1l'action de l'actinomycine D, pour sulvre en
Particulier les modifications des structures nucléolaires- sous 1l'influence

de cette substance.
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¢) Le matériel granulaire

Au cours de l'ovogenése, les massifs granulaires se
dissocient pour donner naissance & des granulations nucléoplasmiques. Ce
processus est particuliérement net lors de la phase de dislocation du
nucléole ; a ce moment, tous les éléments granulaires disparaissent. D'autre
part, & l'approche de la maturité sexuelle, la migration des massifs granu-
laires & la périphérie du nucléoplasme s'accompagne de modifications struc-
'turales importantes. Ces deux aspects de 1'évolution du composant granulaire

seront envisagés tour & tour.

- Formations des granulations nucléoplasmiques

L'hypothése, basée sur des observations morphologiques,
d'une dissociation du composant granulaire a pu €tre étayée chez N. pelagica
par une étude autoradiographique & haute résolution (voir chapitre suivant ).
Lors d'une injection d'uridine 3H, un marquage important de la zone granu-
laire du nucléole est constaté aprés une duréde d'incorporation de quatre
heures ; & ce moment 1l'absence de grains d'argent est presque totale dans
le nucléoplasme. Par contre, aprés douze heures d'évolution la radioactivité
du nucléoplasme s'accroft fortement ; sa répartition colncide avec celle
des granulations nucléoplasmiques.

D'une fagon générale, la forme granulaire du nucléole senble

représenter le support morphologique du transport de 1'ARN nucléolaire vers

le cytoplasme. Sa disparition ou sa dénaturation par la chaleur entraine un
blocage du trgnsfert de 1'ARN vers les ribosomes (SIMARD et BERNHARD, 1967).

Aprés action de l'actinomycine D, la ségrégation des constituants du nucléole

est suivie de la disparition des éléments granulaires qui migrent dans le
cytoplasme (SCHUEFL, 1964). Les nucléoles des cellules d'embryons mutants
d'Amphibiens sont agranulaires, or ces cellules ne synthétisent pas de
ribosomes (JONES, 1965).

En résumé, la dissociation des massifs granulaires senble €tre i
1l'origine de la formation de la ma jeure partie des granulafions nucléoplas-
miques. Ces dernidres représenteraient le support morphologlique d'un

ribosomal
transfert d'ARN en direction du cytoplasme.
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- Evolution des massifs granulaires & la maturité

A l'approche de la maturité, la dislocation du complexe
nucléolaire est suivie d'une migration des massifs granulaires dans la zone
corticale du noyau. Corrélativement il semble que ces éléments subissent une
dégranulation progressive. On constate d'autre part une nette diminution
de leur colorabilité par le bleu de toluidine et la pyronine, ce qui indique
une baisse notable de la teneur en ARN. Dans ces fragments nucléolaires,

seule semble persister en fin d'évolution, la matrice protéique.

Des nucléoles d'une morphologie analogue ont été décrits dans
1'oeuf d'Oursin mature par AFZELIUS (1957) qui les désigne sous le terme
de "minor nucleoli". MILLUNIG (1968) signale que ces é1éments ne se colorent
plus par le bleu de toluldine mais conservent une structure trés dense a
1'examen au contraste de phase. De méme SZOLLOSI (1965) mentionne la pauvre-
té en ARN et la richesse en protéines des extrusions nucléolaires de¢j pronu-
clei de rat dans lesquels la structure granulaire est absente.

La signification de la baisse de la teneur en ARN des nucléoles
4 la fin de 1'ovogenése n'est pasbclaire. Il ne semble pas s'agir, cepen-
dant, de cas 1s0lés, puisque, outre les Néréidiens et les Echinodermes
des observations cytochimiques analogues ont été effectuées chez les Pois-
sons (COWDEN, 1963 ; MALONE et al., 1963). Il est possible que dans les
ovocytes matures, cette évolution corresponde & une forme de dégénérescence
des fragments nucléolaires. Dans les cellules en autolyse TRUMP et al. (1965)
constatent en‘effet que les granules nucléolaires disparaissent et que seule

persiste la matrice protéigue.

4 - Signification physiologique du cycle évolutif des

nucléoles

Ie nucléole de N. pelagica présente un cycle complexe carac-
térisé & la fin de la vitellogendse par une phase de dislocation, qui est
Sulvie de la reconstitution-d'un nouvel édifice nucléolaire. Deux questions
Se posent a4 ce sujet

- la dissociation du nucléole correspond-t-elle uniquement & une
Phase de libération massive d'ARN ribosomial



- Existe-t-il une corrélation entre les cycles d'activité nucléo-
laire et les étapes de 1'évolution cytologique de 1'ovocyte 2

Au cours de la vitellogenése nous avons vu que la majeure partie
du matériel exporté vers le cytoplasme provient d'un effritement progressif
des massifs granulaires. Par contre, lors de la dislocation du nucléole, la
disparition des massifs granulaires s'accompagne €galement de celle des
lames fibrillaires et d'une dispersion du contenu des vacuoles. Notre
connaissance imparfaite de la nature chimique de ces derniers constituants
rend délicate toute interprétation. Il semble cependant plausible de consi-~
dérer qu'un type particulier d'acides nucléiques ou de protéines puisse
étre 1ibéré dans le noyau & cette occasion.

A ce moment 1l'acidophilie et la densité électronique du nucléo-
plasme augmentent et le matériel des extrusions nucléaires acquiert une
structure amorphe. Ces caractéres semblent indiquer que, dans le noyau, la
teneur en protéines s'éléve fortement. D'autre part, le nouvel édifice
nucléolaire se reconstitue selon un modéle différent de 1l'ancien.

Ia dislocation du nucléole semble donc 11é non seulement & une
libération de matériel, mals encore & une reconversion structurale du
nucléole, en rapport vraisemblablement avec une nouvelle orientation de ses
activités métaboliqués.

Cette hypotheése s'accorde assez bien avec nos connalssances sur
l'activité physiologique de 1'ovocyte. Au cours de la phase de vitelloge-
nése, le cytoplasme se trouve engagé dans d'actives syntheses protéiques.
D'autre part, ‘le nombre de ribosomes augmente considérablement ce qui lalsse
supposer un besoin important en ARN ribosomal.

la seconde étape de 1'ovogenése est orientée par contre dans la
synthése des polysaccharides et s'accompagne, 3 1'approche de la maturité,
d'un enrichissement progressif du cytoplasme en protéines basiques. '

Cette évolution s'effectue vraisemblablement sous 1'influence
d'un contrBle nucléaire. Corrélativement, i1l est plausible que des informa-
tions cytoplasmiques solent émises en direction du noyau. Non seulement de
tels échanges ont été démontrés par GURDON et BRIWN (1965)mais ces auteurs
constatent que le cytoplasme influence 1l'activité nucléaire en ce qui con-

cérne les synthéses d'ARN ; 11 régit de ce fait la structure du nucléole.
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5 - Le probléme de 1'ADN intra-nucléolaire

Les travaux blochimiques ont démontré qu'une matrice d'ADN
est indispensable & toute synthése d'ARN. L'actinomycine D en se moulant
sur la matrice d'ADN bloque la transcription des grandes molécules d'ARN
précurseur (ARN 45 S) et subséquemment celle des molécules d'ARN 32 S et
18 S (PERRY, 1969). D'autre part, 11 a été démontré que 1'inactivation du
nucléole entrafne 1l'arrét des synthéses d'ARN (PERRY et ERRERA, 1960 ;
"SIDDEBOTTOM et HARRIS, 1969). Les résultats bilochimiques et autoradiogra-
phiques permettent de considérer le nucléole comme la source de 1'ARN
ribosomal (BERNHARD et GRANBGUIAN, 1968 ; PERRY, 1969).

Dans les cellules de Mammifdres, la localisation de 1'ADN intra-
nucléolaire ressort d'études ultrastructurales basées sur les digestions
enzymatiques (GRANBOULAN et GRANBWIAN, 1964 ; MARINOZZI, 1964). L'autora-
diographie & haute résolution montre que les synthéses d'ARN nucléolaire
s'effectuent initialement au niveau de la chromatine (GRANBOUIAN et GRANBOU-
IAN, 1965). Cette technique complétée paf 1'utilisation de 1'actinomycine
(GEUSKENS et BERNHARD, 1966) a permis d'établir que les fibrilles d'ARN
nucléolaire associées i la chromatine sont 4 1'origine des granules de ribo-
‘ nucléoprotéines de 150 & 200 K, ce qul se trouve résumé par le schéma
proposé par éERNHARD et GRANBOUIAN (1968)

ADN nucléolaire ———> zone fibrillaire——> zone granulaire

Dans les ovocytes, si 1'ADN est morphologiquement décelable dans
certaines espéces (Insectes, Batraciens), dans d'autres, comme les Néréi-
diens, la chrématine, durant la phase d'accroissement, ne peut &tre mise en
évidence ni par les réactions cytochimiques habituelles (Feulgen), ni par
les observations ultrastructurales. Cette particularité est a rapprocher
de ce que 1l'on observe dans certains Bporozoaires, tels les Grégarines.

Diverses hypothéses ont été proposées i ce sujet ; la plus fré-
qQuemment émise repose sur la possibilité d'une dilution extréme de 1'ADN
dans tout le mucléoplasme (voir RAVEN, 1961). En fait, & lé lumiére des
données métaboliques envisagées précédemment une telle localisation semble
pPeu vraisemblable ; les synthéses d'ARN étant non pas diffuses dans le noyau
mals localisées au niveau du nucléole. On est donc amené & envisager 1'éven-

tualité d'une intrication structurale tellement étroite entre le matériel
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nucléolaire et 1'ADN que celui-ci en deviendrait indétectable par les métho-
des d'observations électroniques usuelles.

Dans les ovocytes d'Amphibiens, les micro-nucléoles situés dans
la zone corticale du noyau sont constitués d'une zone centrale fibrillaire
entourée par un cortex granulaire. Ces nucléoles incorporent activement les
précurseurs d'ARN(ﬂ%C GREG(R, 1967 ; IANE, 1967). Or 1'utilisation &
1'échelle ultrastructurale, de la ADNase (MILIER, 1965 ; MAC GREGGR, 1968 ;
VAN GANSEN et SCHRAM, 1968), et la détection de 1'ADN par 1l'actinomycine
tritiée (EBSTEIN, 1969) ont permis de montrer que le centre de ces nucléoles
renferme une quantité notable d'ADN au contact duquel s'effectuent les
transcriptions d'ARN.

Nous avons utilisé en ce qui concerne notre matériel une technique,
qui basée sur l'action d'agents chélateurs, donne une coloration préféren-
tielle & certaines structures cellulaires(PALEKAR et BERNHARD, 1968 ;
BERNHARD, 1969). En particulier, un contraste élevé caractérise le matériel
riche en ARN tandis que les desoxyribonucléoprotéines perdent fortement leur
coloration. Les micrographies de la planche 15, fig. a et b montrent que
les massifs granulaires sont fortement colorés. Par contre, on constate
une diminution trés nette de la densité électronique des blocs et des lames
de structure fibrillaire, ce qui semble indiquer la présence d'une quantité
notable d'ADN 4 leur niveau. Une telle localisation de la chromatine serait
plainement en accord avec les données précédemment exposées concernant le
métabolisme nucléolaire.

BERNHARD (1969) insiste cependant sur le falt que cette coloration
est préférentielle, mais non entldrement spécifique. Nos résultats basés
sur cette technique doivent donc &tre considérés comme une étape prélimi-
naire dans la détection des. ADN intra-nucléolaires. Nous envisageons dans
un proche avenir d'approfondir ce probléme par deux méthodes différentes
d'investigation : '

' - Digestions enzymatiques sur coupes de GMA.
- Détection de 1'ADN par l'actinomycine tritiée.

CONCLUSICN

Au cours de la phase de grand accroissement de l'ovocyte, le

cycle nucléolaire de N. pelagica peut-€tre décomposé en plusieurs étapes :
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- A la fin de la prophase de méiose, au stade diploténe, le nucléo-
le se reconstitue & proximité de 1'enveloppe ckocy&a&ae.«k~¢2¢42u—

- Le développement simultané d'un réseau de vacuoles et de lamelles
de structure fibrillaire confére rapidement au nucléole un aspect extréme-
ment anastomosé.

En dehors des lames, le matériel fibrillaire est assemblé en des
amas d'aspect compact. Le matériel granulaire, bien séparé du constituant
fibrillaire est groupé en des massifs de forme arrondie.

- Vers la fin de la vitellogenése, la fragmentation des lames du
réseau entrafne la dislocation du complexe nucléolaire. Les massifs granu-
laires se dissocient et finalement tout le matériel granulaire disparalt.

- A partir du matériel fibrillaire persistant se reconstitue alors
par bourgeonnement un ensemble nucléclaire dans lequel on retrouve une
structure en réseau et la ségrégation des composants granulaire.et fibril-
laire. Cette morphologle du nucléole persiste durant la phase d'élaboration
des mucopolysaccharides.

- La dislocation finale de 1'édifice nucléclaire survient & 1'ap-
proche~de la maturation sexuelle. Dans 1'oeuf mature, il ne persiste au
centre du nucléoplasme que des formatibns de structure fibrillaire d'aspect
éto1lé. Accolés & l'enveloppe nucléaire, sont répartis de trés nombreux
é1éments sphériques, vestiges des massifs granulaires, mais quil ne renfer-
ment plus qu'un nombre réduit de granules.

- L'hypertrophie du nucléole est envisagée en fonction du rdle
Joué par cet organite dans les syntheses d'ARN ribosomal. La dissociation
progressive des composants granulaires représenterait la forme de 1libéra-
tion de ces ribonucléoprotéines avant leur transport vers le cytoplasme.

- les relations entre les remaniements structuraux du nucléole
et 1l'activité physiologique du cytoplasme (arrét de la vitellogenese, éla-
boration des mucopolysaccharides) sont discutées, de méme que les sites

éventuels de la localisation de 1'ADN au niveau du nucléole.



CHAPITRE V

EVOLUTION DES EXTRUSIONS NUCLEAIRES
DANS IE CYTOPIASME

Les données autoradiographiques sur l'activité métabolique du
ﬁucléole, de méme que 1l'étude ultrastructurale de ce dernier suggérent
1'existence d'importants échanges nucléocytoplasmiques.

L'examen morphologique couplé a 1'autoradiographie & haute résolu-
tion a permis de suivre dans le cytoplasme le rejet d'extrusions nucléaires
visualisées sous la forme d'agrégats fibrillo-granulaires de densité
électronique élevée.

Ce processus sera étudié chez N. pelagica au cours des stades oll
les échanges sont les plus actifs (prévitellogenése et vitellogenese). Nous
envisagerons ensuite plus succinctement la phase finale de 1'ovogenése et
nous établirons une bréve comparaison avec les phénoménes observés au cours

de l'ovogenése de N. diversicolor et P. cultrifera.

I - CBSERVATIONS MORPHOLOGIQUES
e

A - Nereis pelagica

1 - Période de prévitellogenése et de vitellogenése

a) Formation des agrégats cytoplasmiques

L'étude du nucléole nous a montré que la zone externe
des massifs granulaires apparalt fréquemment entourée par de nombreuses
granulations dispersées en éventall dans le nucléoplasme. Ces granulations
sensiblement sphériques ont une taille variant entre 400 et 600 A Elles ren-
ferment troils & quatre granules d'environ 100 A englobés dans un matériel
dense assez amorphe (Pl. 16, fig. a et P1. 17, fig. a). Dans certains cas,
les massifs granulaires semblent se disloquer en des fragments de taille
variée dans lesquels la structure granulaire typique persiste (Pl. 21, fig. c).

Les particules nucléaires tendent & s'accumuler dans la zone mar-

ginale du nucléoplasme, parfols sous forme d'agglomérats. Toutefois, nous
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n'en n'avons jamais observé en relation étroite ni en contiguité avec les
pores de l'enveloppe nucléaire.

Lors des phases d'extrusion nucléolaire, les pores renferment un
contenu de structure finement fibrillaire, d'une densité inférieure & celle
du nucléole et des granulations nucléoplasmiques (Pl. 16, fig. b et ¢ et
Pl., 17, fig. c). Ce matériel s'épanche dans le cytoplasme en de petits
massifs d'aspect diffus, légérement plus denses que le contenu des pores. Il
se prolonge parfoils en des travées grossiérement cylindriques orientées per-
pendiculairement & 1l'enveloppe nucléaire (Pl. 16, fig. a et Pl. 17, fig. a).

D'une fagon générale, dans les ovocytes examinés la bande de cyto-
plasme qui entoure le noyau sur une iargeur d'environ 2 j renferme un abon-
dant matériel fibreux, d'aspect floconneux dispersé entre le réticulum endo-
plasmique et les ribosomes libres (Pl. 16, fig. b et P1. 17, fig. a).

Les agrégats cytoplasmiques situés & proximité de 1'erveloppe
nucléaire ont une forme arrondie et atteignent une taille de 0,5 a4 1 p. Par
suite de leur densité élevée, 1ls tranchent nettement sur le cytoplasme
environnant (Pl1. 16, fig. a et Pl., 17, fig. a et b). Ces é1éments en forma-
tion ne sont Jamais accolés directement & 1'enveloppe nucléaire, mais en sont
éloignés d'une distance minimale d'environ 1 p. Ils apparaissent entourés
par le matériel fibreux exsudé par les pores nucléaires. Examiné & plus fort
grossissement, celui-ci semble se connecter avec les agrégats par l'inter-
médiaire de minces filaments (Pl. 17, fig. b).

les agrégats sont constitués par un feutrage dense de fibrilles
entourant de fins granules d'un diamdtre d'environ 30 A (P1. 17, fig. b).
Ces granules semblent constituer, dans les ovocytes les plus Jeunes, les
sous-unités d'éléments granulaires plus importants, d'une taille proche de
celle des ribosomes. Aprés flottage des coupes sur tampon de Mc Ilvaine,
selon la technique de PAIEKAR et BERNHARD (1968), BERNHARD (1969), les agré-
gats présentent un vif contraste, supérieur & celui des ribosomes et analo-
gue a celul des formations nucléaires (Pl. 21, fig. d). Par contre, la di-
gestlion par la pepsine de coupes ultrafineé d'ovocytes inclus en épon
n'entratne, aprés oxydation préalable par l'acide periodique (MONNERON et
BERNHARD, 1966), aucune altération morphologique au niveau des extrusions
nucléaires alors que les lobules vitellins, riches en protéines, sont
entierement digérés. Il semble donc que les agrégats cytoplasmiques soient

constitués essentiellement par des ribonucléoprotéines.



Dans les ovocytes en fin de prophase méiotique, outre les extru-
sions nucléaires précédemment décrites, des granulations, d'une structure
analogue aux éléments nucléoplasmiques, apparaissent disposées en Aquinconce
au milieu d'un réseau de réticulum endoplasmique. Cette association se
désagrége rapidement et sa signification, encore énigmatique, pourrait &tre
celle d'un noyau vitellin (P1. 18, fig. b).

Aprés l'apparition de la vitellogenése, les agrégats
persistent dans le cytoplasme Jusqu'a un stade ovocytaire d'environ 80 p.
Dans de tels ovocytes, la micrographie de la Pl. 19, fig. c, montre que la
taille de ces organites cytoplasmiques semble s'accroftre en fonction de
leur éloignement de la zone nucléaire ; corrélativement leur densité
électronirue paraft régresser.

Ces é1éments, d'une densité inférieure & celle des ribosomes, sont
disséminés dans tout le cytoplasme et apparaissent fréquemment dans 1la zone
ovocytaire corticale. Certains sont entourés par des mitochondries, con-
trairement aux agrégats en formation qui ne montrent Jamais de telles asso-
ciations. -

L'évolution des agrégats cytoplasmiques senble se traduire par
une dissociation du réseau fibrillaire (Pl. 19, fig. a et b). Celui-ci
apparaft de plus en plus lichement organisé dans les é1éments en voie de
régression. En mfme temps, les particules granulaires s'estompent et finis-
sent par disparaftre complétement.

A la\périphérie de tels éléments, les ribosomes sont beaucoup
moins abondants que dans le reste du cytoplasme. Dans cette zone un abondant
matériel d'aspect amorphe semble se disperser i partir des agrégats suivant
une disposition radiaire (Pl. 19, fig. a). L'examen & fort grossissement de
ce matériel permet d'y déceler la présence de fines fibrilles entre lesquelles
apparaissent des petites particules d'aspect fibrillo-granulaire, dont le
diamétre, assez variable, se situe le plus souvent aux environs de 90 K
(P1. 19, fig. b).
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2 - Phase d'élaboration des mucopolysaccharides et

maturation ovocytaire

Ia présence d'extrusions nucléaires est trés rarement ob-
servée au cours de la phase active des synthéses mucopolysaccharidigques du
cytoplasme. _

Dans les ovocytes submatiures » lorsque survient la dislocation
ultime du complexe nucléolalre, des amas considérables de granulations
nucléoplasmiques envahissent la zone corticale du noyau. Un constate alors
l'apparition d'agrégats cytoplasmiques d'une taille n'excédant pas 0,5 p.
Ces é1éments, beaucoup plus rares qu'au cours de la vitellogendse, restent
localisés & proximité de 1'enveloppe nucléaire. Ils se caractérisent par
1l'aspect amorphe de leur matériel, quil rapidement semble se dissociler et

se disséminer entre les ribosomes du cytoplasme.

B - P. CULTRIFERA ET N, DIVERSICOLCR

Chez P. cultrifera, les agrégats cytoplasmiques d'une structure

analogue & ceux des ovocytes de N. pelagica atteignent une tallle nettement
plus considérable (de l'ordre de 2 & 3 p). Les extrusions nucléaires se
prolongent durant la premiére partie de la vitellogenése (ovocytes d'un
diamétre variant entre 40 et 80 u) et sont particuliérement abondantes, dans
les échantillons récoltés en été. Initialement situés & proximité de l'en-
veloppe nucléaire, ces agrégats semblent ensuite migrer vers la zone corti-
cale du cytoplasme. Ils paraissent alors se dissocler sulvant le processus
décrit précédemment.

\
Chez N. diversicolor, l'importance des extrusions est assez

restreinte. La présence de ces éléments dont la taille ne dépasse guere
0,8 p, n'a pas été constatée au deld du stade d'apparition de la vitello-

genese.,

T - RESULTATS AUTORADIOGRAPHIQUES

Cette étude a été effectuée chez N. pelagica au stade de 1'ovo-
genese ol les échanges nucléo-cytoplasmiques sont les plus actifs (période

de prévitellogenése et de vitellogenése).

>

Aprés avoir regu une inJjection unique de 100 pCi/g uridine “H,
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(Uridine 3H-S ; 18,5 C1/mM) les animaux ont été fixés aprés des temps
d'incorporation de 4, 12 et 60 heures.

a) 4 heures aprés 1l'injection

Le marquage est localisé .en majeure partie au niveau
des massifs granulaires du nucléole (Pl. 20, fig. a). le nucléoplasme n'appa-
raft que trés faiblement marqué. Le cytoplasme ne présente qu'une radiocacti-
vité quasi-nulle, peu différente de celle du bruit de fond de la préparation
(environ 0,1 grain par p?).

Par suite de la défection de la série expérimentale portant sur
les temps d'incorporation de trés faible durée (1 heure), il ne nous est pas
possible de préciser la zone du nucléole ol apparaft initialement le

marquage .

b) 12 heures d'incorporation

Dans la plupart des.ovocytes examinés le marquage .
reste élevé au niveau du constituant granulaire du nucléole, sauf dans le
cas de certains jeunes ovocytes en phase de prévitellogenése ol 11 diminue
1égérement (P1. 20, fig. b).

Une radioactivité importante est observée au niveau du nucléoplasme.
Sa répartition semble colncider avec celle des granulations nucléaires ; comme
ces derniéres, elle apparaft localisée essentiellement dans la zone marginale
du noyau (Pl1. 21, fig. a et b). Des grains d'argent sont fréquemment obser-
vés au niveau de 1'enveloppe nucléaire (P1. 21, fig. b), leur taille cepen-
dant ne permet‘'pas d'établir avec certitude une relation avec les pores
nucléaires.

Contrairement au noyau, le cytoplasme ne présente qu'un marquage
trés faible (Tableau 7). Les grains d'argent présents & ce niveau sont situés
en majeure partie & proximité immédiate de 1l'enveloppe nucléaire ; 1es'autfes,
beaucoup moins nombreux, sont disséminés dans 1'ensemble de 1'ooplasme, en
particulier au niveau des mitochondries. ILe taux d'incorporation des agré-
gats cytoplasmiques est trés faible (Pl. 21, fig. a et b) ; 1l est sensible-
ment analogue & celui du cytbplasme environnant.

Dans le cas de quelques ovocytes, un marquage a été constaté dans

la zone corticale du cytoplasme i proximité du chorion ovocytaire.
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Temps
d'incorporation

: Lobules de vitellus
: et de lipides

Nucléoplasme f Cytoplasme

s sa ss oe oo

12 heures : 7,2 3,2 1,7+ 0,9 0,2 + 0,01

60 heures 9,7+6,7 : 12,9+4,6 : - 0,5+0,®

PN NSNS ITNSTN TN N N N
-
e N’ e N e e e N Nl Wi

Tableau 7 - Concentration de la radiocactivité dans les différentes zones de
1'ovocyte en fonction du temps d'incorporation ® (exprimée en

2
nombre de grains d'argent pour 10 u ).

® le dénombrement des grains a été effectué sur des sections de 12 ovocytes.
les surfaces mesurées s'étendent de part et d'autre de 1'enveloppe nucléaire,
respectivement sur une largeur de 3> p pour le nucléoplasme et de 6 p pour

le cytoplasme.

¢) 60 heures d'incorporation

L'intensité du mérquage reste élevée dans le nucléo-
plasme proche de 1l'enveloppe nucléaire, de méme qu'au niveau de cette der-
niére (Pl. 22, fig. b et ¢).

Le taux de la radiocactivité s'éléve considérablement dans le cyto-
plasme par rapport au temps d'incorporation précédent (Tableau T). Il est
particuliérement important dans une zone périnucléaire d'une largeur
d'environ 2 p. Les agrégats cytoplasmiques présentent un marquage trés net
(P1. 22, fig. a, b et c). Si 1'on délimite ces éléments par un tracé englo-
bant & leur périphérie une aureole cytoplasmique d'environ 0,2 p, soit sen-
siblement la taille d'un grain d'argent, la radicactivité par p de surface
apparaft & leur niveau en moyenne 5 fois plus élevée (4,5 grains/p ) que
dans le cytoplasme environnant (0,9 grains/p?). Les grains d'argent sont
généralement plus nombreux 3 la périphérie des agrégats que dans leur zone
centrale.

Dans le reste du c¢ytoplasme un marquage assez diffus est constaté
au niveau des ribosomes libres et des agrégats de faible densité localisés

dans la zone corticale. Le taux de radioactivité de ces derniers éléments
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reste toutefois trés inférieur & celui des extrusions & proximité de 1l'en-
veloppe nucléaire. Le marquage des inclusions lipidiques et protéiques est

2
quasi nul (environ 0,05 grain/u ).

III- DISCUSSION

Ia présence d'agrégats cytoplasmiques de nature granulaire ou
fibrillaire a été signalée de fagon quasi constante dans les ovocytes Jeunes
en phase de vitellogendse (CLEROT, 1968 ; FAVARD-SERENO, 1969 ; GRESSON et
THREAGOLD, 1968 ; MILLONIG et al., 1968 ; SCHARRER et WURZELMANN, 1969).

Des formations analogues ont également été observées dans les cellules peu
différencibes & caractére embryonnaire (LE MGIGNE, 1966 et 1967 ; MCRITA et
al., 1969 ; SAUZIN, 1968).

L'apparition de ces formations pose plusieurs problémes. En premier
lieu, celul du passage du matériel nucléolaire au niveau de 1'enveloppe
nucléaire. Deuxiémement, celul de 1'évolution de ces extrusions au sein du

cytoplasme.,

1 - Passage du matériel nucléaire dans le cytoplasme

Chez les Néréidiens, le contenu des pores nucléaires présente
un aspect finement fibrillaire de densité assez faible. Cette structure semble
la plus couramment observée, dans de nombreuses espeéces, lors des échanges
nucléo-cytoplasmiques. Cependant un passage sous une forme fibrillo-granu-
laire a été décrit chez les Poissons (ZAND et PORTE, 1966 ; SCHARRER et
WURZELMANN, 1969) et les Batraciens (HAY, 1968).

Morphologiquement, le matériel observé au niveau des pores différe
profondément de celui du nucléoplasme & prédominance granulaire. I1 semble
qu'une différenciation s'effectue & proximité immédiate de 1'enveloppe
nucléaire ou des pores, vraisemblablement sous l'action de facteurs spéci-
fiques. Ces petites sous-unités seraient alors capables, comme 1'ont suggéré
KOPAK et MATEYKO (1964) de migrer & travers les pores, tandis que les granu-
les de la dimension des ribosomes en seralent empéchés (BERNHARD, 1959).
Cependant des transferts de matériel sous une forme granulaire ont été obser-
vés chez les Amphibiens (IANE, 1966). Par ailleurs, STEVENS et SWIFT (1966)
ont décrit, dans les glandes salivaires de Chironome, le passage au niveau
des pores de granules de ribonucléoprotéines dont le diametre se situe entre
150 et 200 X.
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TASHIRO et al. (1968) ont '~ observé, dans les cellules sérici-
génes du Bombyx mori qu'une libératlion massive de matériel nucléaire dans
le cytoplasme pouvait s'accompagner d'une rupture momentanée de l'enveloﬁbe
nucléaire. Des processus comparables d'extrusions nucléolaires, réalisés
par une hernie suivie de rupture de 1l'enveloppe nucléaire ont été décrits
dans les ovocytes de Thyone (KESSEL,1964b-196€b)dans le pronucleus de 1'oeuf
de rat (SOTELO et PCRTER, 1959 ; SZOLLOSI, 1965) et dans les blastocytes du
lapin (HADEK et SWIFT, 1962). ‘

Un autre processus intervenant lors des échanges pourrait &tre
représenté par la libération dans le cytoplasme de vésicules issues d'un
bourgeonnement de 1l'enveloppe nucléaire (voir KESSEL, 1966¢).Selon SCHARRER
et WURZELMANN (1969), ces vésicules permettraient le transfert de particules
d'une dimension supérieure & 150 A. .

Peu d'hypotheses ont été émises au sujet des facteurs induisant
1l'agglomération dans le cytoplasme du matériel d'origine nucléaire. Dans
certains ovocytes, tels ceux de Ciona (KESSEL,1966C) ou de Rana (CIEROT,
1968), la grande quantité de matériel extfudé peut expliquer son accumula-
tion & proximité de l'enveloppe nucléaire. KOULISH (1965), chez les Tréma-
todes, invoque la présence d'un import;nt systéme lamellaire qul tendrait
4 délimiter ces formations.

Dans le cadre de notre étude, nous n'avons Jjamais observé d'agré-
gats importants dans le cytoplasme contigu & 1l'enveloppe nucléaire., Par
contre, on décéle dans cette zone, la dispersion d'un abondant matériel
fibrillaire. Celul-ci pourrait €tre 1ié & la formation et & l'accroissement
des agrégats, toutefols les facteurs induisant la condensation de ce maté-

riel au sein du cytoplasme restent complétement inconnus.

2 - Structure et nature chimique des agrégats cytoplasmiques

Ia structure des agrégats cytoplasmiques apparalt assez
variable suivant les espéces examinées. Dans les ovocytes de Trématodes
(KWLISH, 1905) et du Grillon (FAVARD-SERENO, 1969) leur morphologie et leur
structure fine miment celles du nucléole d'ol le nom de "pseudo-nucléole" ou
"nucleus like cytoplasmic bodies" décerné & ces formations.

Le plus souvent les agglomérats cytoplasmiques forment des masses
sensiblement sphériques, situdes & proximité de 1'enveloppe nucléaire. Ils

peuvent €tre constitués de particules identiques aux ribosomes (IZQUIERDO
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et VIAL, 1962 ; KESSEL et BRAMS, 1963 ; FAVARD-SERENO, 1968) ou d'agrégats
de fibres (SZOLLOSI, 1965). Dans les ovocytes d'Arbacia et de Paracentrotus,
MILLONIG et al. (1968) distinguent deux catégories d'agrégats cytoplasmiques,

les uns formés par des fibrilles d'environ 80 K, les autres par des granules
de 300 & 400 K. Des particules de cette dimension ont été rarement signalées,
4 ce sujet, dans la littérature ; par contre, les associations fibrillo-
granulaires semblent fréquentes. Dans ce cas, les granules sont généralement
d'une taille trés inférieure a celle des ribosomes (MORITA et al., 1969).
Cette structure est assez proche de celle observée dans le cadre de notre
étude. Toutefols, il convient de noter que l'aspect granulaire peut €tre dil
4 des sections de fibrilles étroitement accolées, ce quil oblige i une cer-
taine réserve dans 1l'interprétation.

La nature cytochimique des agrégats cytoplasmiques a surtout été
envisagée & 1'échelle de la microscopie optique. la basophilie de ces é1é-
ments et leur sensibilité & 1'ARNase semblalrindiquer, dans beaucoup.d‘espé-
ces, une teneur élevée en ribonucléoprotéines (GRESSON et THREAGOLD, 1962 ;
ANDERSON, 1964 ; KESSEL, 1966c; ALIEN et CAVE, 1968). En microscopie élec-
tronique, par digestions enzymatiques, STEVENS et SWIFT (1966) ont abouti
& des conclusions similaires en ce qui concerne les extrusions nucléaires
des glandes salivaires de Chironome. .

Chez les Néréidiens, la coloration du cytoplasme par la pyronine
ou le bleu de toluidine & pH 4,6 disparaft aprés traitement préalable par
la ribonucléase. En microscopie électronique les agrégats cytoplasmique de
N. pelagica se colorent fortement par la technique de PALEKAR et BERNHARD
(1968). la digestion par la pepsine de coupes ultrafines d'épon aprés oxy-
dation par l'acide périodique (MONNERON et BERNHARD, 1966) n'entraine aucune
altération morphologique au niveau des extrusions nucléaires. Il semble donc
que les agrégats cytoplasmiques soient constitués essentiellement par des
ribonucléoprotéines.

CLEROT (1968) a démontré récemment, par digestion i la pronaée
et & la pepsine de coupes de GMA, 1la natufe protéique des extrusions nuclé-
aires des ovocytes et spermatocytes de grenouille. Il n'exclut pas, cepen-
dant, la possibilité d'une certaine teneur en ARN de ce matériel, dont la
structure différe par ailleurs profondément de celle observée dans les
Jeunes ovocytes de Néréidiens.

Au cours de la maturation ovocytaire de N. pelagica les extrusions
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nucléaires se caractérisent par l'aspect amorphe de leur matériel. la cyto-
chimie ultrastructurale de ces éléments n'a pas été établie, cependant les
données de la microscopie optique permettent d'envisager une teneur relatl-

vement élevée de ces éléments en protéines.

3 - Evolution des extrusions nucléaires dans le cytoplasme

Dans la majorité des espéces, les agrégats cytoplasmiques
disparaissent précocement, le plus souvent lors de 1l'apparition du vitellus.
L'hypothése de leur transformation progressive en ribosomes a été assez
fréquemment émise. Les arguments sont basés sur 1l'accroissement de la baso-
philie du cytoplasme 4 ce stade et 1l'augmentation brutale du nombre de ribo-
somes. Dans les ovocytes d'oursins, VERHEY et MOYER (1967) ont estimé que
cette augmentation est de 1l'ordre de 100 fois, tandis que par des méthodes
différentes MILLONIG et al. (1968) la situent entre 4000 et 6000.

Peut-8tre par suite de la rapidité du processus, peu d'observations
morphologiques ont permis d'illustrer 1'évolution des agrégats cytoplasmiques.

KESSEL (1966 a et b) chez Ciona et Thyone constate que la réduction de

taille de ces éléments est liée & une associlation plus 1l4che et & une frag-
mentation des composants granulaires.

Dans les ovocytes de N. pelagica, les agrégats cytoplasmiques
présentent de profondes variations morphologiques suivant leur taille et leur
situation dans le cytoplasme. Il semble exister un cycle évolutif reliant
les petits éléments denses, proches de 1'enveloppe nucléaire, aux agglomé-
rats de grande taille et de falble densité disséminés dans le cytoplasme.
Ces derniers éléments sont fréquemment entourés d'une auréole de matériel
fibrillaire dans lequel apparaissent disséminés des ribosomes. De tels
aspects, particuliérement fréquents dans les ovocytes les plus 8gés, corres-
pondent peut-8tre & une phase d'involution des agglomérats. la désintégra-
tion structurale se traduirait alors par une texture plus l&che et pourrait
étre accompagnée de la libération dans le cytoplasme d'un matériel fibreux
riéhe en ARN. Chez Xenopus (THOMAS, 1968), 1'ARN du cytoplasme des Jeunes
ovocytes est représenté uniquement par des fibrilles et des granules d'envi-
ron 10 & 20 K. Les particules ribosomales d'environ 200 A n'apparaissent
qu'au début de la vitellogenése. Cette évolution structurale suggeére que
1'édification des ribosomes pourrait se falre dans le cytoplasme & partir
du matériel fibrillaire.
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Ces données sont peut-8tre & rapprocher de certaines de nos obser-
vations montrant la présence de particules d'un diamétre moyen de 90 K dans
le matériel fibrillaire entourant les agrégats en phase d'involution. Ces
particules représentent peut-8tre une étape intermédiaire de la différencia-

tion des ribosomes.

4 . Etude cindtique des transferts de matériel nucléaire

3H, la radiocacti-

Aprés 12 heures d'incorporation d'uridine
vité ovocytaire reste iocalisée en quasi-totalité au niveaﬁ du noyau. Un
marquage important est constaté au niveau des granulations nucléoplasmiques
issues du constituant granulaire du nucléole. la relation entre ces éléments
a été discutée dans le chapitre précédent.

Ia lentewr de l'apparition d'un taux notable de radicactivité au
niveau du cytoplasme constitue un fait marquant de 1l'étude autoradiographique.
I1 semble que 1l'enveloppe nucléaire constitue une sorte de barriére s'oppo-
sant 4 la diffusion rapide des substances synthétisées dans le noyau. Des
constatations analogues ont été effectuées dans de nombreux ovocytes
d'Invertébrés i la suite d'études autoradiographiques en microscopie optique
(GEUSKENS, 1963 ; TWEEDELL, 1966 ; ALLEN, 1967). Ce décalage de 1'apparition
du marquage cytoplasmique par rapport & celui du noyau est peut-Etre 1ié A
la différenciation structurale sublie par le matériel nucléaire lors de son
passage au niveau des pores.

Pour des temps d'incorporation de longue durée (60 heures) la
radiocactivité du cytoplasme s'éléve considérablement, surtout dans une zone
s'étendant sur une largeur d'environ 2 p autour du noyau. Le marquage est
particuligérement intense au niveau des agrégats cytoplasmiques. L'estimation
de la radioactivité par la méthode du comptage des grains montre que celle-ci
est en moyenne 5 fois plus élevée a leur niveau que dans le cytoplasme
environnant (Tableau 7). Si 1'on envisage le fait, que dans cette région
du cytoplasme, une partie du matériel d'ofigine nucléaire se trouve disper-
sée en un réseau diffus, ce rapport paralt significatif. Il semble indiquer
que les agrégats constituent des zones de condensation de 1'ARN nucléaire.,

Nous avons observé par ailleurs que le nombre de grailns d'argent
est en général plus élevé & la périphérie des extrusions nucléaires que dans

leur zone centrale. Cette disposition semble indiguer que 1l'accroissement de



- 67 -

ces éléments pourrait s'effectucr par 1'adjonction progressive d'un matériel

visualisé morphologiquement sous 1l'aspect de fines fibrilles.

CONCIUSION

Dans les ovocytes de Néréidiens le métabolisme nucléolaire est
particuliérement actif comme 1'ont montré les résultats de 1'autoradiographie
au microscope optlque.

La majeure partie de 1'ARN synthétisé au niveau du nucléole est
vraisemblablement de nature ribosomale si l'on se refére aux études biochi-
miques effectudes chez les Annélides (GOULD-SOMERU et SCHRCEDER, 1969).

Ia dissociation du nucléole en granulations nucléoplasmiques
semble donc 1dée & un processus de libération des ribonucléoproteéines desti-
nées A 8tre exportées vers le cytoplasme. Ce transfert est visuulisé au
niveau des pores de 1l'enveloppe nucléaire par la présence d'un matériel de
structure fibrillaire. Dans le cytoplasme, les extrusions nucléaires se
condensent sous forme d'agrégats cytoplasmiques, dont la cytochimie ultra-
structurale révele la tencur élevée en RNP.

L'étude cinétique de ce transfert a pu &tre suivie en autoradio-

3

graphie & haute résolution aprés injection d'uridine “H. Le marduage localisé
initialement au niveau du nucléole, prés du nucléoplasme n'apparaft que
tardivement dans les agrégats cytoplasmiques. Le taux de radioactivité de
ces é1éments est alors 5 fois plus élevé que celui du cytoplasme environnant.
les agrégats cytoplasmiques migrent ensuite dans la zone corticale
du cytoplasme. Ils semblent se dissocier en un matériel fibrillaire dans
lequel apparaié5ent des granulations de petite taille (80 & 100 K). Ces par-
ticules représentent peut-&tre un stade intermédiaire de la formation des
ribosomes cytoplasmiques ; 1lé nombre de ces derniers augmente en effet con-

sidérablement durant cette période de l'ovogenése.
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CHAPITRE VI

IES PROCESSUS DE VITELLOGENESE

INTRODUCTION

Selon la définition de RAVEN (1961), le vitellus ou deutoplasme
constitue une réserve de substances nutritives utilisées par 1l'embryon au
début de sa croissance. Au cours de l'ovogenése des Néréidiens, le cytoplasme
renferme trois catégories d'inclusions de nature cytochimique différente :
lipides, protéines, polysaccharides.

les polysaccharides sont représentés en majeure partie par les
mucopolysaccharides qui constituent les alvéoles corticaux. Ces éléments,
dont le mode de formation sera étudié au chapitre suivant sont rejetés en
dehors de 1'oeuf lors de la fécondation. Ils ne constituent donc pas des:
substances de réserves et le terme de vitellus ne peut leur &tre appliqué.

Les données fournies par la microscopie électronique sont assez
décevantes, d'une fagon générale en ce qui concerne les processus de forma-
tion des lipides. Le probléme du vitellus lipidigue pour cette ralson ne
sera abordé que briévement. Notre étude sera centrée essentliellement sur
la vitellogenése protéique. En fait le terme de vitellus tend, dans les
travaux cytologiques récents, A €tre employé uniquement pour désigner les

réserves protéiques ; c'est dans ce sens que nous l'emploierons usuellement.
\

I -~ STRUCTURE DU CYTOPLASME AqLEQURS DU STADE DE PREVITELLOGENESE

La phase de prévitellogenése commence immédiatement aprés la pro-
phase de méiose ; elle colncide donc avec le début de la phase d'accroisse-
ment. Le volume du cytoplasme s'accroft par rapport & celul du noyau. Les
ribosomes libres persistent en grand nombre mais leur assoclation en poly-
somes devient beaucoup plus rare que dans les ovogonies et les ovocytes en
prophase méiotique. les formations de réticulum subissent par contre un
accroissement marqué. Elles sont représentées chez N. pelagica par des citer-

nes ergastoplasmiques trés allongées, orientées parallélement 4 1l'enveloppe
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nucléaire (Pl. 23)., Chez N. diversicolor, le réticulum agranulaire reste

1'é1ément dominant ; de forme irréguliére, le plus souvent sphérique, il
apparaft disséminé dans tout le cytoplasme (Pl. 24, fig. a).

L'appareil de Golgl est représenté par quelques dictyosomes de
petite taille. Ces derniers, constitués de saccules présentant un aspect
dilaté, restent localisés & proximité de 1l'enveloppe nucléaire. Dans cette
zone, on observe la présence de nombreux agrégats cytoplasmiques formés par

une extrusion de matériel nucléaire.

II - STADES D'APPARITION DU VITELLUS

Iles premiers lobules vitellins sont décelés dans les ovocytes de

N. diversicolor quand ceux-ci ont atteint un diamétre d'environ 30 p ; ils

apparaissent un peu plus tardivement dans les ovocytes de N. pelagica et
P, cultrifera (4G p environ).

A ce stade, la structure du cytoplasme ne montre que peu de varia-
tions par rapport aux stades précédents : les ribosomes libres persistent
toujours en nombre trés élevé.

Chez N. diversicolor, les lobules vitellins en formation ont un

diamétre d'environ 1 p. La membrane qui les entoure englobe une matrice

dense assez homogéne et de nomkbreuses vésicules (Pl. 24, fig. b ; Pl. 25,
fig. a et b). Les dictyosomes restent localisés & proximité de 1'enveloppe
nucléaire. Ils sont entourés par de nombreuses vésicules élaborées par un
processus de bourgeonnement & 1'extrémité des saccules. Des vacuoles gol-
giennes, de taille variable et de contour irrégulier renferment un contenu
de méme structupe que celul des petits lobules vitellins protéiques (Pl. 15,
fig. a) ; comme ces derniers les vacuoles paraissent s'accroftre par incorpo-
ration de vésicules. Le matériel vitellin protéique semble donc résulter
d'une différenciation des secrétions golglennes (Fig. VI).

En certaines zones du cytoplasme, on observe parfois des accumula-
tions de vésicules non limitées par une membrane (Pl. 24, fig. b). Il est
difficile dans ce cas de préciser si ces observations correspondent & la
périphérie d'une zone golglenne ou 4 un site d'élaboration du vitellus.

Chez N. diversicolor, il apparalt en outre a ce stade de petits

lobules qui semblent résulter d'une accumulation d'un matériel de faible
densité & 1'intérieur des citernes du réticulum endoplasmique. Ia taille de

ces lobules peut atteindre environ 0,7 p ; leur contenu a ce moment est
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caractérisé par 1l'existence d'une zone interne de trés faible densité élec-
tronique (Pl. 26, fig. c).

La nature cytochimique de ce matériel n'a pu &tre déterminée avec
précision en microscopie optigue par suite de la faible dimension et de
la dispersion de ces organites. En microscopie électronique, la coloration
par le mélange acide chromique phosphotungstique selon RAMBOURG donne une
réaction positive dans la zone centrale de ces éléments, ce qui traduirait
la présence de glycoprotéines.

‘ Chez N. pelagica, divers organites cytoplasmiques sont caractéri-~
sés par une structure multivésiculaire (Pl. 26, fig. a et a'). Les uns d'un
diamétre d'environ 300 mu, renferment un contenu finement granuleux et pré-
sentent en section une douzaine de vésicules de 30 & 35 mp de diameétre.
D'autres d'un diamétre de 1'ordre de 4C0 & 500 mu se signalent par leur
densité électronique élevée et la présence d'une ou plusieurs vacuoles claires.
Ia membrane de ces derniéres et celle qui limite ces corps denses ont la
méme épaisseur. Des vésicules d'une trentaine de my, d'une densité équiva-
lente & celle de la matrice y sont également décelables.

. Ces corps, vraisemblablement d'origine golgienne, présentent ici
encore une structure proche de celle des lobules vitellins et pourraient

constituer le stade initial de la formation de ces derniers.

III- IA VITELLUGENESE AU CCGURS DE IA PHASE DE GRAND ACCROISSEMENT

A - ETUDE MORPHOLOGIQUE

Dans ces ovocytes, les ribosomes libres sont toujours, comme dans

les stades précédents, extr€mement nombreux. Chez N. diversicolor, les forma-

tions de réticulum sont assez abondantes dans la zone corticale du cytoplasme.
De forme allongée, elles sont orientées le plus souvent perpendiculairement

a 1'enveloppe ovocytaire (Pl. 27, fig. a et Pl. 29, fig. a). Le nombre de
ribosomes attachés i ces formations membranaires est assez irrégulier ; 11
est généralement peu élevé. Cette répartition des ribosomes permet de
considérer le réticulum ovocytaire comme un type intermédiaire entre le
réticulum lisse et 1'ergastoplasme.

Chez N. pelagica et P. cultrifera, le réticulum présente les mémes

caractéristiques que chez N. diversicolor, mais son développement est beau-

coup plus restreint.
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L'appareil de Golgl occupe dans les ovocytes des trols espéces
étudides une position identique (P1. 27). Il est disposé paralldlement A
1l'enveloppe ovocytaire, a une distance d'environ 2 p de cette derniére. Il

est intéressant de noter que cette distance correspond chez N. diversicolor

& la zone du cytoplasme ol le réticulum endoplasmique présente son dévelop-
pement maximum. Duraut les processus de vitellogenése, la longueur des dic-

tyosomes se situe aux alentours de 2 & 3 p chez N. pelagica et P. cultrifera ;

elle attelnt environ 4 & 5 p chez N. diversicolor.

A ce stade, la polarité de l'appareil de Golgl est assez nettement
déterminée. Les saccules de la zone externe, ou, selon la terminologie de
GRASSE (1957) de la face proximale, présentent un aspect dilaté et renfer-
ment un contenu de faible densité. Ces saccules & aspect fenestré sont par-
fois remplacés par une rangée de vésicules d'un diamdtre équivalent. lLes
saccules de la face distale ou face interne ont un diamétre assez régulier,
analogue & celuil des saccules de la région moyenne. le plus souvent la face
externe des dictyosomes est située du coté de 1'enveloppe ovocytaire ;
toutefols, dans un certain nombre de cas, nous avons observé une polarité
inversée.

La présence de citernes de réticulum orientées parallélement aux
saccules de la face externe n'a été que trés rarement constatée chez N. pela-

gica et P, cultrifera. Cette disposition est plus fréquente dans les ovocytes

de N. diversicolor ; toutefols, contrairement aux observations réalisées

dans d'autres types cellulaires, 1'élaboration de vésicules par 1'ergasto-
plasme n'a été que trés rarement observée.

Les rapports existant entre 1l'appareil de Golgl et les processus
de vitellogendse sont de deux ordres. Ils impliquent d'une part 1'étude de
la néoformation des lobules vitellins au cours de 1'ovogenése d'autre part

celle de leurs modalités d'accroissement.

1 - Formation des mouvecaux lobules de vitellus protéique

Le processus est assez comparable & celui décrit lors de
1l'apparition des premiers lobules vitellins. Des éléments de petites tailles
se différencient & proximité des saccules de la face distale, 1lgecaractépi_
sent par l'aspect ondulé de leur membrane et par un contenu de densité moins
élevé que celul des lobules vitellins matures (Pl. 27, fig. b et ¢). Dans

certains cas, une relation trés nette a pu étre établie entre les lobules



vitellins en formation et les saccules golgiens partiellement détachés de
1'ensemble du dictyosome (Pl. 27, fig. a). Ces derniers paraissent donc

contribuer directement & la formation des nouvelles plaquettes vitellines.

2 - Processus d'accroissement des lobules vitellins

Les lobules vitellins, denses aux électrons, sont de
forme sphérique ; leur diamétre est d'environ 2 & 3 p. Ceux dont la croissance
est achevée, ont une membrane limitante lisse et la structure du vitellus
est assez homogene.

L'ensemble des réactions histochimiques concernant les lobules

vitellins de N. diversicolor est résumé dans le tableau 8.

Tableau 8 - Cytochimie des lobules vitellins de N. diversicolor

Réaction : Mise en évidence : Résultat
Millon : . ;
trichloroacétigue : Proteéines totales : ++
Bleu de : .
Bromophénol : - t
Tétrazoréaction : ;

(Daniell1) . Protéines sulfhydrilées ++

A

FAST GREEN (pH 8,2)
(Aprés T.C.A.) _

Id. sans T.C.A, : Protéines basiques non
: 1ié8&3aux Acides nucléiques

Protéines basiques : +

FAST GREEN (pH 2,2)

2 :
- (acidophilie totale) Groupements NH 1libres . ++

PAS : Polysaccharides : +
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Ces résultats indiquent une teneur élevée du vitellus en protéines.
Celles-ci renferment également des groupements sulfhydrilés et des fonctions
4 caractére basique. la réaction du PAS révéle en outre que ces protéines
pourraient &tre associées i des éléments glucidiques.

le vitellus de N. pelagica et P. cultrifera est également trés

riche en protéines. Toutefols, la réaction au PAS est variable selon les

stades chez P. cultrifera : elle est toujours négative chez N. pelagica.

Dans les deux espéces enfin, les réactions des protéines basiques ne sont que
trés faiblement positives.

Chez N. pelagica, 1'étude au microscope électronique a montré que
la digestion par la pepsine (0,2 $ HC1l 0,1 M) sur coupes ultra-fines d'épon,
selon la technique de MONNERON et BERNHARD (1966), entrafne la digestion
totale des protéines du vitellus (Pl. 26, fig. b).

b) Accroissement des lobules vitellins

La zone corticale des lobules en formation est souvent
caractérisée par la présence de vésicules d'un diamétre sensiblement constant
(50 mu) (P1. 28, fig. a). Chez N. pelagica ces vésicules sont partiellement

englobées dans la matrice vitelline ; par contre, chez N. diversicolor, une

partie importante du matériel vitellin présente une structure vésiculaire
(P1., 28, fig. b). Les vésicules intervenant dans 1'édification du vitellus
sont comparables en densité & celles élaborées a 1'extrémité des saccules
golgiens par un processus de bourgconnement (Pl. 28, fig. a). Leur diamétre
toutefols semble légérement inférieur a celul des vésicules golgiennes, ce
qui pourrait &tre dQ & une condensation dans le cytoplasme du matériel de
ces derniéres. \

La pénétration des vésicules dans les lobules vitellins semble
8tre réalisée selon deux processus (Fig.VI). Dans le premier cas, un bour-
geonnement de la membrane vitelline s'établit au contact d'une vésicule
cytoplasmique (P1. 28, fig. d), 11 est suivi d'une fusion des membranes et
d'une incorporation de la vésicule. la matrice vitelline conserve le plus
souvent une structure homogéne. Dans le deuxiéme cas, la membrane entourant
le lobule vitellin est interrompue en certaines zones (Pl. 28, filg. e), ce
qui permet d'expliquer la pénétration directe et sans modification de

structure des vésicules cytoplasmiques a 1'intérieur du lobule.



Fig. VI - Schéma récapitulatif de 1l'élaboration du vitellus protéique.

A - Stade d'apparition des lobules vitellins. Différenciation des

premiers lobules & partir des vacuoles golgiénnes.

B - Morphologie du dictyosome (ovocyte en' phase de vitellogenese )
Les vacuoles golgiehnes, 1ibérées par fragmentation des saccu-
les de la face distale (FD) sont & 1'origine des lobules
vitellins néoformés.(FP : face proximale)

C, D, E - Croissance des lobules vitellins.
Cette croissance est réalisée salon plusieurs processus :

C - Pénétration directe des vésicules golglennes dans le

lobule protéique par une interruption de la paroi.

D - Capture des vésicules par la membrane du lobule vitellin.

<j§;>‘ E - Fusion des lobules de vitellus.
%] LLE/



Fig. v|




- 74 -

Des images suggérant la fusion d'éléments vitellins en croissance
ont été assez fréquemment observées (Pl. 28, fig. ¢). Ce processus semble
intervenir pour une part assez importantedans l'accroissement de la taille
des lobules vitellins.

B - ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE -

1 - Techniques

Cette étude réalisée en microscopie électronique a été

effectuée en majeure partie sur des ovocytes de N. diversicolor. Le précur-

seur utilisé pour 1'étude des synthises protéiques a été la leucine tritiée.
Des études préliminaires, effectuées en microscopie optique avaient montré
1'incorporation importante de cette substance au niveau des lobules vitellins.

Pour 1'étude effectuée en autoradiographie & haute résolution,
plusieurs protocoles expérimentaux ont été réalisés :

- pour les temps courts, l'incorporation est effectuée "in vitro"
ce qui permet d'augmenter la dose de précurseur. les ovocytes séjournent
pendant 45 minutes dans des salidres contenant 200 pC de leucine 3H
(L -leucine }H 200 mCi/mM-CEA) par ml. d'eau de mer stérilisée.la fixation
est effectuée a la paraformaldéhyde pour éliminer au maximum les acides
aminés non incorporés. Elle est suivie d'une post-fixation & 1'osmium.

- certains animaux regoivent par injection intra-coelomique une
dose unique de 100 pC/g de leucine H. I1s sont fixés 3, 6, 24 et 4B heures
aprés 1l'injection.

- d%ns d'autre cas, aprés une période d'incorporation de 50 minutes,
le précurseur marqué est chassé par une nouvelle injection de leucine non
radiocactive. Ces vers ont été fixés aprés une durée totale d'évolution

de trois heures.

2 - Résultats

- 45 minutes d'incorporation. lLe marquage est localisé essen-
tiellement dans la zone cytoplasmique corticale ol le réticulum endoplasmique
présente son développement maximum. Les lobules vitellins ne présentent
pratiquement aucune trace de radioactivité, de méme que les corps de Golgl
(P1. 29, fig. b).
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- 3 &4 6 heures aprés 1'injection, le complexe golglen présente
un marquage considérable. les grains d'argent s'observent au niveau des
saccules et & 1'extrémité de ces derniers, dans la zone de formation des
vésicules (Pl. 30, fig. a). Le marquage du vitellus reste trés faible, sauf
au niveau des lobules vitellins en formation, accolés aux saccules des dic-
tyosomes ; ces éléments présentent une radioactivité particuliérement intense
(P1. 31, fig. b).

- Cette distributlion du marquage est particuliérement nette aprés
‘chasse du précurseur. Dans ce cas, aprés une évolution totale d'une durée
de 3 heures,toute la radiocactivité est pratiquement concentrée au niveau de
l'appareil de Golgi (Pl. 30, fig. b et Pl. 31, fig. a).

- 24 3 48 heures d'incorporation. Le taux de la radiocactivité
régresse considérablement au niveau des éléments golgiens (Pl. 32, fig. a).
On observe par contre un marquage intense au niveau de certains lobules
vitellins ; ces derniers sont caractérisés par une structure vésiculaire et
sont situés généralement & proximité des dictyosomes (Pl. 32, fig. b).

- Par contre, les lobules vitellins de structure homogéne ne pré-
sentent pas de radiocactivité particulidre. Il semble logique de considérer
que les apports de matériel protéique ont cessé dans ces éléments ayant

achevé leur maturation.

Chez N. pelagica, 1'incorporation de leucine 3

H se traduit égale-
ment, 24 & 48 heures aprés 1'injection par 1'apparition de radioactivité au
sein de certains lobules vitellins.

Dans le cas d'ovocytes d'un diamétre d'environ 170 j, stade qui
correspond aux\synthéses actives des mucopolysaccharides, on constate que
certains petits lobules vitellins, situés & proximité des dictyosomes,
présentent un marquage important (Pl. 38, fig. b). la dualité des processus
de synthésey réaliséey a ce s£ade par 1'appareil de Golgi, sera envisagée

dans le chapitre VII.
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IV - DISCUSSION

A - ETUDE COMPARATIVE DES PROCESSUS DE VITELLUGENESE

Les trés nombreuses études consacrées au probléme de la vitello-
genése ont montré que 1l'origine du vitellus est extrémement varide. Elle peut
résulter, soit d'un apport de matériel extracellulaire, soit d'une élabora-

tion endogéne.

1 ~ Origine exogeéne

Chez les Insectes, il apparaft que la majeure partie du vitel-
lus est absorbée par 1l'ovocyte par 1l'intermédiaire de vésicules de pinocytose
dont la fusion progressive a 1l'intérieur de 1'ooplasme conduit & 1l'édification
des lobules vitellins matures (ANDERSON, 1964 ; FAVARD-SERENO, 1964 ; ROTH
et PORTER, 1964 ; BEAMS et KESSEL, 1969), A un degré moindre, il semble
qu'une partie des protéines vitellines puilssent également avoir une origine
extra-ovocytaire dans le cas des Amphibiens (PANGE et KESSEL, 1967), des
Oiseaux (SCHJEIDE et Al., 1963) et des Mammiferes (MANCINI et Al., 1963).

Dans certaines espéces d'Annélides, telle Ophryotrocha labronica, une conti-

nuité a pu €tre observée entre le cytoplasme des ovocytes et celui des cellu-
les folliculeuses (EMANUELSSON, 1969). Un transferf de matériel réalisé a
partir de ces cellules pourrait constituer un é1ément précurseur des protéines
du vitellus.

2 ~ Urigine endogéne

Plusieurs organites cytoplasmiques ont été impliqués dans

\
1'élaboration du vitellus. Nous les mentionnerons rapidement.

o Les mitochondries

la plupart de ces observations ont été réalisées chez les
Amphibiens (BALINSKY et DEVIS, 1963 ; WARD, 1962 ; SENTEIN et HUMEAU, 1963).
Le matériel vitellin s'accumule soit dans les crétes, soit entre les membranes
internes et externes des mitochondries. le vitellus présente fréquemment
dans ce cas une Structure para- cristalline Des processus similaires ont été
observés au cours de la vitellogenése dc Planorbe (FAVARD et CARASSO, 1958)
et de certains Poissons (SENTEIN et REBOULIN, 1969). Actuellement les connais-

sances restent limitées en ce qui concerne l'origine du matériel s'accumulant
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dans cet organite.

. L'ergastoplasme

Ce type de vitellogenése a été observé essentiellement chez
les Crustacés (KESSEL, 1968c), chez 1'Ecrevisse (BEAMS et KESSEL, 1963), Lv
matériel vitellin est élaboré dans les citernes ergastoplasmiques ; il
s'accumile secondalrement dans la partie agranulaire du réticulum. Il est
4 noter que chez les Poissons une partie du vitellus semble €tre élaborée
directement 4 1'intérieur des citernes ergastoplasmiques (DROLLER et ROTH,
1966 ; ULRICH, 1969).

A la sulte des travaux d'AFZELIUS (195 ) chez 1l'Oursin, le
rdle de 1'appareil de Golgi dans 1l'élaboration du vitellus a été signalé
chez les Tunicilers (HSU, 1962 ; KESSEL, 196€a et b), les Mollusques (WORIEY
et MORIBER, 1961 ; BEAMS et SEKHON, 1966) et les Annélides (SICHEL, 1966 ;
DHAINAUT, 1966c, 1967 ; SAWADA et Al., 1968). Chez la Li.ule (DUMONT et
ANDERSON, 1967) et certains Poissons (DROLIER et ROTH, 1966) des observations
analogues ont été effectuées. )

3 - Origlne mixte

I1 faut se garder toutefois de schématiser les processus
de vitellogenese ; le§ lobules vitellins peuvent résulter de la fusion de
matériels issus d'organites cytoplasmiques distincts : ergastoplasme, Golgl,
vésicules de pinocytoses (DROLLER et ROTH, 1966 ; ULRICH, 1969 ; HINCH et
CONE, 1969) ou de 1'élaboration par des organites différents suivant les
stades de la vitellogenése (DUMONT et ANDERSON, 1967).

Chez les Néréidiens, nous n'avons observé que rarement la présence
de vésicules de pinocytose au cours des stades de vitellogenése. L'apport de
matériel réalisé par ce processus paraft assez négligeable.

D'origine essentiellement endogéne, le vitellus semble résulter
d'une différenciation des sécrétions golgiennes. Le rSle de cet organite

sera envisagé plus particuliérement en ce qui concerne la genése du vitellus.
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B - FORMATICON DU VITELIUS CHEZ IES NEREIDIENS

le stade initial de la formation du vitellus semble &tre représenté
chez N. pelagica, de méme que chez Ciona (KESSEL, 1966a) et chez 1'Anodonte
(BEAMS et SEKHON, 1966) par l'apparition de corps multivésiculaires résultant
d'une association de vésicules d'origine golgienne. Fréquemment, on observe

comne chez N. diversicolor, la présence & proximité des dictyosomes, de

vacuoles d'un contenu similaire & celui des lobules vitellins. KESSEL (1968b)
chez la Méduse de 1'Hydrozoaire Trachilina a magnifiquement illustré la
‘filiation unissant les saccules golglens et les vacuoles. Ces dernieres,
ainsi que cela a été décrit dans d'autres types cellulaires (LUCKE et
COLLINS, 1965) s'accroissent par incorporation de vésicules. Ces vésicules,
"précurseurs du vitellus'! selon la terminologie de BEAMS et SEKHON (1966) ne
se fusiomnent parfols que tardivement 4 1a matricc protéique des lobules
vitellins. Il en résulte une structure vésiculaire particuliérement carac-

téristique des ovocytes de N. diversicolor

C - LA SYNTHESE DES PROTEINES

Les résultats obtenus par autoradiographie & haute résolution

montrent, que dans ses grandes lignes, la synthése des protéines du vitellus

.

s'effectue selon un schéma analogue a celui des cellules & séerétion

exocrine. Dans ces cellules, la premiére étape du cycle sécrétoire peut étre
visualisée par 1'incorporation d'acides aminés. Ce processus s'effectue au
niveau des ribosomes de 1l'ergastoplasme (SIEKEVITZ et PAIADE, 1960 ; REDMAN,
SIEKEVITZ et PALADE, 1966). Les secrétions protéiques localisées dans les
citernes du réticulum (REDMAN et al., 1966 ; REDMAN et SABATINI, 1966) sont
ensuite transférées dans les saccules golgiens par 1l'intermédiaire de petites
vésicules. L'appareil de Golgi représenterait un lieu de stockage et de rema-
niement des protéines synthéfisées (CARO et PAIADE, 1964 ; JAMIESON et
PAIADE, 1967 a et b ; DRUZ, 1966a) avant leur libération sous forme de vési-
cules ou de vacuoles. Un certain nombre d'auteurs ont attiré l'attention

sur 1l'importance de 1l'appareil de Golgi en tant que site de formation de
membranes (SJOSTRAND, 1962). Il résulte en effet d'observations & la fois
morphologiques et expérimentales que le complexe golgien pourrait &tre

engagé activement dans l'assemblage des é1éments phospholipidiques membra-
naires. (COHN et BENSON, 1965 ; MORRE et VAN DER-WOUDE, 1966). Ces derniers
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représenteralent en outre le support de la "machinerie" enzymatique inter-
venant dans la concentration des produits de sécrétion (SJOSTRAND).

Cependant un certain nombre de différences séparent les synthéses

protéiques des ovocytes de celles des cellules exocrines. Dans ces derniéres,

les produits de séerétion sont,contralrement au vitellus, appelés a &tre
rejetés hors de la cellule ; d'autre part, le cycle secrétoire s'effectue
& un rythme rapide, de 1l'ordre de quelques heurcs. Dans les ovocytes, par
contre, les processus de vitellogenése s'échelomnent sur plusisurs mois
‘et ne concernent, pour une période donnée, que quelques lobules vitellins.
Enfin, dans les cellules exocrines, 1'ergastoplasme est toujours extrémement
développé, tandls que dans les ovocytes, les ribosomes sont, en majeure
partie, libres dans l'ooplasme. Ceci nous améne & considérer le probléme
de la synthése des protéines du vitellus sous deux angles : celui du site
initial de ces synthéses, et celui de l'origine des substances précurseurs
intervenant & leur niveau.

Les temps d'incorporation de faible durée montrent que le marquage

se situe initialement dans la zone corticale de 1'ooplasme : zone groupant

4 la fols de nombreux ribosomes libres et des ribosomes attachés aux mem-
branes du réticulum. Le pouvoir de régolution ne permet pas de déterminer
avec précision la structure des ribosomes impliqués dans les synthéses. Il
semble admis que 1'incorporation des acides aminés pourralt s'effectuer &
la fois au niveau des ribosomes libres et associés (PCRTER, 1961) ; cependant
les synthéses seralent plus rapldes au niveau des ribosomes attachés aux
membranes (SIEKEVITZ et PALADE, 1960). BIRBECK et MERCER (1961) notent que,
d'une fagon générale, les cellules qui n'exportent pas leur produit de
sécrétion protéique, mais les accumulent i 1'intérieur de leur membrane
(cellules embryonnaires, ovocytalres ou tumorales), renferment essentielle-
ment des ribosomes libres. Ia structure particuliére de ces cellules est
peut-€tre une conséquence de la lenteur relative de leur processus de syn-
thése. Cecl expliquerait également, dans le cas de notre matériel, 1l'absence
de relations morphologiques classiques entre le réticulum et 1'appareil de
Golgi.

I1 faut remarquer cependant que l'apparition de la radicactivité
dans la zone corticale du cytoplasme colncide avec la zone ol les citernes
de réticulum sont les plus nombreuses. I1 semblerait donc, qu'il existe

une relation entre les synthéses et les membranes du réticulum, méme si ces
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derniéres ne sont associées qu'a un nombre restreint de ribosomes. A ce
sujet KESSEL (1968a)dans son étude sur Ophioderma, envisage 1'éventualité
d'un renouvellement constant des ribosomes en relation avec les membranes.
Selon cet auteur, ceci impliquerait, pour les ribosomes activés, la possi-
bilité d'une migration en direction du réticulum puis, d'un retour sous une
forme libre, une fois les synthéses effectuées. '

Quel que soit le processus exact intervenant au niveau des ribo-
somes, deux questions toutefols se doivent encore d'étre posées.
- Quelle est 1'origline des acides aminés pénétrant dans 1l'ovocyte 2
- Les protéines synthétisées au niveau des ribosomes constituent-

elles la seule source de matériel vitellin ?

En réponse & la premiére question, il est connu par des études
réalisées chez les Echinodermes (MUNROY et TOLIS, 1964) et les Amphibilens
(MERRIAM, 1969) que la pénétration des acides aminés s'effectue librement
dans les ovocytes. Dans le cas des Polychétes, les acides aminés impliqués
dans la synthése des protéines semblent avoir pour origine le liquide
coelomique ol la teneur en acldes aminés libres peut atteindre 150 mg/iOO ml
(M.E. CIARK, 1968).

Un apport de matériel extrécellulaire, effectué sous la forme de
protéines complexes peut également &tre envisagé. Certes les vésicules de
micropinocytose n'ont Jamais été observées en nombre trés élevé ; cependant
les éléocytes manifestent au cours de la gamétogenése un métabolisme
protéique assez intense ; leur relation éventuelle avec les ovocytes sera
discutée dans le chapitre IX.

Enfin, les études réalisées en autoradiographie optique ont mon-
tré (Chapitre II) qu'une quantité importante de protéines était synthétisée
au niveau du nucléole. lLa diminution du marquage de cet organite en fonction
du temps semble indiquer qu;une partie de ces protéines est transféréc vers
le cytoplasme. Dans quelle mesure, celles-ci sont elleé reprises dans les
processus d'édification du vitellus ? Les techniques utilisées ne permettent
pas actuellement de séparer clairement ces deux voies métaboliques. L'utili-
sation d'anti-métaboliques 4 faible dose permettra peut-€tre, par un
blocage sélectif des syntheses protéiques, d'aborder efficacement 1'étude
de ce probléme.
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CONCLUSION

Chez N. diversicolor, les premiers lobules vitellins apparaissant

dans le cytoplasme résultent de la différenciation de vacuoles golgiennes &
contenu dense. Des corps de structure multivésiculaires semblent représenter
chez N. pelagica, le stade initial de la formation du vitellus.

Au cours de la vitellogeneése, l'appareil de Golgl est situé,
_chez les trois espéces étudides, & proximité de l'enveloppe ovocytaire ; sa
polarité est nettement déterminée. Les lobules de vitellus €laborés au cours
de ce stade ovocytaire résultent d'une accumulation de matériel dans les
saccules de la face distale des dictyosomes ; leur libération est corréla-
tive d'une rupture de ces saccules.

L'examen morphologique révéle, dans les lobules vitellins en
croissance, la présence de nombreuses vésicules d'une structure analogue
& celle des vésicules formées i 1'extrémité des saccules golgiens. Ces
vésicules représenteraient le processus par lequel s'effectuerait le trans-
port de matériel protéique.

L'étude autoradiographique effectué¢e chez N. diversicolor montre,

qu'a la suite d'une incorporation de leucine 3H, le marquage est localisé
initialement dans la zone ovocytaire corticale.3 & 6 heures aprés 1'injec-
tion, les grains d'argent sont situés essentiellement au niveau du complexe
golgien. la radiocactivité régresse fortement & ce niveau apreés 24 a 48
heures d'évolution. A ce moment, le marquage est localisé au niveau de
certains lobules vitellins caractérisés par leur structure vésiculaire.

Ce§ résultats autoradiographiques montrent que les synthéses
protéiques de la vitellogenese s'effectuent selon un schéma comparable 3
celui établi dans les cellules & secrétion protéique exocrine (CARO et
PAIADE, 1964 ; JAMIESON et PALADE, 1967 ; DROZ, 1966). Ils soulignent
d'autre part le r8le de 1'appareil de Golgi dans 1'édification du vitellus.
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CHAPITRE VII

LES PROCESSUS D'ELABORATION DES MUCOPOLYSACCHARIDES
ET LA MATURATION OVOCYTAIRE

INTRCDUCTION

Chez les Néréidiens, pendant la premiére phase de l'accroissement
ovocytaire, 1'ooplasme ne renferme pratiquement que des inclusions lipidi-
ques et protéiques. A partir d'un diametre voisin de 120 p chez P. cultri-
fera et de 110 p chez N. pelagica, un abondant matériel PAS positif envahit
progressivement tout le cytoplasme ovocytaire. L'affinité de ce matériel
pour le bleu alcian augmente progressivement au cours de la maturation
ovocytaire. Par suite de la similitude de 1'évolution des ovocytes de ces
deux espéces, leur étude sera envisagée conjointement. Nous préciserons
dans un premier temps la nature cytochimique des composés polysaccharidiques
formés, puis nous envisagerons leurs processus d'élaboration a la fois d'un
point de vue morphologique et dynamique par incorporation de précurseurs.
radioactifs.,

Chez N. diversicolor, dans les ovocytes d'un diamétre de 170 -

180 p des grﬁnulations alcianophiles apparaissent progressivement dans la
zone corticale de 1l'ooplasme ; leur nombre toutefols reste trés restreint.
D'autre part, chez cette espéce,l'étude au microscope électronique révéle
deux types distincts de formations corticales. Cette partiéularité nous

conduira & étudier sépartment 1l'évolution de cet ovocyte.
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I - NEREIS PEIAGICA ET P. CULTRIFERA

A - 1ES FORMATIONS ALVEOLAIRES

1l - Etude cytochimique

les résultats des réactions cytochimiques effectuées sur

les formations glucidiques des ovocytes de P. cultrifera au cours de 1'ovo-

genése sont regroupés dans le tableau 9. Il ressort de 1'examen de celui-ci
' que la nature du matériel glucidique varie au cours de la croissance

ovocytaire.

Tableau 9 - Etude cytochimique des substances glucidiques en fonction de
la croissance des ovocytes de P. cultrifera (PORCHET et
DHAINAUT, 1969).
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Le cytoplasme des ovocytes de P. cultrifera, d'un dia-

métre compris entre 120 et 150 u, est caractérisé par la présence de substan-
ces APS positives, non digérées par l'amylase salivaire et présentant une
métachromasie trés nette au bleu de toluidine & pH 4,6. La:.coloration par le
bleu alcian est négative. '

Chez N. pelagica, la présence d'un matériel de méme nature a été
constatée dans les ovocytes d'un dlamétre compris entre 100 et 150 Mo

Ia nature chimique précise de ces composés glucidiques n'a pu étre
établie. Il ne semble pas qu'il s'aglsse de mucopolysaccharides de type neu-
tre, car un certain nombre de réactions correspondant a 1'identification de
ces substances ne concordent pas, en particulier en ce qui concerne la réac-

tion métachromatique

14

A partir d'un diamétre ovocytaire d'environ 150 p chez
N. pelagica et 160 p chez P. cultrifera, la nature du matériel glucidique

se transforme profondément (Tableau 9 et 10).

Tableau 10 - Réactions histochimiques des mucopolysaccharides de 1'ovocyte
de N. pelagica (170 p).
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Le résultat des réactions mentionnées dans le tableau 10 et en
particuller la digestion par 1a/3 -glucvronidase, aprés oxydation par 1l'acide
peracétique, selon la technique trés sélective de FULLMER (1960) permet de

-~

conclure a la présence de mucopolysaccharides A caractéres acides., Cette

digestion enzymatique semble révéler en outre la présence d'acide glucwro-
nique, ainsi que cela a été démontré dans une espéce voisine (Nereis
japonica Izuka) par voie biochimique (ISHIMUTO et Al., 1968).

La persistance de la métachromasie & des pH trés bas (2,2) ainsi
. que sa disparition aprés les réactions de méthylation et de saponification
semble indiquer selon LISON (1960) que la métachromasie serait due & une

liaison des polysaccharides & des radicaux du type ester-sulfurique.

2 - Etude morphologique

Dans les ovocytes de N. pelagica et P. cultrifera d'un

diamétre d'environ 170 By 1'examen ultrastructural & faible grossissement
montre que les alvéoles de mucopolysaccharides sont disséminés dans tout
le cytoplasme (Pl. 33, fig. a), Jusque dans la zone périnucléaire. Ces
lobules sont limités par une membrane et renferment un matériel de trés
faible densité électronique. Ils sont parcourus par un réseau de fibrilles
d'environ 50 K de diamétre, fréquemment enroulées et groupées en nodules
(P1. 24, fig. a et b). Les inclusions mucopolysaccharidiques sont séparées
par de minces travées cytoplasmiques constituées par des ribosomes libres.
Ia membrane limitant les alvéoles est parfois interrompue et il semble
qu'une fusion soit susceptible de s'établir entre plusieurs formations

contigués.

B - PROCESSUS D'ELABORATION DU MATERIEL MUCOPOLYSACCHARIDIQUE

1 - Etude morphologique

Lors de l'apparition des mucopolysaccharides, 1'appareil de
Golgi présente des modifications morphologiques importantes par rapport a
la phase de vitellogenése. Il reste aligné parallélement au chorion ovo-
cytaire dans la zone corticale du cytoplasme, mals ses dimensions s'accrois-
sent considérablement. La longueur des dictyosomes, antérieurement de

1'ordre de 2 p, Se situe maintenant aux alentours de 5 a 6 P
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la face proximale des dictyosomes est située ordinairement du
c6té de 1l'enveloppe ovocytaire. Dans son voisinage, on note de fagon cons-
tante la présence de mitochondries de grande taille disposées parallélement
aux corps de Golgi.

Les saccules de la face proximale présentent le plus souvent un

-

aspect dilaté ; leur taille est généralement inférieure & celle de la lon-
gueur totale des dictyosomes (Pl. 34, fig. a et ¢). Ils apparaissent parfois
entourés par de petites citernes aplaties de réticulum ; le plus souvent,
.ces derniéres sont remplacées par une série de vésicules de trés faible
densité électronique, d'une taille d'environ 800 & 1000 A.

Les saccules de la région moyenne des dictyosomes sont en nombre
élevé, une dizailne environ. Ils élaborent a leur extrémité, par un processus
de bourgeomnement, des vésicules d'environ 750 K, d'une densité supéricure
aux précédentes,

Les saccules de la face distale sont caractérisés paf un aspect

irrégulier et dilaté. Leur contenu renferme un matériel de trés faible
densité électronique dans lequel on peut déceler une structure fibrillaire
(P1. 34, fig. a). Des vacuoles aplaties,d'ugontenu similaire a celui des
saccuies, sont alignées parallélement & 1'ensemble du dictyosome. Elles
résultent vraisemblablement d'une fraémentation des saccules distaux et
paraissent établir une filiation entre ces derniers et les alvéoles muco-
polysaccharidiques du cytoplasme.

Ces indices morphologiques d'une origine golgienne des mucopoly-
saccharides se sont trouvés confirmés par une étude en autoradiographie &

haute résolution effectuée chez N. pelagica.
\

2 - Etude autoradiographique

Les vers utilisés dans cette étude ont été récoltés en
Janvier et Février, c'est-a-dire & l'approche de leur maturité sexuelle.

Deux types de manipulations ont été effectués.

a) Etude "in vitro"

Cette étude permettant une concentration élevée du
précurseur radiocactif a été entreprise pour déterminer le site initial de

1'incorporation du précurscur. Les ovocytes, prélevés par ponction
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coelomique, sont placés dans des saliéres contenant de l'eau de mer stéri-
lisée, additionnée de glucose 3H (D-Glucose-6-T ; 1340 me/mM ; Radioche-
mical Centre-Amersham), i la dose de 200 uCi/ml. Aprés fixation par la
glutaraldéhyde, les ovocytes subissent un lavage soigné dans des solutions
tampormées & pH 7,4. Ils sont ensuite post-fixés dans 1'osmium. Ce processus
de fixation élimine les monosaccharides libres ; seuls persistent ceux qui
se sont intégrés dans les synthéses d'hydrates de carbone complexes

- (NEUTRA et LEBLOND, 1966 ).

Aprés une période d'incorporation de 50 minutes, un marquage
intense est observé au niveau de 1l'appareil de Golgil,et uniquement dans cette
zone (Pl. 36). Les grains d'argent sont situés en majeure partié au niveau
des saccules dé la région moyenne ; un certain nombre sont observés au
niveau des saccules de la face distale. '

Le temps d'incorporation "in vitro" n'a pas été prolongé au
deld d'une durde de 50 minutes afin d'éviter les risques d'une perturbation

du métabolisme ovocytaire.

b) Etude "in vivo"

Ies vers regoivent une injection unique de 150 pCi/é
de glucose tritié. Les temps d'incorporation, de durée variée, ont &été
échelonnés Jusque 48 hcures.

- Six heures apres 1'injection, la radiocactivité apparaft loca-
lisée au niveau de l'appareil de Golgi, dans la zone ovocytaire corticale.
Son intensité est particuliérement élevée au niveau des saccules distaux
(P1. 37, fig."a).

- Pour des temps d'incorporation de 1'ordre de 9 heures, les
vacuoles et certains lobules mucopolysaccharidiques proches des dictyosomes
se trouvent marqués & leur tour (Pl. 37, fig. b). _

- Enfin pour des temps longs (24 et 48 heures), la radiocactivité
régresse considérablement au niveau de 1l'appareil de Golgi ; elle devient
par contre décelable au niveau des formations mucopolysaccharidiques
situées & 1l'intérieur de l'poplasme (P1. 37, fig. c).



C - REMANIEMENT STRUCTURAL DU CYTOPIASME LORS DE IA MATURATION
OVOCYTAIRE ET DE IA FECONDATION

Comme nous l'avons signalé dans le chapitre I, la maturation

des ovocytes de N. pelagica et P. cultrifera est caractérisée par un rema-

niement topographlique de la distribution des constituants du cytoplasme.
Ces derniers se répartissent en quatre zones concentriques (Fig. VII). On
distingue en allant du noyau vers le cortex :

. - une auréole basophile péri-nucléaire

- les lobules lipidiques

les lobules de vitellus protéique

la zone corticale.

1 - L'auréole basophile péri-nucléaire

L'étude cytochimique montre que cette zone est riche en
ARN et renferme des protéines basiques. Elle est constituée en majeure
partie par des ribosomes libres, englobés dans un matériel de faible densité
électronique, d'aspect amorphe. Cette zone contient également des lames
de réticulum trés allongées mais peu nombreuses (5 a4 6 au maximum), orien-
tées 1le plus souvent parallélement & 1l'enveloppe nucléaire. Dans certains
cas, une asscciation plus étroite entre les citernes du réticulum s'accom-
pagne de la différenciation de ces éléments en lamelles annelées cytoplas-
miques. Toutefols ces formations annulalres sont assez rares au cours de
1'ovogenése naturelle et leur dimension ne dépasse gudre 1 & 2 pe Les
mitochondrie§, localisées en majeure partie au stade précédent & proximité
des dictyosomes, migrent dans la zone peri-nucléaire. Elles se juxtaposent
en une couche d'une épaisseur d'environ 8 4 9 p (F1g.VII).Ces mitochondries
sont caractérisées par la présence de crétes nombreuses et trés développées,
critéres morphologiques signalés dans d'autres ovocytes matures (NZRREVANG,
1965 ; WISCHNITZER, 1967).

2 - les lobules lipidiques

Chez N. pelagica, leur nombre est assez restreint ; leur
taille par contre est considérable et se situe dans certains cas aux

alentours de 30 p. Ces éléments volumineux résultent vraisemblablement de



Fig. VII - Représentation schématique d'un ovocyte mature de N. pelagica.

Ia zone corticale du noyau (N) renferme de nombreux fragments de
‘nucléole (Nu) dont certains sont accolés aux lamelles annelées
intra-nucléaires (IAI).

Quelques agrégéts cytoplasmiques (AgC), issus d'une extrusion de
matériel nucléaire sont observés & proximité des pores de 1'envelop-
pe nucléaire (en). En allant de cette gerniére vers le cortex, on
rencontre sucéeééi&emenf : T

- Une zone riche en ribosomes, parcourue par des citernes allongées
de réticulum (re)

- Uie couche de mitochondries (M)

- De volumineux lobules lipidiques'(L)

- Les granules de vitellus protéique (V)

- La couche des alvéoles corticaux (AC), les plus internes présen-
tan’ une densité électronique plus élevée '

- L'enveloppe ovocytaire (EO) traversée par les villosités.,

Les corps de Golgl (G) en dégénérescence migrent & 1'intérieur de

/,E:\%a couche des alvéoles mucopolysaccharidiques.
3 3

\oue)



Fig. VII
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la fusion de petits lobules lipidiques disséminés antérieurement dans le
cytoplasme.

Chez P. cultrifera, par contre, le nombre de lobules lipidiques

reste élevé dans les ovocytes matures ; la fusion de ces éléments ne

s'effectue qu'aprés la fécondation.

% . Les lobules de vitellus protéique

Les lobules vitellins des ovocytes matures sont caractéri-
'sés par une structure trés homogéne. Nous n'avons que trés rarement observé
dans la zone corticale de ces lobules la présence de vésicules ou de corps
mltivésiculaires. La membrane limitant le vitellus est lisse et ne présente
pas de discontinuités (Pl. 33, fig. b).

Chez P. cultrifera, dans lecs ovocytes matures depuls quelques

Jours, les lobules vitellins se disposent en un gradient longitudinal, les
plus riches en groupements glycols migrant vers le pdle végétatif. Ce gra-
dient constituerait la premieére polarité_ovocytaire (PORCHET, 1969).

4 - Ia zone corticale

a) Les mucopolysaccharides

A l'approche de la maturation, les lobules mucopo-
lysaccharidiques migrent vers la zone corticale, Ils forment alors une
enveloppe d'une épaisseur variant entre 15 et 20 p chez N. pelagica et
atteignant 50 p chez P. éultrifera. Tous les alvéoles sont pratiquement

accolés ; 1l ne persiste entre eux que de trés fines travées cytoplasmiques
(P1. 33, fig. b).

Chez N. pelagica, les éléments de 1l'enveloppe proches du vitellus
se caractérisent par la densité élevée de leur réseau fibrillaire (Pl. 33,
fig. b). Cette structure est peut-&tre en relation avec une nature chimique
particuliére ; & ce niveau en effet, la microscopie photonique révéle

la présence de polysaccharides PAS positif non colorés par le bleu aleian.
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b) L'appareil de Golgi

.

Corrélativement & 1'édification de la couche corticale
mucopolysaccharidique, on assiste & la dégénérescence progressive de l'appa-
reil de Golgi. Cette involution a été suivie chez N. pelaglica.

Dans les ovocytes proches de la maturité sexuelle (190 & 200 p)
les saccules de la face distale réacquiérent un aspect plus régulier, tan-
dis que les vacuoles golglennes se raréfient (Pl. 34, fié. b). Les dictyoso-
mes tendent alors & se replier sur eux-mémes ; les saccules dilatés de la
face proximale forment la partie externe d'un fer & cheval dont le centre
est occupé par des fragments de saccules distaux et quelques vacuoles
golgiennes (Pl. 34, fig. c et Pl. 35, fig. a). Cette zone renferme également
de nombreuses vésicules dont certaines présentent 1'aspect de "coated
vesicles" (P1. 34, fig. c).

L'évolution structurale des dictyosomes semble se poursuivre par
la fusion des saccules golgiens & leur extrémité. On observe alors des
structures annulaires, formées par des empilements de saccules enroulés
concentriquement (Pl. 3%, fig. b et ¢). Le centre et le voilsinage de ces

par

formations sort cccupés de nombreuses vésicules et quelques corps de

structure multivésiculaire (P1. 35, fig. b).
Corrélativement & cette évolution, les corps de Golgl s'éloignent
de la zone corticale et migrent & 1'intérieur de la couche mucopolysaccha-

ridique. Dans les ovocytes matures, préts a €tre fécondés, les formations

golglennes ont complétement disparu.

5 - Destinée des mucopolysaccharides lors de la fécondation

\\

Lors de la fécondation, les modifications les plus specta-
culaires concernent les mucopolysaccharides ; en effet, 24 heures aprés
celle-ci, la structure des lobules lipidiques et protéiques ne montre pas
de modifications notables.

Chez P. cultrifera (PCRCHET et DHAINAUT, 1969), quelques mihutes

aprés la pénétration du spermatozolde, les mucopolysaccharides acides sont
exsudés & travers le chorion ovocytaire. Autour des oeufs se constitue

une enveloppe d'une épaisseur d'environ 150 p, d'aspect gélatineux sur le

vivant. Cette gelée refoule.é sa périphérie les spermatozoldes libres dans
1l'eau de mer. Trente minutes aprés la fécondation, le rejet des mucopoly-

saccharides est total et 1'on ne décéle plus histochimiquement aucune trace
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de ces formations a 1'intérieur de 1'oceuf.

Un processus similaire est observé chez N. pelagica lors de la
fécondation. Cependant chez cette espéce, 1l'examen au microscope électronique
des oeufs montre que quelques lobules mucopolysaccharidiques semblent
persister dans le cytoplasme.

ILes modalités de 1l'extrusion des mucopolysaccharides a travers
le chorion ovocytalre seront envisagées dans le chapitre consacré i 1'étude

de l'enveloppe ovocytaire.

IT - NERETS DIVERSICOLCR

Contrairement au cas de N, pelagica et P. cultrifera, les ovocytes

de N. diversicolor ne subissent pas de remaniements cytoplasmiques impor-

tants & l'approche de la maturation ; & ce moment la topographie des inclu-
sions de 1'ooplasme reste inchangée par rapport aux stades précédents.

Deux critéres seulement permettent de caractériser le cytoplasme
4 ce stade ovocytaire : l'apparition de glycogene et 1'élaboration des for-
mations corticales.

L'apparition de glycogéne ne constitue pas un phénoméne isolé
dans le comportement des ovocytes & l'approche de la maturation. Des faits
analogues ont été mentionnés dans les ovocytes d'un Gastéropode Prosobranche
(BEDFORD, 1966), de la Limule (DUMONT et ANDERSON, 1967), de 1'Axolotl
(PERRY, 1967) et de Poissons Téléostéens (ANDERSON, 1968b ; UIRICH, 1969).

Par contre, les formations corticales, par suite de leur dualité
structurale liée 4 une spécificité fonctionnelle des dictyosomes, constituent

un probléme cytologique intéressant qul sera envisagé en détail.
\

A - IES FORMATIONS CURTICALES

les formations corticales apparaissent chez N. diversicolor &

l'approche de la maturité sexuelle. Le diamdtre ovocytaire varie & ce moment
entre 180 et 190 Pe

Deux catégories distinctes d'organites sont présentes dans le
cytoplasme cortical sous-Jacent au cherion de 1l'ovocyte. La premiére caté-
gorie correspond aux alvéoles corticaux décrits par PASTEELS (1966b) chez
cette méme espéce et par FALLON et AUSTIN (1967) chez N. limbata Ehlers



(= N. succinea Leuckart). Outre ces alvéoles, on observe des organites de
densité électronique élevée, i structure hétérogeéne. Par analogie avec des
formations similaires décrites chez les Echinodermes (ANDERSON, 1966 ;
ENDO, 1961 ; RUNNSTROM, 1966 ; TAKASHIMA et Al., 1966), et chez les Lammel-
libranches (HUMPHREYS, 1967), nous les désignerons sous le terme de

granules corticaux.

1 - Ies alvéoles corticaux

Ils se présentent sous l'aspect de lobules arrondis ou
ellipsoldaux entourés par une membrane. Leur taille varie de 0,3 4 0,9 p
(P1. 39, fig. a et b). Ils apparaissent disséminés dans le cytoplasme corti-
cal de l'ovocyte submature entre des citernes de réticulum et de nombreux
ribosomes libres. Par contre, dans 1l'ovocyte mature, les lobules sont étroi-
tement accolés, sauf au niveau des racines des microvillosités. Ils forment
& ce stade une zone d'environ 5 u d'épaisseur, homologue de la "foam
structure" décrite par LILLIE (1911).

ILes alvéoles corticaux renferment un contenu de trés faible densité
électronique parcouru par un réseau de fibrilles. Celles-ci, parfols enroulées
en spifes concentriques, ont un diamétre d'environ 50 K. Ce diamétre est
toutefois supérieur dans certains lobules en cours d'élaboration.

Les alvéoles corticaux représentent vraisemblablement le matériel
coloré par le bleu alcian dans la zone corticale de l'ovocyte. Cependant,
vu leur taille restreinte, il est difficile de les différencier avec certi-
tude & 1'échelle de la microscopie optique.

. 2 - Les granules corticaux

N

Leur apparition est légérement postérieure & celle des
alvéoles., Disséminés assez irrégulidrement dans tout le cortex de 1'ovocyte
mature, les granules corticaux sont en contiguité ou & proximité immédiate
qe la membrane plasmique et orientés perpendiculairement & cette dernidre
(P1. 39, fig. a). les granules corticaux, d'une longueur d'environ 1,5 p
sont limités par une membrane et renferment deux composants de densité
différente . Le composant dense de structure granulaire englobe un réseau
formé par un matériel peu opaque aux électrons. Comme le montrent les micro-
graphies de sections transversales, ce dernier matériel 4 structure fila-
menteuse est surfout localisé dans la zone externe des granules (Pl. 39,
fig. b).
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D'autre part, la substance dense peut se présenter dans les granules imma-
tures (Pl. 4G, fig. b) sous 1l'aspect d'une lamelle enroulée en spirale ;
les tours de la spire étant reliés par de fins filaments.

Les granules corticaux renferment généralement une vacuole dans
laquelle un matériel granulaire est disséminé dans un contenu de faible
densité. Ia position de cette vacuole est varlable mais, le plus souvent,
elle est situde & proximité de la membrane plasmatique.

Ia technique de RAMBUURG (1967) spécifique de la détection des
. glycoprotéines (volr discussion) a été effectuée sur des ovocytes fixés
uniquement par la glutaraldéhyde et inclus dans le glycol-methacrylate.
Aprés coloration par le mélange acide chromique phosphotungstique, une
réaction intense est observée au niveau des granules corticaux (Pl. 43,
fig. a).

- B - MURPHOLUGIE DE L'APPAREIL DE GUILGI ET DE SON MATERIEL
SECRETUIRE

Parmi les divers organites cytoplasmiques examinés lors de
l'appapition des formations corticales, le complexe golglen se signale par
son grand développement et des indices évidents d'une activité sécrétoire
importante.

Des différences morphologiques considérables, corrélatives d'une
activité fonctionnelle spécifique s'observent parmi les dictyosomes d'un
méme stade ovocytaire (Fig.VIII).Pour la clarté de 1'exposé,et malgré les
caractéres intermédiaires de certains d'entre eux, nous diétinguerons deux
types principaux de dictyosomes.

\\

1 - Morphologie du premier type de dictyosome

Les dictyosomes de ce groupe sont constitués par 1'empilement
de 6 & 9 saccules d'un diametre moyen de 300 K ; des vésicules d'une taille
de 700 5 s'élaborent & leur extrémité par un processus de bourgeonnement.
Les saccules de la face proximale présentent un aspect dilaté
et renferment un contenu de faible densité. Dans leur voisinage, les citernes
ergastoplasmiques sont le plus souvent absentes ; on observe par contre, -
4 la périphérie de ces dictyosomes des formations de réticulum, peu nom-

breuses et souvent orientées parallélement aux saccules golgiens



Fig. VIITI - Ovocyte de N, divérsicolor.

Représentation schématique de la morphologie' des deux types de dic-
" tyosomes et de leur produit sécrétoire lors ‘de 1'élaboration des
organites corticaux.
Dans le type A, les vacuoles golgiennes (VG) issues de la fragmenta-
tion des saccules distaux (SD) sont & l'origine des alvéoles corti-
caux (AC).
Les saccules distaux des dictyosomes du type B élaborent des corps
& structure granulaire (CG) qui évoluent pour former les granules
corticaux (GC).

RE : réticulum endoplasmique

Ch : chorion de 1l'enveloppe ovocytaire

( iiev, MV : microvillosités de la paroi.

) j:f:/l



Fig. VI




(P1. 40, fig. c).

Ies saccules de la face distale ont un diamétre analogue & ceux
de la région moyenne. Ils contiennent un matériel de densité élevée mis en
évidence par la double coloration & 1l'acétate d'uranyle-plomb. les saccules
les plus internes semblent se détacher de 1'ensemble du dictyosome, mais
restent toutefols alignés parallélement & ce dernier (Pl. 40, fig. ¢ et
P1, 41, fig. a et b). Dans leur voisinage, on observe la présence de nombreux
saccules de petite taille, fréquemment recourbés en forme de croissant.

Leur diameétre d'environ 350 A est du méme ordre que celul des saccules
golgiens.

Des lobules de forme variable, limités par une membrane, renferment
un matériel dense & structure granulaire. Ils figurent le plus souvent sous
1'aspect d'éléments isolés dans le cytoplasme (Pl. 41, fig. b), mais, dans
certains cas, leur relation avec le complexe golglen ressort trés clairement.
La micrographie de la Planche 41, fig. a, montre un de ces lobules & struc-
ture granulaire encore relié i un saccule qui apparaft ici détaché de
l'ensemble du dictycsome. On note dans ce lobule, la présence d'une vacuole
renfermant un contenu de faible densité.

Ces corps granulaires sont entourés par les petits saccules
disséminés dans le cytoplasme et de fréquents rapports de contigulté
peuvent &tre établis entre ces deux types de formation.

la technique de mise en évidence des glycoprotéines par la
technique de RAMBOURG a permis de confirmer les données morphologiques de
la polarité du corps de Golgl. la réaction, faible au niveau des saccules
proximaux, est particuliérement nette au niveau des saccules distaux
(P1. 43, fig. a et b). Cette teneur élevée en glycoprotéines se retrouve au
niveau des lobules golglens & structure granulaire (P1. 43, fig. b). Des
critéres analogues ont été précédemment notés au niveau des granules corticaux
et 1ls soulignent l'analogle cytochimique de ces formations.

Ce premier type de dictyosome paraft donc spécialisé dans

1'élaboration des granules corticaux.

2 - Morphologie du deuxiéme type de dictyosome

Le pdle proximal de ces dictyosomes est constitué par des
saccules d'aspect tubulaire d'environ 550 K de diametre et de faible densité.

Ces saccules, parfois associés & des vésicules (Pl. 42, fig. a) peuvent
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présenter un aspect anastomosé (Pl. 40, fig. d) et semblent, dans certains
cas, s'étendre entre deux dictyosomes voisins.

A la face opposée, les saccules internes se caractérisent par de
fréquentes dilatations ; leur contenu de trés faible densité est parcouru
par un fin réseau de fibrilles.

Dans le cytoplasme sous-jacent sont disséminés différents organites
de forme variée (Pl. 42, fig. a et b) :

a - Vésicules dont la taille, sensiblement homogéne, se
situé aux environs de 600 A ;

b - Saccules d'un diamdtre d'environ 400 A et d'une longueur
variable ; ils résultent vraisemblablement d'une fragmentation des saccules
golgiens ;

¢ - Vésicules de taille hétérogéne. La structure annulaire
de certaines d'entre elles semble indiquer qu'elles pourraient s'édifier
par un processus d'enroulement des saccules ; _

d - Vacuoles d'une taille variant entre 30 et 100 mu et
d'un contenu analogue & celui des portions dilatées des saccules distaux.

Certains aspects morphologidues senblent indiquer que les organi-
tes de type b et ¢ pourralent se fusionner avec les vacuoles & contenu clair
du type d. L'examen des micrograph;es, par contre, ne permet pas de conclure
avec certitude & une participation éventuelle des vésicules de type a.

Dans les plus grandes vacuoles golgiennes (type d), la structure
du réséau fibrillaire est nettement dessinée (Pl. 42, fig. a). Ces vacuoles
semblent représenter un stade de transition entre les secrétions golgiennes
de ce 2&me type de dictyosome et les alvéoles corticaux.

\ 3 - Dictyosomes 3 caractéres intermédiaires

Certains dictyosomes présentent des caractéres intermé-
diaires par rapport sux deux types précédemment décrits. Dans leur zone
distale (Pl. 43, fig. c) des vacuoles & contenu dense et granulaire
coexistent avec d'autres vacuoles & contenu fibrillaire, d'une morphologie
analogue a celle du deuxieme type de dictyosome. _

En outre, dans cette zone, certalnes vésicules se caractérisent
par leur contenu de forte densité et leur aspect "tapissé" (coated vesicles)
(P1. 43, fig. d). L'origine et la destinée de ces formations sont difficiles
4 préciser ; toutefois, comme le montre la micrographie de la Pl, 43, fig. c,
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une relationg peut exister entre ces vésicules et les vacuoles golglemnes.

la signification de l'activité fonctionnelle de cette catégorie

particuliére de dictyosome sera envisagée dans la discussion.

IITI - DISCUSSION

A - IES FORMATIONS CORTICALES

1 - Lobules mucopolysaccharidiques et alvéoles corticaux

Chez N. pelagica et P. cultrifera, les lobules mucopoly-

saccharides sont extrémement abondants.Aucours de leur élaboration, ils
sont disséminés dans l'ensehble du cytoplasme, jusqu'a proximité de
1l'enveloppe nucléaire. A 1l'approche de la maturation, ils migrent dans la
zone corticale de cytoplasme pour former une couche dont 1l'épailsseur peut

atteindre 50 p chez P. cultrifera.

Chez N. diversicolor par contre, les alvéoles corticaux sont

peu nombreux et gagnent directement le voisinage du chorion. Cependant,
malgré ces différences, de nombreux points de comparaison résultent de
1l'examen de ces deux types de formations :

- Elles sont issues de dictyosomes présentant un aspect morpho-
logique comparable.

- lLeurs caractéres morphologiques sont identiques. Elles renfer-
ment un matériel de faible densité électronique parcouru par un réseau de
fibrilles. ,

< Lors de la fécondation, les formations alvéolaires sont expulsées
et leur matériel forme une gelée péri-ovocytaire. Elles ne constituent donc
pas de réserves cytoplasmiques.

- De m8me que dans le cas des ovocytes de N. pelagica et P. cul-

trifera, 11 semble que les alvéoles corticaux de N, diversicolor soient

constitués de mucopolysaccharides acides. Chez cette espéce, on détecte

en effet, lors de leur apparition dans la zone corticale des ovocytes, la
présence d'un matériel métachromatique alcianophile. Cepéndant 3 1'échelle
de la microscopie optique, la distinction entre les alvéoles et les granules

corticaux reste délicate.
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Ces analogies permettent de considérer que les alvéoles corticaux
des trois especes de Néréidiens étudlées peuvent €tre homologués en une
méme entité structurale.

L'existence d'alvéoles corticaux constituée par un matériel de
faible densité, parcouru par un réseau fibrillaire,semble avoir été observée
essentiellement chez les Annélides et plus particullérement chez les Néréi-
diens : N. diversicolor (PASTEELS, 1966b ; et cette étude), N. limbata
(FALLON et AUSTIN, 1967), N. japonica (TAKASHIMA, 1962).

Chez les Poissons, & la suite d'études au microscope photonique,

divers auteurs ont désigné sous ce terme des formations assez comparables,
dont le contenu, comme chez les Annélides, est expulsé lors de la fécondation
(KUSA, 1953 ; YAMAMOTO, 1962). Cependant, les études récentes, effectuées

au microscope électronique sur ce matériel, ont révélé que contrairement

aux Néréidiens, les alvéoles des ovocytes des Poissons et des Cyclostomes

ne renferment pas de réseau fibrillaire (ANDERSON, 1968b ; AFZELIUS, 1968).
D'autre part, dans le cas de 1'oeuf de lamproie, AFZELIUS considére que les
alvéoles, de par leur structure, peuvent &tre assimilés aux granules cor-

ticaux typiques.

2 - les granules corticaux

Ils représentent un élément caractéristique des ovocytes

matures de N, diversicolor. Par contre, chez N. pelagica nous n'avons observé

qu'exceptionnellement de tels organites cytoplasmiques.

L'aspect ultrastructural des granules corticaux varie considéra-
blement selon les especes animales. le plus souvent, ces organites, 1imités
par une menmbrane sont de forme sphérique ou ovoide ; leur taille varie
entre 0,4 et 0,5 p. Chez les Batraciens (HEBRARD, 1967 ; KEMP et ISTCCK,
1967 ; VAN GANSEN, 1966) leur contenu est homogéne. Il renferme une zone
centrale plus dense dans le cas des Mammifdres (BACA et ZAMBONI, 1967) et
du Mollusque Barnea candida (PASTEELS et DE HARVEN, 1962).

Chez les Echinodermes, ENDO (1961), RUNNSTROM (1966), TAKASHIMA
(1966), ANDERSON (1968a) ont décrit divers types de granules corticaux dont

certains sont caractérisés par la présence de formations lamellaires denses,
enroulées concentriquement. la complexité maximale a été signalée par
HUMPHREYS (1967 ) chez Mytilus edulls. Chez cette espece, la double fixation
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glutaraldéhyde-osmium permet la mise en évidence, autour d'une masse granu-

laire dense, de faisceaux de microtubules d'une longueur de 0,8 p. Des condi-

tions de fixation analogues n'ont jamais permis de déceler de telles structures

dans les granules'corticaux de N. diversicolor.
A la sulte des travaux de MONNE et SLAUTTERBACH (1950) sur 1'oeuf

d'Oursin, divers auteurs ont confirmé la présence fréquente d'un matériel
mucopolysaccharidique dans les granules corticaux. Ces mucopolysaccharides,
acides ou neutres selon les espéces, seralent assoclés chez les Echinoder-
mes en un complexe mucopolysaccharides acides-protéines (AFZELIUS, 1996 ;
ANDERSON, 19%68a ). Dans le cas de notre matériel, nous n'avons pu établir
avec certitude la présence de mucopolysaccharides au niveau des granules.
Par contre, la coloration par le mélange acide chromique-phosphotungstique
permet de déceler, en microscopie électronique, une teneur élevée en

glycoprotéines & leur niveau.

B - L'APPAREIL DE GOLGI

1 - R6le de 1'appareil de Golgi dans 1'élaboration des

formations corticales

A la suite des travaux de BALINSKY et DAVIS (1963) chez les
Amphibiens, divers auteurs : WARD et WARD (1968) également chez les Amphi-
biens ; BACCA (1967) chez les Mammiféres ; ANDERSON (1966, 19(:8a) et KESSEL
(1968a) chez les Echinodermes ANDERSON (1968b) chez les Poissons , ont loca-
1isé le site d'élaboration des organites corticaux au niveau du complexe
golgien. De méme dans les ovocytes de Néréidiens proches de la maturité
sexuelle, le développement considérable de 1l'appareil de Golgi paraft
corrélatif d'une activité de synthése importante.

Ia face proximale des dictyosomes est constituée par des saccules
d'aspect dilaté qui renferment un matériel de faible densité. Ces saccules
présentent parfois un aspect anastomosé analogue i celui décrit dans
d'autres cellules par KESSEL (1965 et 1968a)et par MCRRE et al. (1965). Il
est maintenant généralement admis que cette face de 1'appareil de Golgi,
désigné par BERLIN (1967) sous le terme de "forming face", Joue le r8le de
collecteur pour un matériel, élaboré dans la plupart des cas, & partir

de 1l'ergastoplasme.
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Chez les Néréidiens, les formations ergastoplasmiques sont rares,
contrairement & d'autres cellules engagées dans des synthéses actives de
mucopolysaccharides (NEUTFA et LEBLOND, 1966 ; OVTRACHT, 1967). Par contre,
la disposition du réticulum & la périphérie des dictyosomes et son aspect
aplati semble indiquer, comme le suggére¢ESSNER et NGVIKCFF (1962), la pos-
sibil1té de sa transformation progressive en saccules golgiens. Outre 1l'ap-
port de matériel contenu dans ce systéme membranaire, la participation de
ce dernier contribuerait au maintien de 1'intégrité structurale du corps
de Golgl (ESSNER et NOVIKOFF, 1962 ; GRASSE, 1957).

les saccules de la face distale présentent selon les dictyosomes
des aspects morphologiques différents. D'aprés ces critéres, on peut distin-
guer deux catégories d'appareils de Golgi, spécialisés respectivement dans
1'élaboration des alvéoles mucopolysaccharidiques et des granules corticaux
(Fig. VIII).
£, o

a) Elaboration dés alvéoles mucopolysaccharidiques ‘4;;

les saccules de la face distale de ces dictyosomes

présentent fréquemment un aspect dilaté. Ils semblent se fragmenter en des
vacuoles golgiennes d'une morphologle analogue i celle des alvéoles muco-
polysaccharidiques. A ces vacuoles semblent venir se fusionner des saccules
et des vésicules, également d'origine golgienne, qui contribueraient &
leur accrolssement. ,

Chez N. pelagica, 1l'utilisation de glucose tritié comme précur-
seur des muéopolysaccharides (DHAINAUT, 1968) a permis de préciser les
processus dé synthése de ce matériel. Les ovocytes de cette espéce, contrai-

rement a ceux de N. diversicolor ne renferment pas de glycogéne cytoplasmique

susceptible d'interférer avec le métabolisme du glucose.

Ia spécificité du glucose en tant que précurseur des mucopolysac-
charides acides se doit d'&tre discutée. Le glucose radioactif pourrait en
effet se trouver dégradé, surtout pour des temps d'incorporation de longues
durées, en des métabolites incorporés secondairement dans les lobules pro-
téiques ou lipidiques. Il semble cependant qu'un tel processus métabolique
soit limité, trés peu de grains d'argent ayant été observés au niveau de

ces organites.
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lLea monosaccharides libres sont éliminés par les processus de
fixation ; seuls persistent ceux qQuil sont incorporés dans les hydrates de
carbone complexes ou autres grosses molécules (NEUTRA et LEBLOND, 1966).
Dans les cellules & mucus de 1l'intestin, ces auteurs ont par ailleurs véri-
f1é que le marquage observé & la suite d'une injection de glucose tritié
correspondrait effectivement & une synthése de mucopolysaccharides ; la
digestion enzymatique de ces substances entraine une réduction drastique de
la radioactivité.

Dans les ovocytes de N. pelagica, 1'incorporation de glucose
tritié, "in vitro" ou "in vivo", est suivie d'une localisation initiale du
marquage au niveau des dictyosomes. Ces résultats sont comparables & ceux
obtenus dans différentes cellules sécrétrices de 1l'intestin par SCHMALBECK
et ROHR (1967) et par NEUTRA et LEBLOND (1966).

I1 apparaft selon les termes de ces dernlers auteurs, que les
"saccules du complexe golglen constituent le site ol le glucosé et les autres
monosaccharides s'associent pour former des hydrates de carbone complexes".
C'est également & ce niveau que s'effectuerait 1'association des polysaccha-
rides complexes avec les protéines (DRUZ, 1966b ; SCHMALBECK et ROHR, 1967)
ou avec les radicaux sulfates (LANE et coll., 1964).

Les résultats autoradiograﬁhiques concordent avec ceux obtenus
par les techniques cytochimiques en microscople électronique. REVEL (1964)
et BERLIN (1967) par 1l'oxyde de thorium, WETZEL et WETZEL (1966) par une
réaction de capture du fer, ont montré que 1l'apparition des mucopolysaccha-
rides s'effectue au niveau des saccules et des vacuoles golgiens. THIERY
(1967) a récemment confirmé ces résultats par la mise en évidence des grou-
pements aldéhydes 1ibérés de la chalne polysaccharidique & la suite d'une
oxydation par l'acide periodique. '

les résultats auporadiographiques, Joints aux observations morpho-
loglques permettent donc de conclure & 1'élaboration des alvéoles mucopoly-
saccharides chez les Néréidiens, par un type de dictyosome aux caractéris-
-tiques bien déterminées. '

Ces formations n'ont été pratiquement observées que

chez N. diversicolor. Les granules corticaux riches en glycoprotéines

by

semblent provenir d'un type de dictyosomes qui s'oppose & celui précédemment
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décrit par la densité élevée du contenu de ses saccules distaux. Des critéres
morphologiques analogues ont été signalés dans d'autres cellules élaborant
des glycoprotéines (GOURANTON, 1967; OVSTRACHT, 1967).

Chez N. diversicolor, la coloration par le mélange acide chromique-

phosphotungstique met en évidence la polarité nettement marquée de ce type

de dictyosome. la réaction, faible au niveau des saccules proximaux, est par

contre intense au niveau des saccules distaux et des vacuoles golglennes.

PEASE (1966), MARINUZZI (1967) et RAMBOURG (1967) ont montré,

- que dans les tissus fixés uniquement & la glutaraldéhyde et inclus dans des
résines hydrophiles, 1'acide phosphotungstique & bas pH met en évidence,
non pas les protéines basiques, mais la fraction polysaccharidique des grou-
pements glycoprotéiques. La spécificité de cette réaction a été établie par
MARINOZZI (1968) et RAMBOURG (1968) par des blocages de contrfle dis & des
réactions de suifatation et d'acétylation. Ces auteurs concluent que ce
sont vraisemblablement les groupements hydroxyles des glycoprotéines qui
sont responsables de l'affinité de ces substances pour 1l'acide phosphotung-

“stique.

Au niveau des vacuoles golgiennes, le matériel sécrétoire de ces
dictjosomes est donc caractérisé par une densité électronique élevée, une
structure granulaire et la présence de glycoprotéines. Cette analogie, i la
fois structurale et cytochimique avec les granules corticaux, permet de

considérer ces derniers comme issue de ce second type de dictyosome.

2 - Evolution fonctionnelle de l'appareil de Golgi

.

L'évolution fonctionnelle de 1'appareil de Golgli apparaft
comme un deg produits les plus remarduables de 1'ovogenése des Néréidiens.
Les transformations morphologiques subies par les dictyosomes sont résumées
dans le schéma de la figure IX.
Durant la phase active de la vitellogendse, 1'utilisation d'acides

aminés marqués & permis de préciser (Chapitre VI) la contribution de
" 1'appareil de Golgl & 1l'élaboration du vitellus. A l'approche de la matura-
tion, les processus de vitellogendse se ralentissent et 4 ce stade les
formations corticales apparaissent. Cette modification de 1l'activité secré-
toire est corrélative des transformations morphologiques de 1l'appareil de
Golgi,



- Pig. IX - Schéma récapitulatif de 1'évolution de l'appareil de Golgi
- (N._pelagica).
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Ovocyte en phase de vitellogendse protéique active (60 & 100 p).
Les saccules de la face distale des dictyosomes renferment un
matériel de densité électronique élevé. Les lobules vitellins en
formation (V) sont situés & proximité des dictyosomes et s'ac-

croissent par incorporation de vésicules golglennes.

Ovocyte en cours d'élaboration des mucopolysaccharides

(150 - 170 u). . \ | i

' la longueur des dictyosomes s'est considérablement accrue. Les

saccules de la face distale présentent un aspect dilaté., Ils se
fragmentent pour donner naissance & des vacuoles golgiennes (vg)
précurseurs des lobules de mucopolysaccharides (Mc). Quelques
petits éléments de vitellus protéique (V) poursuivent leur
croissance & partir des vésicules élaborées & l'extrémité des

saccules golgilens.

Dégénérescence de l'appareil de Golgi.
Les dictyosomes s'enroulent sur eux mémes. Ils sont entourés par

de nombreuses vésicules et des corps multivésiculaire (cmv).

Ch ¢ chorion de la parol ovocytaire

v ot villosité E

G : Golgi

FP : face proximalé des dictyosomes
“FD : face distale des dictyosomes

vg ¢ vacuole golgienne

Me : mucopolysaccharides -

V : vitellus protéique.
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Cependant, 1l'inJjection de leucine “H dans des N. pelagica, ayant
dans le coelome des ovocytes d'un diamétre d'environ 170 u (phase active
d'élaboration des mucopolysaccharides) est encore suivie d'un marquage au
niveau des dictyosomes et de certains lobules vitellins de petite taille.
L'appareil de Golgi, ainsi que DROZ (1967 a et b) 1'a mis en évidence,pour-
rait donc &tre le siége, d'une part du stockage des protéines néoformées et
d'autre part, de 1'incorporation des hexoses . A certains stades de 1l'évo-
lution ovocytaire une ségrégation des produits synthétisés pourrait s'effec-
* tuer ; elle se traduirait par des modalités différentes de transfert :
vacuoles pour les mucopolysaccharides, vésicules pour le matériel protéique
précurseur du vitellus,

L'élaboration des mucopolysaccharides ne serait donc pas corré-
lative d'un arrét total de la vitellogenese ; 1'intensité de cette derniere
semble toutefois considérablement ralentie par rapport aux stades précédents.

Dans les ovocytes de N. diversicolor, chaque catégorie d'organites

corticaux (granules et alvéoles) est issue d'un type particulier de dictyo-
somes (Fig.VIII).la présence i 1'intérieur d'une méme cellﬁle de plusieurs
dictyosomes de morphologle différente est assez rare et pose le probléme non
seulement de la spécificité fonctionnelle de ces dictyosomes, mais aussi
celui du déroulement de leur processﬁs sécrétoire. FAIN-MAUREL (1969) dans
la glande hypobranchiale des Ptéropodes décrit deux types différents de
dictyosomes 11és & la dualité des produits de sécrétion de cette glande.
Toutefois dans ce matériel, les deux catégories de dictyosomes sont locali-
s€es dans deux types cellulaires distincts. Par contre, dans la glande sali-
vaire de Sciara, PHILLIPS et SWIFT (1965) ne signalent pas de différences
morphologiques entre les cellules. Or, dans ce cas, trois catégories de
granules mucoprotéiques sont élaborées par trois types distincts de
dictyosomes.

Dans 1'ovocyte de N. diversicolor, la présence, & la périphérie

de certains dictyosomes, de deux types différents de sécrétion (Pl. 43, fig. c)
est peut-8tre 1l'indice d'une éventuelle alternance de leur spécificité
fonctionnelle. Le déroulement de ce processus reste cependant difficile &
établir. PHILLIPS et SWIFT signalent que chez Sciara, les différentes caté-
gories de lobules mucoprotéiques sont synthétisées tour & tour. Ils émettent
1l'hypothése que les variations d'activité golglenne seraient sous la dépen-

dance des potentialités du réticulum endoplasmique. Il est possible qu'un
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phénomene identique, induisant un processus sécrétoire complexe, pulsse

intervenir au cours de 1l'ovogengse de N. diversicolor.

3 - Les processus d'involution du Golgi

A l'approche de la maturité sexuelle, les figures d'enrou-
lement de 1l'appareil de Golgl semblent correspondre & une phase d'involu-
tion de cet organite. A ce stade, les syntheéses cytoplasmiques sont prati-

quement achevées. Par suite de la mise en place de la couche corticale de
'4mucopolysaccharides, les corps de Golgl sont refoulés vers 1'intérieur du
cytoplasme ; cette migration s'accompagne d'une réduction considérable de
leur taille. Des aspects similaires de la régression du corps de Golgi ont
été signalés dans les ovocytes atrésiques du rat (VASQUEZ-NIN et SOTELO,
1967) et dans les processus de la spermiogenése apres 1'édification de
1l'acrosome (BEAMS et KESSEL, 1968). Par ailleurs, dans certaines conditions ex-
périmentales, MORRE et MOLLENHAUER (1964) ont constaté que les citernes
golgiennes se fusionnent par leur extrémité et s'érigent en structures annu-
laires concentriques. Ces structures sont peut-&tre & rapprocher également

des formations pseudo-myéliniques formées & partir des dictyosomes dans
les cellules de la glande salivaire de Limnée (FAIN-MAUREL, 1969).

CONCLUSION

A l'approche de la maturité sexuelle, les ovocytes des Néréidiens
sont caractérisés par l'apparition d'alvéoles mucopolysaccharidiques et
de granules corticaux ; ces derniéres formations n'ont été observées

toutefois que dans les ovocytes de N. diversicolor.

Les alvéoles mucopolysaccharidiques sont élaborés par un type
de dictyosome dont les saccules de la face distale présentent un aspect
dilaté ; la fragmentation de ces saccules libére des vacuoles golgiennes
dont les caractéristiques morphologiques sont identiques & celles des
alvéoles mucopolysaccharidiques.

Chez N. pelagica, l'incorporation de glucose 3H,’"in vitro" et
"in vivo" est suivie d'une.localisation initiale du marquage au niveau des
dictyosomes. Il semble donc, conformément aux résultats obtenus par NEUTRA
et LEBLOND (1966), dans les cellules & mucus de l'intestin, que les saccules
de l'appareil de Golgl constituent le sidge de la synthése des hydrates de
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carbone complexes. A ce niveau, se réaliserait également le couplage de ces
substances avec les radicaux acides du type ester-sulfurique.

Dans les ovocytes matures de N, pelagica et de P. cultrifera,

les alvéoles forment une couche corticale d'une épaisseur variant entre
30 et 50 p. Lors de la fécondation, le contenu des alvéoles est expulsé &
travers le chorion et constitue alors la gelée péri-ovodytaire.

Chez N. diversicolor, l'élaboration des granules corticaux est

.assurée par un type de dictyosome, dont les saccules distaux d'aspect régu-
lier renferment un matériel dense. L'analogle cytochimique du matériel
sécrétoire de ces dictyosomes et du contenu des granules corticaux a été
établie par une technique de détection des glycoprotéines par l'acide
phosphotungstique (RAMBOURG, 1967).

Un aspect dominant de 1'évolution ovocytaire des Néréidiens est
donc représenté par 1l'évolution fonctionnelle de 1l'appareil de Golgi.
Celui-ci, engagé initialement dans la voie des synthéses protéiques du vitel-
lus subit ensuite de profonds remaniements morphologiques en rapport avec le
changerent de la nature chimique de ses prodults de sécrétion. Toutefols,
cette évolution métabolique n'est pas brutale et absolue. Chez N. pelagica,
lors de 1l'élaboration des mucopolysaccharides, 1'injection de leucine 2y
est encore suivie d'une incorporation restreinte au niveau de 1'appareil
de Golgi et de certains petits lobules vitellins.

Le rfle de l'appareil de Golgl & ce stade apparalt donec double @
incorporation des hexoses et stockage des protéines néo-formées. Cette
dualité fonctionnelle de 1'appareil de Golgl a été signalée par DROZ
(1967 a et b)\dans d'autres types cellulaires.

Chez N. diversicolor, l'existence de deux catégories d'organites

corticaux (granules et alvéoles) issus chacun d'un type particulier de
dictyosome pose en outre le ‘probléme du déterminisme de la spécialisation
métabolique de ces éléments.
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CHAPITRE VIIT

L'ENVELGPPE OVOCYTAIRE

INTRCDUCTION

ILa paroi ovocytaire des treés Jeunes ovocytes présente une structure
trés simple, ces ovocytes en effet sont limités uniquement par une membrane
plasmique lisse. Treés rapidement cette structure se transforme par sulte de
1'apparition de villosités et d'un revétement de nature glycoprotéique.

Avant d'aborder nos observations, 11 importe de définir les termes utilisés
dans cette étude de 1'enveloppe ovocytaire. Comme le signale PASTEELS (1966b),
une certalne ambiguité s'est en effet introduite dans la nomenclature se
rapportant a4 ce sujet. Le terme de "membrane vitelline" en particulier est
encore parfois utilisé abusivement pour désigner les formations exovulaires
soulevées par la réaction corticale au moment de la fécondation.

Pour suivre la terminologie proposée par PASTEELS, nous adopterons

le terme de membrane plasmique (= plasmolemme ) pour désigner 1'""unit mem-

brane" entourant le cytoplasme ovocytaire. L'appellationde chorion sera réser-
vée & la couche de glycoprotéines traversée par les villosités et reposant

sur la membrane plasmique.

e o

I - STRUCTURE DE IA PARUI DES OVOCYTES JFUNES _

Les ovogonies et les ovocytes en prophase de méiose sont

limités par une membrane plasmique simple. L'épaisseur de cette membrane se
situe aux environs de 90 A ; 1'examen & fort grossissement montre qu'elle
est formée de 3 feuillets, sa structure est donc celle d'une "unit membrane"
selon le schéma de ROBERTSON (1969). |

les cellules germinales sont séparées les unes des autres par de
minces travées cytoplasmiques d'une épaisseur d'environ 500 mp (Pl. 44, fig. a).
Ces formations plasmiques éont constituées vralsembleblement par les diverti-

cules de cellules annexes associées aux cellules germinales. Des é1éments
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similaires ont été décrits dans les ovaires d'Echinodermes (MILLONIG, 1968).
Ils pourraient représenter 1'équivalent d'un stroma ovarien.

L'association étroite entre les parois des cellules germinales et
des cellules intercalaires est illustrée par la présence fréquente de desmo-
somes (P1. 44, fig. a).

Au début de la diacinése, les cellules germinales augmentent de
volume et acquiérent une forme arrondie. Elles se dissocient progressivement
du tissu intercalaire dont les vestiges persistent sous la forme de longs
"rubans (Pl. 44, fig. b). la paroi des Jeunes ovocytes est alors caractérisée
par 1l'apparition en certaines zones de faible étendue (quelques p) d'un plis-
sement serré en doigt de gant, de la membrane plasmique. Comme le montrent
les micrographies de la planche 44, fig. ¢ et d, ces replis aboutissent a
1'édification de villosités, initlalement de forme assez massive chez N. di-
versicolor, d'aspect plus élancé dans le cas dé N. pelagica. .

Simultanément & 1l'apparition des villosités, on note entre ces
derniéres, la formation d'un chorion de falble densité. Celui-ci dans le cas

de N. diversicolor semble élaboré par la paroi latérale des villosités ;

chez N. pelagica, ce matériel est limité vers 1'extérieur par une mince
bande de densité électronique élevée:

Corrélativement & l'augmentation de la tallle des ovocytes, les
villosités s'étendent progressivement & toute la surfaée de la paroi ovocy-
taire ; cette derniére acquidr& ainsi progressivement la structure typique

que nous allons décrire maintenant.

IT - STRUCTURE DFE LA PAROI DES CVOCCYTES EN PWAEE .DE VITELLOGENESE

(Ovocyté de 30 & 140 )

A - ETUDE MURPHULOGIQUE

1 - les villosités

Elles dérivent comme nous 1'avons vu d'un repli de la
membrane plasmique. Les villosités ont un diamétre d'environ 50 my, leur lon-
gueur se situe aux alentours de 200 mp (P1. 27 ; Pl. 45, fig. a et b et
Fig. X a). Elles renferment un hyaloplasme de falble densité parcouru par
de trés minces fillaments orientés parallélement i leur grand axe.
Dans les ovocytes d'un diamétre inférieur 4 170 p, le contenu

des villosités différe profondément de celuil du cytoplasme cortical, en
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particulier par l'absence de ribosomes. Cette différence structurale n'est
cependant pas liée & 1'existence de cloisons & la base des villosités.

L'extrémité distale des villosités présente un aspect légerement
renflé. A ce niveau,la densité du hyaloplasme est plus élevée que dans le
reste de la villosité. On note fréquemment la présence d'un matériel dense
accolé au feuillet interne de la membrane plasmique (Pl. .45, fig. a). De
1'autre cdté de la membrane, le feuillet externe est recouvert par un maté-
riel assez diffus, orienté radiairement par rapport & ce dernier (Pl. 45,
fig. a et b).

2 - Le chorion
Son épaisseur se situe aux environs de 200 mu. Il est
constitué d'un matériel assez homogéne réparti en 2 couches concentriques :
une couche internc de faible densité, accolée & la membrane plasmique, et
une couche externe d'aspect légérement granuleux, de densité pius élevée.
Cette derniére est limitée vers l'extérieur par une trés mince bande de
densité électronique élevée (Pl. 45, fig; L et P1. 56, fig. a).

3 - les invaginations de la membrane plasmique

Elles sont de deux sortes. Les premiéres forment des
vésicules d'aspect arrondi (Pl. 45, fig. a et fig. d). la membrane qui les
entoure est recouverte du c8té du cytoplasme par un feutrage de courtes
fibrilles ("coated vesicles" des auteurs anglo-saxons) ; leur centre apparaft
dense aux électrons et finement grenu. Ces formations constituent des vési-
cules de pinocytose. Leur présence est constante & ce stade de 1'ovogenése,
mais leur nombre, comme nous 1'avons signalé lors de 1'étude de la vitello-
gendse est peu élevé.

Le deuxiéme type d'invagination est constitué par des replis
profonds de la membrane plasmique & 1'intérieur cu cytoplasme (Pl. 45, fig. e).
Ce type de formation , beaucoup plus rare encore que le précédent " se
caractérise par 1l'absence du revétement des membranes. Ces replis semblent
illustrer une cdntinuité entre la membrane plasmiques et le réticulum endo-
plasmique. (n note & ce niveau une modification de structure de la membrane
du plasmolemme qui, dans sa partie invaginée,acquiert une épaisseur analogue

4 celle de la membrane du réticulum.
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B - ETUDE CYTCCHIMIQUE

1 - En microscopie optique, 1l'enveloppe ovocytaire appa-

raft colorée fortement par le PAS (persistance aprés action de 1'amylase
salivaire) et plus faiblement par le bleu Alcian. Elle présente d'autre part
wne métachromasie élevée aprés colcration par le bleu de toluidine. ‘

2 - Au microscope électronique, 1'enveloppe ovocytaire

se colore trés fortement par l'acide phosphotungstique & faible pH (RAMBOURG,
1967) (P1l. 43, fig. a). Dans les ovocytes jeunes, la coloration est plus
‘intense au niveau de la couche externe du chorion que dans la zone interne.
Les réactions permettent donec de conclure i la présence de composés
polysaccharidiques, vraisemblablement représentés par des glycoprotéines,.au

niveau de l'enveloppe ovocytaire.

- Détection d'activité enzymatique

Les ovocytes de N. pelagica ont été incubés & 37° C
pendant 60 minutes dans le mélange de WACHSTEIN et MEISEL (1957) contenant
de 1'adénosine triphosphate (ATP) comme substrat. Des incubations de contrBle
ont été effectudes dans le méme milieu dépourvu de substrat. La présence de
précipités de phosphate de plomb,indice d'une activité ATP asique,.a.été
notée au niveau de 1'enveloppe ovocytéire (P1, 45, fig. c¢). Elle est locali-

sée essentiellement & la base du chorion, au niveau de ia membrane plasmique.

ITI - MODIFICATIGNS D LA S8TFUCTURE DE LA PARCUI AU COURS DE IA MATURATION
DE L'OVCCYTE

Lorsque les ovocytes des espéces €tudiées ont atteint un
\
diamétre d'environ 170 p, l'enveloppe ovocytaire est 1l'objet de profonds

remaniements morphologiques tant au niveau du chorion que des villosités.

1 - Le chorion
4 Son épaisseur augmente considérablement ; eile atteint
500 mp, soit environ 2 fois et demie celle d'un ovocyte de 60 p;
L'examen de sections tangentielles du chorion montre que celui-ci
présente maintenant une structure alvéolaire (P1l. 46, fig. b et Fig. X b').
Dans cette disposition en nid d'abeille, le centre de chaque logette est
occupé par une villosité, Ia paroi des alvéoles est formée de fines fibrilles
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Fig. x -

Schéma de 1'évolution du chorion et des villosités au cours de la

croissance ovocytaire (N. pelagica).

a - Structure de l'enveloppe ovocytaire des ovocytes de 40 & 170 p.
Ch : chorion ; v ¢ villosité ; mp : membrane plasmique.

' : section tangentielle).

(a
b - Ovocyte de 170 & 200 p.
les villosités augmentent de taille et sont envahies par le
. \
cytoplasme cort;cal riche en ribosomes. Dans le chorion l'appa-
rition de cloisons fibrillaires denses condult & une structure

alvéolaire, bilen visible en section tangentielle (b').

¢ - Ovocytes submatures. Les ribosomes sont refoulés progressivement
vers la base des villosités qui acquiérent un aspect trés cir-
convolué.

(¢! : section tangentielle).

"d -.Ovocytes matures. Seules-persistenﬁ~unucertain nombre de villo-

(S

\\'

sités qui sont caractérisées par un contenu de densité élevée,
parcouru par un réseau d'épaisses fibrilles.
(@' : section tangentielle de plusieurs logettes du chorion).

N,B. - Toutes les figures sont représcntées i la méme échelle, seule
la £L5ure d' a été réduite pour montrer le nombre peu élevé des

villosites persistant lors de la maturation.
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enroulées concentriquement. En coupe transversale, la section des parois
alvéolaires forme des sortes de cloisons disposées perpendiculairement i la
membrane plasmique (Pl. 39, fig. a et Pl1. 46, fig. a). Vers 1l'extérieur, le
chorion est limité par une mince zone de densité €lectronique élevée., Au

déla de cette limite, on observe chez N. diversicolor la présence de fins

tubules d'un diamétre d'environ 50 5, groupés en des faisceaux situés dans
le prolongement de la paroi des alvéoles (Pl. 46, fig. a).

Chez N. pelagica, les alvéoles ne s'étendent pas jusqu'a la bordure
‘dense du chorion. Ils restent séparés de cette derniére, par une zone de
structure homogéne d'une épaisseur d'environ 100 p (PL1. 56, fig. b et
Fig. X b).

2 - les villosités

Lors de l'apparition de la structure alvéolaire du
chorion, les villosités présentent un aspect trés allongé, assez gréle. Leur
longueur se situe aux environs de 700 my, leur diamétre étant de 1'ordre

de 60 mp. Chez N. diversicolor, l'extrémité distale des villosités présente

une forme bilobée. A ce niveau, le feuillet externe de la membrane est entou-
ré par un lacis de filaments venant se rattacher aux fins tubules de la zone
externe du chorion (Pl. 46, fig. a).

Cette structure évolue rapidement. Les villosités s'élargissent
(leur diamétre atteint environ 160 mp) et leurs parois acquiérent un aspect
plissé. Le contenu des villosités devient alors identique & celui du cyto-
plasme cortical ; on y décele la présence de ribosomes (Pl. 46, fig. b et

Fig. X b et b') et, dans le cas de N. diversicolor, celle de particules

de glycogéne.‘la mise en évidence des forxations de glycogéne est particu-
liérement nette aprés la technique de coloration par la thiocarbohydrazide -
protéinate d'argent (Pl. 46,.fig. d) (THIERY, 1967). L'emploi de cette
technique permet de constater que le glycogéne n'apparaft pas simultanément
dans toutes les villosités. Il semble donc que la transformation morpholo—
gique des villosités résulte de leur envéhissement progressif par le maté-
riel cytoplasmique cortical.

Chez N. pelagica, & 1'approche de 1'épitoquie, de nouveaux rema-
niements surviennent : les ribosomes sont progressivement refoulés vers la

base des villosités par suite du développement d'un réseau fibrillaire qui
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s'étend progressivement depuils le pdle apical Jusque dans la zone basale des
villosités. Ces derniéres acquiérent alors un tracé treés sinueux ; leur dia-
métre trés régulier se situe aux alentours de 70 mp (Fig. X c et Pl. 46,
fig. e).

Dans les ovocytes matures de N, diversicolor, les villosités se

raccourcissent et leur extrémité distale ne dépasse plus la zone externe du
chorion. Ces villosités, d'une épaisseur de 0,15 p ont un‘contenu trés den-
sément fibreux, disposé en un réseau orienté dans le sens radiaire. Elles
se prolongent par une racine longue et assez tortueuse qui s'insinue entre
les alvéoles corticaux (cf. les descriptions de PASTEELS, 1966p).

Chez N. pelagica, les villosités d'une structure analogue & celle

de N. diversicolor présentent par contre un développement beaucoup plus con-

sidérable, leur longueur atteignant 500 & 600 mp. On observe fréquemment
dans 1'élargissement de leur extrémité distale un réseau de petites vacuoles
(P1. 46, fig. f).

Dans les ovocytes matures de N. pelagica et de N. diversicolor,

ce remaniement ultime n'affecte qu'un nombre restreint de villosités ; la
ma jeure partie de celles-cl dégéndrent & ce stade. En section tangentielle,
1'examen des alvéoles du chorion révéle qu'une logette seulement sur 4 ou 5

renferme une villosité mature (Fig. X -d').

IV - IES REMANIE/ENTS Di LA PAROI OVICYTATRE ILRS DE LA FECONDATION

Nous ne décrirons que briévement les modifications de la
régilon corticale i ce stade ; celles-ci, contrairement 3 l'évolution anté-
rieure de 1'enveloppe ovocytaire, ayant fait 1'objet de nombreux travaux
chez les Néréidiens (TAKASHIMA, 1962 ; PASTEELS, 1966b ; FALLON et AUSTIN,
1967).

Chez N. diversicolor, les alvéoles corticaux éclatent et déversent

leur contenu dans un espace péri-vitellin renfermant de nombreux débris
émanant des cloisons interalvéolaires et de la membrane plésmique (PASTEELS,
1966). Les micrographies de la planche 47, fig. a et b illustrent chez

N. pelagica ce stade de la formation de l'espace péri-vitellin. Le matérigl
contenu dans ce dernler est extrudé le long des villosités ; il s'épanche &
la périphérie du chorion pour former la gelée péri-ovocytaire (FALLON et
AUSTIN, 1967). Les villosités s'épanouissent en des prolongements filiformes
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qui traversent le chorion et s'étendent dans toute 1'épaisseur de cette gelée.

Chez N. pelagica, quelques heures aprés la fécondation, les villo-
sités régressent tandis que le chorion persiste. Il garde sa structure alvéo-
laire, mais le centre des logettes est vide (Pl. 47, fig. d). Lors des pre-
miéres divisions de segmentation, le chorion reste accolé 4 la membrane plas-
mique des blastoméres, 1l constitue ainsi la paroil initiale de la Jjeune larve
(P1. 47, fig. c).

V - DISCUSSICN

1 - Etude comparative de la structure de 1l'enveloppe

ovocytaire

la structure de l'enveloppe des ovocytes immatures est
identique dans toutes les espéces de Néréidiens examinées : N. Japonica
(TAKASHIMA, 1962), N. diversicolor (BOILLY, 1964 ; PASTEELS, 1966b), N. lim-
bata (FALLON et AUSTIN, 1967), N. pelagica et P. cultrifera (cette étude).
Par contre, & l'exception des observations de BCILLY (1964) sﬁr N. diversi-

color, nous n'avons trouvé aucune donnée concernant l'évolution structurale
de l'eﬁveloppe ovocytaire des Néréidiens & l'approche de la maturation
sexuelle ; les auteurs ciltés précédemment ayant centré leurs observations
sur les processus de fécondation.

Une structure comparable & celle des Néréidiens a également été
observée chez d'autres Annélides : Sabellaria alveolata (PASTEELS, 1965a ;
FRANKLIN, 1966), Syllis amica (DHAINAUT, inédit), Golfingia ikedai (SAWADA
et al., 1968) ; de méme que dans des ovocytes de Mollusques : Barnea candida
(PASTEELS et DE HARVEN, 1962) ; Spisula sollidissima (REBHUM, 1962) ;
Mytilus sdulis (HUMPHREYS, 1962).

Ia paroi des ovocytes de Néréidiens est constituée par un chorion

~

glycoprotéique traversé par des villosités dues & des replis de la membrane
plasmique. Nous allons envisager maintenant le role respectif de ces consti-

tuants de la paroi.

2 - Le chorion

Ie chorion des Néréidiens est constitué de deux cou-
ches concentriques de densité différente, la couche externe étant la plus

dense. Cette dualité de structure semble fréquente ; outre les Invertébrés
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précédemment cités, elle a également été décrite dans des ovocytes de Verté-
brés : Lamproie (BUSSON-MABILLOT, 1967), Téléostéens (ULRICH, 1969). Par
contre la structure alvéolaire du chorion, caractéristique des ovocytes pro-
ches de la maturité, semble assez exceptiornelle et n'a guére été observée &
notre connaissance que chez les Néréidiens.

le chorion des ovocytes d'Annélides est comparable, dans une cer-
taine mesure, & la zone pellucide entourant les ovocytes de Vertébrés :
Téléostéens, Amphibiens, Mammiferes (voir revue bibliographique dans
NYRREVANG, 1968). Toutefols, la structure de la zone pellucide est parfois,
comme chez les Téléostéens, extrémement complexe (ULRICH, 1969) ; d'autre
part, contrairement au cas des Néréidiens, la zone pellucide serait élaborée
4 la fols par les ovocytes et les cellules folliculeuses (NZRREVANG, 1968).

Le chorion est riche en composés polysaccharidiques et en glyco-
protéines. Il forme un revétement cellulaire appliqué étroitement contre la
membrane plasmique. Ce matériel représente vraisemblablement de part sa situa-
tion et sa nature chimique un "glycocalyx" selon la définition de BENNETT
(1963). De méme, le matériel filamenteux fecouvrant les villosités a leur
extrémipé distale est comparable au "cell coat" (alias glycocalyx) décrit
par ITO et REVEL (1965) & la surface des villosités intestinales.

Si la nature chimique du glyéocalyx est relativement bilen connue,
de méme que ses différents aspects morphologiques (BENNETT, 1969) son rdle
par contre demeure assez mal défini.

Chez les Amibes, BRANDT et PAPPAS (1960) considérent que le revéte-
ment polysaccharidique épals qui entoure ces cellules ("extraneous coat")
Joue un rdle actif dans les processus d'absorption en concentrant le matériel
exogéne a la surface de l'organisme., L'utilisation "in vivo" de traceurs,
tel le thorothrast, montre l'absorption de ces derniers au niveau de la
couche muqueuse péri-cellulaire.

Par contre, chez les Annélides, & la suite d'une injection intra-
coelomique de thorothrast, nous n'avons pas observé la pénétration de cette
substance & 1'intérieur du chorion.

REVEL et ITO (1965) ont signalé un comportement analogue du "cell
coat" des villosités intestinales. Pour ces auteurs, "le rdle joué par le
revétement de la surface des villosités reste obscur ; il n'existe pas d'in-

dication nette permettant de comparer sa fonction 4 celle de la couche externe
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des amibes". Pour BENNETT (1969), les structures poreuses du glycocalyx
Joueraient essentiellement un r8le de filtre, elles pourralent également
retenir au voisinage de la membrane cellulaire certains prodults solubles

comme les enzymes.

3 -~ Les villosités

Les villosités représentent, d'une fagon générale, une
structure caractéristique de la surface ovocytaire. Elles sont particuliere-
ment développées dans le cas d'ovocytes entourés par une zone pellucide
épaisse (Poissons et Mammiféres). Les villosités permettent un accroissement
considérable de la surface de contact entre les cellules et le milieu externe.
A leur niveau,s'effectuent trés probablement chez les Néréidiens des échanges
entre l'ovocyte et le liquide coelomique. Dans cette hypothése, comme le note
BOILLY (1967) dans son étude des microvillosités de la cuticule de Syllis
amica, les plages hyaloplasmiques denses accolées au feuillet membranaire
interne de 1'extrémité distale des villosités pourraient représenter un dépdt
temporaire de substances transférées vers la cellule. Cependant si la présence
de villosités caractérise fréquemment les cellules spécialisées dans les
processus d'absorption, ces formations sont également observées au niveau
d'organes ne présentant pas de telles fonctions : canalicules sécrétoires
des cellules de l'estomac (ITO et WINCHESTER, 1963) ; cellules sensorielles
(DE RUBERTIS et IASANSKY, 1958). D'autre part, méme dans les cellules dont
la fonction absorbante est démontrée, telles les cellules intestinales, le
rdle des villosités dans cette fonction demeure peu connu. L'absorption des
protéines semble s'effectuer en majeure partie par 1'intermédiaire des vési-
cules de micropinocytose (ANDERSON, 1964 ; ROTH et PORTER, 1964 ; STAY, 1965).
les villosités seraient plutdt orientées,selon CARDELL et al. (1967), dans
1l'absorption, par diffusion sélective, des monoglycerides et acides gras
des micelles. Ce rfle dans l'assimilation des lipides a été confirmé récem-
ment en autoradiographie & haute résolution par CARLIER et al. (1969) au
niveau de 1l'intestin du rat. Toutefols, les travaux expérimentaux précédents
n'éclairent encore qu'imparfaitement nos connaissances sur le rdle des
villosités. Le mécanisme fonctionnel de ces derniéres restant & 1'heure

actuelle un des problémes majeurs de la biologie cellulaire.
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CONCLUSION

L'enveloppe ovocytaire des Néréidiens est constituée d'un chorion
de nature glycoprotéique traversé par des villosités formées par un repli de
la membrane plasmigue.

A l'approche de la maturité sexuelle,le chorionAacquiert une struc-
ture alvéolaire. Dans une premiére phase, les villosités dont la taille s'est
accrue considérablement se trouvent envahles par le cytoplasme cortical ;
ieur contenu présente un aspect analogue a ce dernier. Celuil-ci est ensulte
refoulé par suite du développement d'un réseau de filaments s'étendant depuis
le pSle apical des villosités. Aprés la fécondation, le chorion persiste
dépourvu de villosités. Il constitue alors la paroi des premiers blastoméres.

Le chorion, de par sa nature chimique, peut étre assimilé 3 un
glycocalyx., Il n'a pas été possible, par l'utilisation de traceurs, de
visuallser le passage de substances i travers cette formation. Peut-8tre
selon l'hypothése de BENNETT (1969), le chorion pourrait-il Jouer un rdle de
filtre vis 4 vis des substances du liquide coelomique.

Les modifications morphologiques subies par les villosités semblent
indiquer le r8le important de ces formations dans les processus d'absorp-
tion. Cependant, le mécanisme exact de ce processus reste obscur ; sa comple-
x1ité rejoint le probléme treés général des phénoménes d'absorption au niveau
des membranes.

La mise en évidence d'ATPase au niveau des membranes constitue
un indice de 1'activité énergétique de ces derniéres (NOGVIKUFF et al., 1962 ;
MARCHESI et PALADE, 19(7). Dans le cas de 1'enveloppe ovocytaire, cette
activité est v}aisemblablement en relation avec les transports actifs

N

1 ’
s 'opérant a ce niveau.
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CHAPITRE IX

LES ELECCYTES. RAPPORTS ELEOCYTES-OVOCYTES

INTRODUCTION

Chez les Néréidiens, les ovocytes qui évoluent librement dans le
coelome sont entourds par de nombreuses cellules, constituées en majeure
partie par les éléocytes, Ce terme d'éléocyte a été proposé par ROMIEU en
1923 en remplacement de celui de cellules adipo-sphéruleuses utilisé par
KOLLMANN (1908),

Dés 1868, CLAPAREDE signale 1'existence de cellules éoelomiques
caractérisées par 1l'abondance de leurs inclusions lipidiques. Il désigne
1'ensemble de ces cellules sous 1'appellation de "tissu connectif adipo-
sexuel", présumant ainsi une relation étroite entre ces cellules et les
gonocytés. A sa suite KUKENTHAL (1885) considére que ce parenchyme liche est
vraisemblablement en relation avec le développement des cellules germinales
femelles, en particulier avec 1l'élaboration du vitellus. Mc INTOSH (1907)
parle également d'un "ovigerous tissue". Cette conception du rfle des éléo-
cytes a été reprise par toute une série d'auteurs dont les examens effectués
en microscople photonique (voir bibliographie de ces travaux dans ROMIEU, 1923)
établissent la raréfaction des substances de réserves de ces cellules &
1'approche de lg maturité sexuelle, et la dégénérescence, & ce stade, d'un
nombre important d'entre elles. ROMIEU (1923) conclut & ce sujet : "Il est
inutile d'insister sur le rSle nutritif de ces cellules,.. Les éléocytes
font 1'office d'un tissu adipéux transitoire dont les réserves sont utilisées
pour la métamorphose ou pour 1'édification du vitellus", '

Ce probléme de la relation éléocytes-ovocytes méritait d'étre
repris & 1l'échelle de la microscopie électronique. Nous envisagerons succes-
Sivement la structure et l'activité physiclogique de ces cellules, leur
évolution & 1'approche de la maturité sexuelle et enfin les modalités d'un

échange éventuel de matériel entre les é1éocytes et les ovocytes,
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I - STRUCTURE ET ACTIVITE PHYSIOLOGIQUE DES ELEQOCYTES DES INDIVIDUS ATCQUES

Les éléocytes, contrairement aux cellules germinales, ont fait
1'objet d'études fort nombreuses en microscopie optique. Nous restreindrons
donc notre exposé aux données les plus marquantes apportées par la microsco-

pie électronique.

A ~ ZOMNE DE FURMATION DES EIEUCYTES

Chez les Annélides (Polychétes et Oligochétes), les vaisseaux
sanguins ne sont pas délimités par un endothélium (HAMA, 1960 ; VAN GANSEN,
1962), mais par un repli de 1'épithélium coelomique. La paroi du réseau
vasculaire comporte de l'intérieur vers la périphérie : des fibres colla-
génes, des faisceaux de trés fins filaments, les membranes basales des cel-
lules périvasculaires (Pl. 48, fig. b et c¢) (DHAINAUT-COURTOIS, 1966). Les
cellules périvasculaires appartenant & 1'épithélium péritonéal renferment
fréquemment des myofibrilles et VAN GANSEN (1962 ) désigne leur assemblage
sous le terme de myomésenthélium.

Les éléocytes en formation sont intercalés entre les cellules
périvasculaires du myomésenthélium. Leur lame basale repose directement
sur la couche de filaments limitant 1l'espace vasculaire ; elle présente sou-
vent des invaginations lobulées formées par une hernie des fibres collagénes
et fibrillaires (P1. 48, fig. b).

Les éléocytes en croissance sont disposés perpendiculairement & la
paroi du vaisseau sanguin. D'abord de forme assez massive, 1ls s'allongent
progressivemenﬁ par suite d'une pédiculisation de leur zone basale (P1. 48,
fig. a). Cet aépect morphologique availt été bien observé en microscopie
photonique par DEHORNE et DEFRETIN (1933). Le cytoplasme des éléocytes en
formation est caractérisé par'la présence de nonbreuses citernes ergastoplas-
miques de forme arrondie et de petite tallle (environ 0,2 p) dont 1'aspect
rappelle celui des microsomes (P1, 48, fig. a, b et ¢). Des formations de
Siycogéne, représentées par des granulations de typelgéapparaissent dissé-
minées entre les citernes ergastoplasmiques. Elles s'assemblent secondaire-
ment en particules Oﬁ(rosettgs) en méme temps que se différencient de petits
lobules lipidiques. On note également 1'apparition d'une vacuole de grande

taille qui renferme des granulations opaques aux €lectrons (Pl. 48, fig. a).
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A ce stade, 1'éléocyte se détache de la parol du valsseau et

évolue librement dans le coelome.

B - STRUCTURE DES EILOCYTES LIBRES

Dans ces éléocytes, on assiste A une régression considérable
du développement de 1'ergastoplasme. Celui-ci ne persiste.que sous la forme
de citernes allongées, associéeé entre elles, rarement & plus de 2 ou 3. Ces
citernes, parfois situées dans la zone corticale du cytoplasme, sont obser-
Qées le plus souvent dans la zone périnucléaire. Le noyau renferme un
nucléole de petite taille ; la chromatine est individualisée sous forme
d'amas trés denses (Pl. 49, fig. a). Les mitochondries, peu nombreuses, sont
situées en majeure partie, de méme que 1l'appareil de Golgil, a proximité du
noyau (Pl. 49, fig. b).

Les é1éocytes libres se caractérisent par 1l'abondance de leurs
substances de réserves. Ces derniéres sont constitudes & la fois par de
nombreux lobules lipidiques d'une tatille d'environ 1,8 p et de tres nom-
breuses rosettes de glycogéne. Les lipides et le glycogéne sont assemblés
en des plages de grande taille d'environ 6 & 8 p (Pl, 49, fig. a et b). Dans
les vers ayant jeliné pendant 25 & 30 Jjours, 1'importance des réserves glyco-
géniques décroft considérablement, par contre la régression des lobules
lipidiques est beaucoup moins spectaculaire.

Chaque éléocyte renferme une vacuole de grande taille & contour
extrémement irréguliér . La contenu vacuolaire, d'aspect trés polymorphe,
est d'une densité électronique extrémement élevée. Parfois disséminé en des
amas de contour irrégulier (Pl. 49, fig. b), il apparalt le plus souvent
constitué par &es granulations sensiblement sphériques, d'une taille variant
entre 1 et 20 p.

En microscopie photonique, ce matériel montre une réaction posi-
tive au test de la murexide ; ses caractéres de solubilité aux alcalis et
aux acides (LISON, 1960) conduisent & le considérer comme de nature purique.

' La présence de ces inclusions cellulaires n'avait pas échappé &
1l'attention des anciens auteurs, en particulier de DEHORNE (1930) et de
ROMIEU (1923). Ce dernier les considére comme des sels d'urate de sodium
bouvant présenter des formes cristallines variées. Au microscope électronique,

Ce matériel revét toujours une forme amorphe ; l'aspect cristallin observé
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par RUMIEU pourrait €tre un artéfact dii aux fixateurs histologiques.

C - LES PROCESSUS D'uilDUCYTUSE

1 - Morpholosie

Ia zone marginale du cytoplasme renferme différents
types de vacuoles et de vésicules de morphologie variée (Pl. 50, fig. a).
Les plus grandes de ces vacuoles d'un dlametre d'environ 1,5 & 2 U sont sou-
vent vides, mais elles renferment parfois un matériel de structure fibril-
laire ou amorphe. Elles sont entourées par des vésicules arrondies d'une
taille variant entre U, 1 et O,4 p. On note enfin la présence de nombreuses

vésicules cupuliformes caractérisées par leur densité électronique élevée.

2 - Injection de thorothrast

Le r8le de ce systéme vacuolaire dans les processus
d'erdocytose a pu &tre démontré par 1l'emploi de 1'oxyde de thorium (thoro-
thrast ©) utilisé comme traceur.

Dans ce but, une série de N. pelagica a regu une injection de
10 pl de thorothrast dilué au 1/40 dans 1l'eau de mer. Les fixations ont été
effectuées aprés 1-12 et 24 heures d'évolution.

- 1 heure : La capture des particules de thorothrast s'effectue
au niveau d'invaginations de la membrane plasmique caractérisées par. le
revétement finement fibrillaire de leur paroi (Pl., 50, fig. b et c). Ces
vésicules de pinocytose viennent ensuilte déverser leur contenu dans les
vacuoles de plus grande taille qui se présentent ainsi comme 1l'équivalent
de vacuoles diéestives.

- 12 heures aprés l'injection du traceur, le milieu coelomique
paraft épuré en quasi-totalité (Pl. 50, fig. e). Les vésicules de pinocytose
en formation sont vides, par contre les vacuoles digestives ont un aspect
distendu par suite de l'accumulation du thorothrast & leur niveau. La pré-
sence de particules de traceur n'a pas été chservée dans les vésicules
cupuliformes, ni & 1l'intérieur de la grande vacuole & inclusion purique,

méme 24 heures aprés 1l'injection.

=
"Thorothrast" Testagar and C°, Détroit, Michigan.
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3 - Détection enzymatique

L'intervention des processus enzymatiques au cours
des processus d'endocytose est bien connue (voir CARASSO et coll., 1964 ;
HOURDRY, 1968). Nous avons procédé a la détection des phosphatases acides
par incubation des cellules coelomiques dans le milieu de Gomorl renfermant
du /) glycelrophosphate de sodium comme substrat.

Dans les éléocytes, une activité enzymatique est mise en évidence
au niveau des vacuoles digestives de m€me que dans les petites vacuoles
arrondies de la zone corticale du cytoplasme (Pl. 50, fig. d et f). Des
précipités de phosphate de plomb ont également été observés au niveau des

vésicules de pinocytose (Pl1. 50, fig. f).

D - LES GRANuI#£S PROTEIQUES Du CYTOPLASME

1 - Morphologie

les éléocytes de N. diversicolor et de P. cultrifera

sont caractérisés par 1l'existence de granules d'une taille importante attei-
gnant environ 2 p. Ces éléments disparaissent dans les éléocytes des vers
inanitiés pendant 20 a 25 jours ; ils sont toujours trés rares dans ceux
des N. pelagica atoques. -

Ces granulations de nature protéique comme en témoignent les
réactions histochimiques (Millon, bleu de bromophénol, vert solide) avaient
fait 1'objet d'observations attentives de la part des anciens auteurs.
ROMIEU (1923) mentionne & Juste titre leur abondance dans les éléocytes de

N. diversicolor ; il signale leur coloration "in vivo" par le bleu de
crésyl brillant et les désigne sous le terme de granulations oxyphiles.
PRENANT, dés 1922, détecte la présence de fer & leur niveau.

En microscopie électronique, ces granules apparalssent 1imités
par une membrane d'aspect sinueux. Ils renferment de nombreuses particgles
fréquemment groupées en une structure para-cristalline (Pl. 5, fig. a et b).
L'examen & fort grossissement montre que certaines d'entre elles se pré-
sentent de face sous l'aspect d'un hexagone d'une taille d'environ 200 K,
dont le centre est occupé par une zone de plus faible densité (P1l. 51,
fig. d). Vues de profil, ces particules ont une forme ressemblant & la
lettre X (P1. 51, fig. c). Cet aspect correspond & celui des molécules
d'hémoglobine décrites par RUCHE et coll. (1960) et par BRETON-GOURIUS (1963)
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dans le sang de divers;Annélides (Arenicola marina et N. diversicolor).

2 - Mode de formation

Chez 1'Arénicole, BRETON-GORIUS (1963) a montré 1le
r8le important joué par 1l'appareil de Golgl dans 1l'élaboration des vacuoles

4 hémoglobine des cellules chloragogénes. De méme chez N. diversicolor,

nous avons constaté une activité séerétoire considérable au niveau des
dictyosomes lors de l'apparition des granules protéiques. Dans les éléocytes
jeunes, toute la région golgienne est occupée par des lobules d'un contenu
homogéne de densité€ moyernne (Pl. 52, fig. a). Dans les éléocytes libres,
1l'extrémité des saccules golgiens semble élaborer, selon les dictyosomes

ou leur stade d'évolution fonctionnelle, deux types distincts de formations:
des vésicules arrondies de densité moyenne et des granules renfermant un
matériel trés dense parcouru par un réseau d'épais filaments disposés en
croisillon (Pl. 52, fig. b). Ces deux types de formation semblent venir

se fusionner dans les granules en croissaggg?cgegésgsade par un contour
extrémement lobulé (Pl1. 52, fig. b). Au cours de leur maturation, les gra-
nules acquidrent progressivement une forme arrondie ; l'aspect typique des
particules d'hémoglobine n'est observé-que lorsque les lobules ont atteint
une taille d'environ 1,5 u.

En autoradiographie & haute résolution, 1'incorporation de
leucine ~H (L(—)-leucine M 200 mCi/mM) se tradult, 6 heurcs aprés 1'in-
Jection, par un marquage abondant localisé en majeure partie au niveau des
saccules golgiens et des grains de sécrétion proches de ces derniers
(P1. 52, fig. @). Aprds 24 3 48 heures d'incorporation, les grains d'argent

sont situés en quasi-totalité au niveau des granules protéiques.

E - DTSCUSSION

Deux points de l'activité physiologique des éléocytes
retiendront particuliérement notre attention : les processus de phagocytose

d'une part, 1'élaboration des granules & hémoglobine d'autre part.



- 121 -

1 - Activité phazocytaire

L'activité phagocytaire des éléocytes de Néréidiens
est connue depuls les travaux de ROMIEU (1923). Celui-ci, & la sulte d'une

injection de carmin dans le coelome de P. cultrifera et de N. diversicolor,

observe la localisation de ce produit dans les éléocytes.

Au microscope électronique, nous avons constaté que les particules
de thorothrast sont capfées par des vésicules de pinocytose, puls transférées
Qans les vacuoles digestives de grande taillé. Ce processus est tout a fait
comparable & celui observé aprés utilisation de traceurs dans les cellules
néphridiennes de N. diversicolor (DELBOUS, 1969) et de Sabella pavonina
(KOECKLIN, 1969).

L'origine et le rfle des vésicules cupuliformes de densité élevée

n'ont pu cependant &tre élucidés. Des formations similaires ont été décrites
par FAVARD et CARASSU (1964) chez les Ciliés Péritriches et par SUTTON et
WEISS (1966) dans des macrophages. Pour FAVARD et CARASSO, ces organites
résultent d'une évolution des vésicules de pinocytose issues des vacuoles
digestives. Elles sont rejetées dans cette méme vacuole au terme de leur
évolution. Pour SUTTON et WEISS, les cupules de nature lysosomiale vien-
draient éclater & la surface des macrophages ; leur présence conférerait
des propriétés lytiques & cette membrane.

I1 est & noter que dans ces deux expériences, ces formations
paraissent lides & un rejet de substances, mals morphologiquement, la dis-
tinction entre les processus d'endocytose et d'exocytose s'avére tres déli-
cate. Si les vésicules cupuliformes ont pour origine les grandes vacuoles
digestives, l'absence de thorothrast dans leur contenu peut s'expliquer soit
par un temps d';xpérimentation tror court, soit par un blocage de leur
processus de formation ; FAVARD et CARASSO ont en effet constaté que la
présence d'un ingestat compact (thorothrast) dans les vacuoles digestives
perturbe et inhlbe les processus de pinocytose,

Nous n'avons jamais pu établir avec certitude, d'autre part, le
rejet de vésicules de quelque type que ce soit dans les grandes vacuoles
& inclusions puriques. Le mécanisme fonctionnel de 1'édification de ces

Substances reste obscur.
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2 - Les pranules cytoplasmiques

L'existence de vacuoles renfermant des pigments respi-
ratoires a été constatée dans les cellules coelomiques de plusieurs especes
de Polychétes (Arenicolidae, BRETUN-GORIUS, 1963 ; Serpulidae, POTSWALD,
1969 ; Amphitritidae, DALES, 1964 ; Nereidae). La présence de ces substances

pose plusieurs problémes en particulier en ce qui concerne leur origine et
leur signification physiclogique.

Dans les cellules périvasculaires, 1l'appareil de Golgl semble €tre
impliqué dans 1'élaboration des pigments respiratoires. BRETUN-GORIUS cons-
tate l'apparition des molécules d'hémoglobine dans les dilatations terminales
des saccules golgiens. PUTSWALD, par contre, note chez les Serpulides la
présence de molécules de chlorocruorine a 1'intérieur des citernes ergasto-
plasmiques ; 1l'appareil de Golgi n'intervenant que pour condenser ce maté-
riel. Chez les Néréidiens enfin, 1l'aspect typique des molécules d'erythro-
cruorine n'est décelé que dans les granules relativement 4gés. S'il est
incontestable que 1'appareil de Golgl se trouve engagé dans d'actives
synthéses protéiques, comme en témoignﬁulés résultats autoradiographiques,
on peut.se demander toutefoils si les sécrétions golglennes sont les seuls
é1éments qui interviennent dans 1'élaboration des granules éléocytaires. Par
utilisation de la peroxydase comme traéeur de protéines, ILCKE et COLLINS
(1968) ont visualisé la capture des protéines sanguines et leur stockage
sous forme de granules dans les corps gras des insectes. L'utilisation d'une
telle technique est & envisager chez les Néréidiens dans le cadre de cette
étude. Il semble cependant peu probable qu'un processus similaire pulsse
intervenir dans les éléocytes. Nous avons vu en effet que le métabolisme
protéique des éléocytes est intense. Par contre, aprés injection d'acides
aminés marqués, le taux de radiocactivité du sang reste extrémement faible,
méme apres des temps d'incorpqration de longues durées. lLes protéines
Ssanguines sont donc vralsemblablement étrangéres a 1'élaboration des granu-

les protéiques éléocytaires.

CONCIUSION

Les éléocytes se présentent comme des cellules riches en réserves
(lipides et glycogéne), pourvues d'une activité phagocytaire élevée et capa-

bles par ailleurs de synthétiser un matériel protéique. Ces caractéres, de
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méme que la présence d'inclusions puriques, permettent de rapprocher les
é1éocytes des cellules chloragogénes dont 1l'étude a fait 1'objet de travaux
importants & la fols chez les Arenicolidae (BRETON-GORIUS, 1963) et les
Lombriciens (VAN GANSEN-SEMAL, 1956). Les éléocytes, comme les cellules

chloragogénes, sont élaborés au niveau de la parcl des vailsseaux sanguins ;
ils représenteraient donc 1l'équivalent de cellules péri-vasculaires devenues
libres dans le coelome.

les études effectudes en microscopie photonique ont d'autre part
attiré l'attention de nombreux chercheurs (voir bibliographie dans ROMIEU,
1923) sur la similitude, & la fois structurale et physiologique existant
entre les cellules adipeuses des Insectes ("fat body cells" des auteurs
anglo-saxons) et les éléocytes. Les données apportées par la microscopie
électronique (EVANS, 1967 ; ODHIAMBC, 1967) semblent Jjustifier cette compa-
raison. Ces cellules,non seulement accumulent des réserves abondantes de
nature glycogénique et lipidique, mais renferment dans leur cytoplasme des
granules protéiques élaborés au moins en partie par l'appareil.de Golgl
(IOCKE et COLLINS, 1965).

II- EVOIUTION CYTOLOGIQUE DES EIEOCYTES A L'APPROCHE DE IA MATURITE SEXUELLE

A - NERBIS PEIAGICA

Corrélativement & 1'évolution des processus gamétogénétiques et
aux transformations hétéronéréidiecnnes, les éléocytes subissent d'impor-

tantes modifications ultrastructurales, différentes selon les sexes.

1 - Eléocytes des individus femelles

\\

L'évolution morphologique de ces éléocytes avait été signa-
lée dés 1933 par DEHORNE et DEFRETIN, i la suite d'une étude en microscopie
photonique. Dans le noyau, le nucléolg augmente considérablement de volume,
11 atteint un diamétre d'environ 3 p. En méme temps, on assiste & la diffé-
fenciation d'une zone centrale fibrillaire et d'une zone corticale granu-
laire (P1. 53, fig. a et Pl. 54, fig. a). Le nonbre et la tallle des mito-
chondries augmentent. Les mgdifications les plus spectaculaires concernent

toutefois 1l'ergastoplasme. Dans les éléocytes en formation, encore accolés
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aux vaisseaux sanguins parapodiaux, il est représenté par de nombreuses ci-
ternes de forme arrondie. Ces éléments font place dans les éléocytes libres
4 des sacs allongés de longueur considérable (3 & 4% u) (P1. 53, fig. a et b),
qui constituent en microscopie optique les filaments basophiles décrits par
DEHORNE et DEFRETIN (193%3).

Les citernes ergastoplasmiques sont fréquemment disposées paralleé-
lement les unes aux autres en des empilements pouvant grouper une dizaine
d'é1éments. Cet agencement est particuliérement typique dans la zone margi-
nale des éléocytes accolés contre une paroi ovocytaire.

’ Durant les transformations hétéronéréidiennes, les fibres muscu-
laires s'autolysent (DEFRETIN, 1949). la présence de débris musculaires
(sarcolytes) dans le coelome et la phagocytose de ces éléments par les éléo-
cytes ont fait 1l'obJjet, en microscopie photonique, de descriptions attentivas
de la part de plusleurs auteurs (DEHORNE, 1922 ; ROMIEU, 1923). Divers
aspects ultrastructuraux de ce processus ont pu &tre observés. Les débris
musculaires phagocytés sont englobés dans ﬁne vacuole limitée par une mem-
brane dérivée de la membrane plasmique et de méme épaisseur (Pl. 54, fig. b).
la digestion des fibres musculaires progresse dans la vacuole suilvant une
direction centripéte (Pl. 54, fig. c¢) ; le réticulum sarcoplasmique représente
1'é1ément cellulaire le plus résistant a l'action des enzymes digestives.
Autour de la vacuole de phagocytose, on observe la présence constante de
deux catégories d'organites :

- vésicules d'un contenu de faible densité, d'un diamétre d'envi-
ron 0,3 .

- corps denses (0,1 & 0,5 p), d'une morphologie analogue a celle
des lysosomes.

A 1a' fin de leur cycle évolutif, les vacuoles de phagocytose ne
renferment plus que des débris presque complétement digérés, agglomérés
parfols en des formations fibrillaires concentriques. Elles acquiérent
1'aspect typique des corps résiduels observés dans les cellules macrophages.

Durant les premiers stades de 1'épitoquie, des granules cytdplas-

miques d'une structure similaire i ceux des éléocytes de N. diversicolor

apparaissent. Caractérisés par 1'agencement paracristallin de leur matériel,
11s atteignent une dimension considérable de 1'ordre de 2 p (Pl. 51, fig. b).
A 1'approche de 1la maturité; des vésicules se forment dans la région corticale

des granules et sont ensuite libérées dans le cytoplasme environnant. Par ce
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processus les ishules protéiques se désagrégent progressivement; leur
disparition est complete dans les individus matures.
Vel entrent i }
Un certain nombre d'éléocytes alors en dégénérescence. Ils
s'agglomérent pour former des amas roussftres entourés par les linocytes.

Les éléocytes des Heteronereis femelles, de forme ovolde, sont

caractérisés par une structure relativément simple. On note la persistance
d'un nucléole volumineux de méme que celle d'amas importants d'ergastoplasme
(P1. 55, fig. c¢). Les substances de réserve ont disparu et les vacuoles
digestives sont trés rares. La grande vacuole persiste, mails son contenu,

pratiquement vide, ne renferme plus qQue quelques rares granulations puriques.

2 - Eléocytes des individus miles

Leur évolution est beaucoup moins complexe que celle décrite
précédemment dans les éléocytes des femelles. On ne constate jamais un
développement notable de 1l'ergastoplasme.

Au cours de 1'épitoquie, un grand nombre d'éléocytes dégénérent.

Ceux qui persistent sont caractérisés chez les Heteronereis miles par le

développement énorme de la vacuole & inclusions puriques (Pl. 55, fig. a) ;
les granulations denses sont toutefois peu abondantes. Le cytoplasme ne
renferme que peu d'inclusions; ces derniéres sont constituéqsen ma jeure
partie par des corps résiduels résultant de 1'involution des sarcolytes
(P1. 55, fig. a et b). Les lobules lipidiques ont disparu. Suivant les
individus examinés, on constate la persistance de rosettes de glycogéne ou

1l'absence totale de ces derniéres.

\
B - NEREIS DIVERSICOLCR ET PERINEREIS CULTRIFERA

A 1'approche de la.maturité sexuelle, 1'évolution structurale

des éléocytes de N. diversicolor et de P. cultrifera est beaucoup moins

spectaculaire que celle décrite précédemment.

Chez N. diversicolor, on observe dans les éléocytes des femelles

un léger accroissement de l'ergastoplasme. Celui-ci forme des empilemehts
de 3 34 4 citernessituées a la périphérie du noyau ou dans la zone margi-
nale du cytoplasme. les réserves de glycogene et de lipides ne disparais-

Sent pas totalement. On ne constate pas, d'autre part, de dimorphisme net
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entre individus mBles et femelles.

Les observations poursuivies sur P. cultrifera en microscopie

électrenique n'ont porté que sur un petit nombre d'échantillons. Ilne semble
pas cependant que chez les sub-€épitoques femelles, les éléocytes présentent

.

de différences notables par rapport & l'état atoque.

C - DISCUSSION

ILe trait marquant de cette étude est sans conteste le dimorphisme

sexuel présenté par les éléocytes des Heteronereis de N. pelagica.

Les é1éocytes des individus femelles sont caractérisés par une
hypertrophie des formatlions ergastoplasmiques. le processus ne semble pas
8tre 11é & 1'ingestion des sarcolytes puisqu'il n'apparaft pas dans les
éléocytes miles ol la phagocytose est également intense. Il est beaucoup
plus plausible de rattacher le développement de 1l'ergastoplasme & 1'élabo-
ration des granules protéiques. Nous avons vu en effet que ceux-ci, rares
chez les individus atoques, deviennent treés abondants au cours de premiers
stades de 1'épitoquie.

La différence d'évolution observée entre les éléocytes de N.
pelagica et ceux de N. diversicolor et de P. cultrifera semble pouvoir

s'expliquer par le fait que dans les deux dernidres espéces, la synthése
des granules protéiques débute précocement et se poursuit & un rythme cons-
tant durant toute 1'ovogenese.

Dans cette étude cependant un point reste obscur. Les secrétions
protéiqués des éléocytes de N. pelagica apparaissent en effet i un stade ou
l'accumulation des réserves protéiques des ovocytes (vitellus) est fortement

\
ralentie. De méme dans les Heteronereis femelles ou la maturation ovocytaire

est achevée, les éléocytes conservent des caractéres de cellules métaboli-
qQuement trés actives (nucléole hyperthrophié, amas de citernes ergastoplas-
miques). Nous discuterons dans le paragraphe suivant des relations entre
les éléocytes et les ovocytes. Il faut se garder d'oublier toutefois que la
maturation des gametes ne constitue pas la seule activité physiologilque

des Heteronereis ; les réserves éléocytaires peuvent 8tre également mobili-

sées par les remaniements morphologiques (soies hétéronéréidiennes, lamelles

Parapodiales, systéme vasculaire) corrélatifs de 1l'épitoquie.
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ITI~- IES REIATIONS EIECCYTES-UVOCYTES

A - DONNEES MORPHOLOGIQUES

Au cours de la vitellogenése, les ovocytes de N. pelagica et

P. cultrifera sont entourés par d'importants amas d'éléocytes accolés

contre leurs parois (Pl. 1, fig. e et Pl. 58, fig. a). Durant la phase
d'élaboration des mucopolysaccharides, les éléocytes trés aplatis sont
intercaléds entre les cellules germinales tassées dans le coelome par suite
de leur volume. Aucune adhésion d'éléocytes, par contre, n'est constatée a
la périphérie des ovocytes matures.

L'association des é1léments coelomiques avec les ovocytes est moins

constante chez N. diversicolor. D'autre part, quelle que soit 1'espéce, les

ponctions du contenu coelomique révelent que le degré d'assoriation est
variable selon les individus examinés et qu'a tous les stades, on peut trou-
ver des ovocytes entiérement libres. L'association éléocyte-ovocyte ne

paraft donc pas présenter un caractére permanent et obligatoire. Des ob-
servations similaires en tout point aux ndtres ont été effectuées par SCHROE-

DER (1970) au cours de l'ovogenése de Nereis grubel.

Au microscope électronique, les micrographies de la planche 56
illustre 1l'aspect morphologique des rapports éléocytes-ovocytes a deux stades
différents de 1'ovogenése : vitellogenése (fig. a) et élaboration des muco-
polysaccharides (fig. b). Au cours de la vitellogenése, les villosités de
1'enveloppe ovocytalre apparailssent parfois en contact €trolt avec les
rosettes de glycogéne 1libérées 3 1l'extérieur de 1'éléocyte par une rupture
de la membrane de ce dernier. A l'approche de 1'épitoquie, les citernes
ergastoplasmiq&es des éléocytes forment fréquemment des empilements dans
la zone proche des ovocytes. Mais quel que soit le stade considéré, on ne
constate jamais de modification structurale de 1l'enveloppe ovocytaire dans
la zone de contact avec les éléocytes. La membrane plasmique de ces cellules,
orientée parallélement & la paroi de 1l'ovocyte, est contigilie 4 1l'extrémité
des villosités. Elle n'est séparde de 1'extrémité de ces dernidres que par
une distance souvent inférieure a 500 A

En conclusion, les observations ultrastructurales ne révélent aucune

Intrication étroite entre les é1éocytes et les ovocytes, mals uniquement des

rapports de contiguité. D'autre part, aucun échange de matériel entre ces
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deux catégories cellulaires n'est morphologiquement décelable & 1l'échelle de

la microscopie électronique.

B - DONNEES AUTCRADIUGRAPHIQUES

Chez les Insectes, des études autoradiographiques ont montré, entre
les cellules folliculeuses et les ovocytes, la possibilité d'un transfert
de matériel constitué pa%el'ARN (SIRLIN et JACUB, 196G ; BIER, 1963 ; FAVARD-
SERENO et DURAND, 1963 ; POLIACK et TELFER, 1969) ou du glycogéne (BIER,
1954).

Nous avons utilisé cette technique pour préciser le métabolisme des
€léocytes et visualiser éventuellement un passage de matériel radiocactif en

direction des ovocytes.

1 - Mtabolisme du glycogéne

Les éléocytes étant particuliérement riches en glycogéne au
cours de la phase atoque, on pouvait envisager "& priori" que ce matériel
ou ses dérivés solubles puissent &tre intégrés dans les synthéses ovocytaires :
vitellus lipidique ou protéique.

Dans ce but, nous avons procédé a 1'injection de glucose 3H dans
des N. pelagica d'un dlamétre ovocytaire moyen d'environ 70 p. Le cytoplasme
de ces ovocytes ne renferme ni glycogéne ni mucopolysaccharides dont la

biosynthése aurait pu interférer avec le marquage d'un apport exogéne.

- Techniques

Aprés une injection unique de 30 uC/g de glucose 24
(D-glucrse-G-T 5 1340 mc/iM. Radlochemical centre Amersham), les amimaux -
sont sacrifiés aprds des terps variant de 1 heure & 6 Jours.

Les tixations sont effectuées par la glutaraldéhyde et 1'osmium
et.les inclusions dans 1'épon afin de limiter au maximum la dissolution du
glycogéne et des lipides.

Les coupes semi-fines sont disposées sur une lame de verre et

trajtées ensuite selon le processus autoradiographique normal.
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- Résultats

Les éléocytes présentent rapidement un marquage impor-
tant. Celul-ci, déja considérable aprés 3 heures d'incorporation atteint
son maximum vers la 6&me heure. Il persiste dans les éléocytes Jusqu'a la
fin de l'expérience (6 Jours).

Dans les ovocytes, aprés 3> 4 6 heures d'incorporation, aucun mar-
quage n'est présent, ni dans le noyau ni dans le cytoplasme. Il n'apparaft
qu'apres 24 3 48 heures d'expérimentation et se localise uniquement dans les
lobules lipidiques. Il reste toujours beaucoup plus faible que celui des
éléocytes.

Les enseignements de cette expérience sont de deux ordres . :

- Comme le laissalent présager les données morphologiques, les
é1léocytes constituent un site de synthése important du glycogéne. Les
synthéses s'effectuent & un rythme rapide (3 heures d'incorporation). D'autre
part, le glycogdne des éléocytes semble relativement stable puisdu'un taux
notable de radioactivité persiste aprés € Jours d'évolution.

- Dans les ovocytes, le marquage'n'est décelé qu'au niveau des
lipides. Son apparition est trés tardive par rapport a celle des éléocytes,
ce qui laisse supposer que le glycogéne de ces cellules ne serait pas trans-

féré directement vers les ovocytes.

2 - Métabolisme des ARN et des protéines

« Incorporation d'uridine (uridine 3H-5 ; 18,5 Ci/mM)

Cette étude a été effectuée 4 la fois en microscople

optique et électronique. Le marquage des éléocytes est trés précoce (1/2
heure aprés 1'injection). Il est en majeure partie, localisé initialement
au niveau du noyau. Il apparait ensuite dans le cytoplasme (3 heures) ; sa
répartition colncide sensiblement avec celle du réticulum granulaire mais
un certain nombre de grains d'argent sont dispersés dans tout le cytoplasme.

Un taux de radioactivité trés différent oppose pour des temps
relativement courts (6 & 12 heures) les éléocytes et les ovocytes. Ces der-
niers ne présentent & ce stade qu'un marquage cytoplasmique extrémement
réduit (Pl. 57, fig. a et b). OUn constate uniquement la présence de quelques

grains au niveau de 1'enveloppe ovocytalire et du cytoplasme sous-jacent.
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Pour des temps d'incorporation de longue durée (6 Jours), la situa-
tion se trouve inversée. Un comptage des grains dans les éléocytes montre
que leur nombre a diminué d'environ 2/% par rapport & celui évalué aprés
6 heures d'incorporation. Par contre dans les ovocytes, un marquage considé-
rable est maintenant observé dans tout le cytoplasme & 1l'exception des lobules
vitellins et lipidiques (P1. 57, fig. c). Nous avons vu au chapitre V que
1'ARN radicactif du cytoplasnc ovocytalre est iscu, en uajeure partie,

d'extrusions de mmtériel jwcléairc.

« Incorporation de leucine (L(-) leucine jH, 200 mCi/mM)

La cindtique d'élaboration des protéines est sensible-
ment comparable & celle des ARN ; le marquage nucléaire est cependant plus
restreint. La radiocactivité éléocytaire est beaucoup plus élevée que celle
des ovocytes pour des temps d'incorporation de faible durée.

Chez N. pelagica, dans les femelles sub-épitoques, les é1léocytes,
trés basophiles, ont un taux de radioactivité supérieur & celui des individus
atoques. Il est difficile cependant d'avoir recours & la méthode du comptage
des grains en microscopile optique par suite du contour irrégulier et diffi-

cilement discernable de ces cellules. Dans les éléocytes de N. diversicolor,

1l'autoradiographie & haute résolution montre que pour des temps d'incorpora-
tion de 3 & 6 heures,la majeure partie des grains d'argent est localisée au
niveau de 1l'appareil de Golgl et des secrétions proches de ce dernier. Aprés
24 3 48 heures d'évolution le marquage est localisé essentiellement au niveau
des granules protéiques. Ceux~cl semblent donc représenter la voie métaboli-

que principale des synfhéses de protéines.

\
C - DISCUSSION

L'incorporation de précurseurs marqués montre que les éléocytes ont
un métabolisme actif, spécialisé & la fols dans 1'élaboration du glycogene,
des ARN et des protéines. les synthéses d'ARN et de protéines sont a'autre
part beaucoup plus rapides que celles des 6vocytes.

Peut-on déduire de ces données, des preuves d'un transport de maté-
riel dans le sens éléocytes-ovocytes ? Les seuls arguments en faveur de cette
hypothese résident d'une part; dans la balsse du taux de la radioactivité

éléocytaire en fonction du temps, d'autre part dans la présence de grains



- 131 -

d'argent au niveau de 1l'enveloppe et de la zone corticale des ovocytes.

Ia diminution de la radioactivité éléocytaire peut s'expliquer,
particuliérement en ce qui concerne les protéines, par une libération de ces
substances & 1'extérieur de la cellules. Cependant la majorité des éléocytes
ne sont pas associés aux ovocytes, mais libres dans le liquide coelomigue.
Rien ne permet donc d'affirmer que le transfert des protéines soit spéciale-
ment orienté en direction des ovocytes.

D'autre part, le marquage de la zone corticale des ovocytes doit
8tre interprété avec prudence car, rappelons-le, aucun indice morphologique
d'un transport de matériel n'a pu &tre mis en évidence. la présence de grains
a4 ce niveau peut éventuellement résulter,en microscépie 4 haute résolution,
d'un artéfact dil 4 la rétention de molécules d'acides aminés par les charges
ioniques de la paroi ovocytailre.

Enfin et surtout,pour que 1'on puisse déduire avec certitude
1'existence d'un flux de matériel radiocactif dans le sens éléocyte-ovocyte,
i1 faudrait que, comme dans le cas de certains Insectes, le métabolisme
ovocytalre soit trés faible. Or nous avonsvvu que ce dernier, s'il est plus
lent que.Celui des éléocytes, est néanmoins extrémement actif. Il s'effectue
d'autre part normalement dans le cas d'ovocytes, évoluant "in vitro" en eau
de mer, en 1l'absence d'éléocyte. .

Dans ces conditions, que devient la conception des anciens auteurs
qui attribualent aux éléocytes un rdle direct dans la nutrition des cellules
germinales et la formation du vitellus ? la microscopie électronique a per-
mis de préciser qu'il n'existait aucune intrication structurale entre les

éléocytes et les ovocytes. les éléocytes ne peuvent donc &tre assimilés a

des cellules folliculeuses, Chez les Insectes, le rble nourricier de ces

derniéres est d'ailleurs fortement contesté par des travaux récents (voir
revue bibliographique dans EUSSQN-MABILLOT, 1969) ; les ovocytes puiseraient
directement dans 1'hémolymphe le matériel protéique (TELFER et MELIUS, 1963)
ou polysaccharidique (FAVARD-SERENO, 1969) servant 4 1'édification du " .
vitellus.

Nous avons signalé par contre l'analogie structurale existant entre
les éléocytes et les cellules adipeuses des Insectes. Un rapprochement d'ordre
Physiologique est également intéressant & envisager. Ces cellules ont un

métabolisme protéique élevé comme en témoignent les incorporations de
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précurseurs radioactifs (HILL, 1965). Chez lLeucophaeimaderae, BROUKS (1969)

a montré, par des techniques immunologiques et autoradiographiques, que les

cellules adipeuses des femelles élaborent une protéine spécifique dont les
caractéristiques sont similaires & celles des protéines du vitellus. Cette
protéine est absente ches les nymphes ot les nfles et sa -synthese est con-
trélde par 1l'hcrhone Jjuvéniie.

D'autres auteurs (LUSCHER, 1968 ; PAN et al., 1969) ont également
signalé la libération de protéines dans 1'hémolymphe et 1l'utilisation de ces
derniéres dans la vitellogenese. De méme, les autres substances de réserves
des cellules adipeuses : lipides (GILBERT, 1967) et glycogéne (HASEGAWA et
YAMASHITA, 1965 ; WIEMS et GIIBERT, 1967) sont utilisées pour 1'élaboration
du vitellus. Un rdle similaire peut &tre envisagé en ce qul concerne les
éléocytes. Ceux-ci,aprés avoir élaboré les protéines et les avoir stockées
comme des substances de réserves (influence du Jefine (1)) pourraient trans-
férer ces substances, non pas directement dans les ovocytes comme on le
pensalt Jusqu'alors, mais dans le liquide coelomique qui servirait de milicu
nourricier. Cette libération pourrait s'effectuer sous forme d'acides aminés.
Ia teneur de ces substances est particuliérement élevée dans le milieu coelo-
mique des Polychétes (M.E. CLARK, 1964) ; d'autre part, 1l'absorption des
protéines complexes par les ovocytes semble limitée comme ne témoigne le
nombre peu élevé de vésicules de pinocytose.

Une telle hypothése nécessite pour sa vérification un recours &
des méthodes biochimiques et immunologiques qul sortalent du cadre des tech-
niques utilisées dans ce travail mais que nous pensons utiliser prochainement

pour la poursuite de cette étude.

\

\

CONCIUSION DU CHAPITRE

1 - ILes éléocytes se forment & la périphérie des valsseaux sanguins
parapodiaux. lLes citernes ergastoplasmiques, abondantes dans les éléocytes en

formation, se raréfient dans les éléocytes libres dans le coelome.

(1)

Les granules protéiques sont absents dans les éléocytes de vers inanitiés
pendant 20 Jours.
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2 ~ les éléocytes, trés riches en lipides et en glycogéne, sont des
cellules spéeialisées dans 1'élaboration des substances de réserves. Leur
métabolisme est extrémement actif comme le prouven%es incorporations de glu-
cose, d'uridine et de leucine tritiés.

3 - L'appareil de Golgl intervient dans 1'élaboration de granules
riches en protéines et renfermant des molécules d'hémoglobine. Chez N. diver-

3

sicolor, l'injection de leucine “H se traduit, aprés 6 heures d'incorporation
par une accumulation de grains d'argent au niveau des saccules golglens et
du matériel sécrétoire proche de ces derniers. Aprés 24 3 48 heures d'évolu-
tion, le marquage se locallise en majeure partie au niveau des granules
protéiques.

4 - Le r8le phagocytaire des éléocytes est extrémement important.
L'injection dans le milieu coelomique d'une solution de thorothrast est
suivie de la capture des particules du traceur par les vésicules de pinocy-
tose et par leur accumulation dans des vacuoles digestives. Doués d'une fone-
tion d'épuration du milieu coelomique, les éléocytes remplissent également une
fonction de macrophages. Les débris musculaires (sarcolytes), trés nombreux
dans le coelome & 1'approche des transformations hétéronéréidiennes, sont
englobés dans de grandes vacuoles puls dégradés et transformés en corps
résiduels.,

La présence d'inclusions puriques intra-vacuolaires indique,
d'autre part, que les éléocytes Jjouent un r8le dans le catabolisme des
substances azotées et dans 1'accumulation des déchets.

5 - A 1'approche de la maturité sexuelle, les éléocytes de N, pela-
gica présentent un dimorphisme sexuel trés net. Ceux des individus femelles
sont caractérisés par le développement considérable de 1'ergastoplasme et
par 1l'apparition de lobules protéiques de grande taille.

6 - A 1'échelle de la microscople électronique, les relations entre
les éléocytes et les ovoeytes apparaissent comme de simples rapports de conti-
glilté. Aucune intrication entre ces deux catégories de cellules n'a été
constatée et aucun indice morphologique d'échange de matériel n'a été
observé. Les éléocytes ne constituent donc pas 1'équivalent de cellules

folliculeuses.
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7 - Par la libération progressive de leur matériel de réserve dans
le liquide coelomique (expérience de Jefine, baisse du taux de radicactivité)
les éléocytes semblent Jouer un rd8le comparable & celul des cellules adipeu-
ses des Insectes. Leur intervention & ce titre dans les processus de la gamé-

togenése est envisagée.
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CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE

Au oours de 1l'ovogendse, 1'évolution du evtoplasme peut &tre divisée
en quatrestades : prévitellogendse, élaboration du vitellus protéiqué, dévelop-

pement des alvéoles corticaux de nature mueopolysaccharidique, maturation,

L'é1ément le plus spectaculaire de ces transformafions est représen~
té par 1l'évolution fonctionnelle de 1'appareil de Golgi. L'élaboration des pre-
miers lobules vitellins résulte d'une différenciation des vacuoles golgievnes,
Au cours de la vitellogenése, l'incorporation de leucine 3H, visualisée en au-
toradiographie A haute résolution, montre que les protéines synthétisées ini-
tialement aﬁ niveau des ribosomes sont remaniées et condcnsées au niveau des
dietyosomes, Les vésicules élaborées par les saccules golgiens représentent le
support morphologique par lequel les protéines précurseurs du vitellus sont
acheminées vers les lobules vitellins en eroissance.

Lors de l'apparttion des mueopolysaccharides, de profonds remanie-
ments morphologiques surviennent au niveau de 1'appareil de Golgi (dilatation
des saccules de la face distale), L'incorporation de glucose 3H chez N. pelagi-
ca est suivie d'un marquage localisé initialement au niveau des saccules gol-

glens. Ces résultats,joints aux données cytochimiques, permettent de considérer
que c'est 3 ce niveau nque s'effectue la synthdse des hydrates de carbone com-
plexes, Les mucopolysaccharides sont ensuite 1libérés dans le eytoplasme sous

Brme d'alvéoles corticaux. Chez N, diversicolor, deux types d'éléments corti-

caux ont pu 6tre observés : granules riches en glycoprotéines, alvéoles consti-
tués par les mucopolysacsharides, Chacun de ces éléments est élaboré par un
type particulier\de dictyosome,

Lors de la fécondation,le contenu des organites corticaux est expul-
sé dans 1'espace périvitellin ; ce matériel traverse ensuite le chorion de
l'enveloppe ovocytalre pour constituer une gelée protectrice autour de la Jeu-

ne larve,

Durant la majeure partie de 1'ovogenése, le métabolisme du nucléole
est intense comme en témoigne 1'incorporation d'uridine 3H, de leucine 7H et
d'arginine -H.
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Chez N, pelagica, 1'étude ultrastrudurale montre que 1'évolution du
nucléole se déroule suivant un cycle complexe. Vers la fin de la vitellogenese,
le nucléole.hypertrophié se dissocie, ce qul entralne la disparition du compo-
sant granulaire. A partir des €é1léments fibrillaires persistant se reconstitue
un nouvel édifice nucléolaire, lors de l'apparition des mucopolysaccharides.

La dislocation ultime du nucléole survient & 1'approche de la maturité sexuelle.

Les étapes de la croissance du nucléole semblent en rapport avec les
processus d'extrusion du matériel nucléaire vers le cytoplasme, Dans les ovocytes
Jéunes, ce transfert de matériel (ARN ribosomal) a pu &tre visualisé en
autoradiographie & haute résolution par une étude cinétique de 1'incorporation
d'uridine - H. Aprés une phase de condensation & proximité de 1'enveloppe
ovocytaire, les extrusions nucléaires semblent se dissocier dans le cytoplasme
en libérant un matériel de structure fibrillaire et des petites particules,
ces dernidres pourraient représenter un stade intermédiaire de 1'édificaticn

des ribosomes.,

La concordance entre les diverses phases du cycle nucléolaire et les
synthéses du cytoplasme semble représenter le résultat d'une interaction ¢7i3
1'activité fonctionnelle des ces éléments. Celle-ci pourrait 8tre régie par le
taux d'hormone cérébrale. Les résultats trds récents de DURCHON et PORCHET
(1970) ont permis en effet d'établir chez P. cultrifera, une courbe de

1'activité cérébrale en fonction de 1'8ge des vers et du diamétre des ovocyties.
Dans cette courbe, deux points d'inflexion traduisant une diminution de 1l'acti-
vité inhibitrice semblent cofncider respectivement avec le début de la
vitellogentse et 1l'apparition des mucopolysaccharides.
\

Notre étude sur 1l'ovogendse a également porté sur 1'évolution struc-
turale de 1'enveloppe ovocytaire et sur les rapports entre les ovocytes et
les éléocytes, Ces derniers éléments ne présentent jJamais d'intrications
étroites avec les cellules germinales, ils ne peuvent donc Stre assimilés
& des cellules folliculeuses. Cependant les modifications morphologlques
Subies par les éléocytes & 1'approche de la maturité sexuelle permettent
d'envisager la possibilité d'pn r8le actif de ces cellules dans 1'élaboration
d'un matériel qui, aprés sa libération dans le liquide coelomique, servirait
& 1'édification des réserves cvocytaires,
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DEUXIEME PARTIE

INCIDENCE DE IA IEVEE DE L'INAIBITION
CEREBRAIE SUR L'EVOLUTICN DE IA GAMETOGENESE
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INTRODUCTION

La mremidre partie de notre étude nous a permis de suivre les modifi-
cations cytologiques et métaboliques survenant au cours de 1'ovogendse naturel-
le. Nous avans vu en particulier que 1'évolution cytoplasmique est régie par
1'activité fonctionnelle de 1'appareil de Golgi. Ce dernier oriente tout d'a-
bord ses synthises dans 1'élaboration du vitellus protéiqué, ensulte, dans
cellesdes polysaccharides entrant dans la composition des granules et alvioles
corticaux. Chez N. pelagica une cprrélation a pu &tre établie entre le cycle
évolutif du nucléole et les synthéses cytoplasmiques. Les différentes étapes
de 1l'activité ovocytalre semblent détermindeg. par la diminution progressive

du taux d'hormone cérébrale.

La deuxi2me partie de ce travall pertera sur les répercussions en-
trainées sur le déroulement des processus de gamétogendse par la suppression
brutale du facteur inhibiteur,

En condition anhormonale, les études effectuées chez divers Néréidiens
ont montré que les ovocytes subissalent un accroissement de tallle accéléré
(HAUENSCHILD, 1956 ; CHOQUET, 1962 ; CLARK et RUSTON, 1963), Notre travail a
eu pour but en premier lieu de définir les particularités cytologiques présen-
tées par les ovocytes ayant évolué en condition expérimentale. Nous nous sommes
attachés plus particuliérement & suivre les transformations morphologiques et

fonotionnelles des organites cytoplasmiques impliqués dans les processus d'acecrois-
sement cellulaire, de fagon & copparer ces donndes & celles de 1'ovogendse na-
turelle,

Les pr?blémes posés par le contrdle endocrine des processus de gamé-
togenése sont toutefcis extrémement nombreux et diversifiés, Ncus n'avens pas
la prétention de les avolr tous abcrdés de fagon approfondie. En particulier
le déroulement complexe du cyele nucléolaire de N, pelagica n'a été envisagé
qu'a 1'échelle de la micrecscople photonique ; de méme 1'étude autoradicgraphique
du métabclisme n'a porté que sur une seule espdce de Néréidiens.

Le plan adopté dans cette étude sera calqué dans ses grandes lignes
Sur celul de la premidre partie, Tcutefeols étant donné 1la similitude de cer-
tains prccessus physiologiques,. ncus centrerons nos observaticns sur les orga-
nites cellulaires présentant, en ccndition anhormenale, les modifications cyto~

loSiques les plus significatives,
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Une attention particuliére sera apportée 3 1'évelution biométrique
des ovocytes en expérimentaticn, vu 1'importance de ce critére dans 1'étude de
la croissance oveceytaire,

Nous nous sommes intéressé d'autre part au mede de contrfle par le-

quel 1'hormone nérébrale exerce son action au niveau du noyau. Chez les miles,
la levée de l'inhibitbn hormenale déclenche les divisions spermatccytaires et
aboutit & la 1libération des spermatozoides (DURCHON, 1952), Ce probldme a été
abordé par 1'étude autcradiographique des synthéses d'ADN, & la fols chez les

gonocytes miles et femelles de fagon & pouvelr établir une comparaiscn entre

les deux lignées germinales,
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CHAPITRE X

ETUDE BIOMETRIQUE ET CYTOLOGIQUE DE
L'EVOLUTION OVOCYTAIRE EN L'ABSENCE D'HORMONE

I. TECHNIQUES D'EXPERTIMENTATION

Deux types de manipulations ont été utilisées pour cette étude.

1 - Expérimentation "in vivo"

Les animaux, apreés avoir été maintenus au Jeline pendant

quelques Jours au laboratoire sont sectionnés dans la région médiane du corps.

Les fragments sont isolés dans des boites de Pétri, remplies
d'eau de mer filtrée, renouvelée tous les deux Jours., Suivant les séries
expérimentales, la température d'élevage est de 15 ou 20° C.

Les ovocytes de la région postérieure évoluent ainsi en condition
anhormonale tandis que ceux de la région antérieure, soumis & lhection de
1'hormone cérébrale, servent de témoins., Des examens ont également été effec-

tués & partir d'ovocytes issus d'animaux décérébrés.

2 - Expérimentation "in vitro"

Elle a été effectude en culture organotypique, & la
température de 20° C, sur le milieu mis au point par DURCHON et SCHALLER
(1963) (voir Matériel et Techniques).

Cette méthode n'a pu &tre appliquée qu'aux ovocytes de N, diver-

sicolor, cette espice présentant seule une évolution normale "in vitro".

Cette technique ﬁermet d'étudier & partir d'une souche unigue
1'évolution des ovocytes:

- en présence d'hormone (assoclatimn de parapodes & des
Prostomiums de jeuncs individus)

- en 1l'absence d'hormone (parapodes isolés), Elle a permis
é8alement, par 1l'association en cours de culture de prostomiums & des para-
Podes initialement isolés, de préciser 1l'influence d'un rétablissement de

l'action hormonale sur 1l'évolution ovocytalre,
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IT. NEREIS PELAGTCA

1 - Résultats biométriques

Les donndes concernant 1l'évolution de la avissance
ovoeytaire en fonction du temps et du diamétre ovocytaire initial sont

reportées dans le tableau 11,

Tableau 11 : influence de 1'hormone cérébrale sur la croissance des ovocytes

de N, pelagica,

. Temps f Diametre f Ovocytes témoins f Ovocytes de la région

. d'évolution ' ovocytaire ' (Réglon antérieure) . postérieure (soustraits

. . initial ° A& l'hormone cérébrale)

. (en p ) ° :

. 10 Jours ‘30 3 40 43,2 47,6 : 37,3 + 8,9 f
: 60 & 65 69,5 17 : 66,2 ¥ 6 ,2 :
, ‘90 & 100} 101,3 ¥ 16,4 : 104,6 ¥ 22,4

. 20 Jours G35 A& 40 ' 44,3+ 19,2 ) 101,0 + 9 ,6 :
; 70 4 8 P 8 ¥13,2 ' 140,5 ¥ 13,6

. B0 Jours 40 x50 ¢ 61 + 9,7 ' 140,1 + 7 ,2

: 70 a 8 103,2 ¥ 13,6 204,2 ¥ 8

:\ . .

(Les résultats de chaque série portent sur la moyenne ovocytaire de 10 individus
®xprimée en p ).

La'croissance des ovocytes de la région antérieure est sensi-
blement analogue & celle des ovocytes provenant d'animaux non opérés., Cependant
durant les dix premiers Jours de 1'expérimentation, l'accroissement de la taille
des plus Jeunes ovocytes est assez sensible, ce qui pourrait correspondre & une
sorte d'activation consécutive & 1'amputation,

' Dans la partie postérieure, sbustraite 4 1'action de 1'hormone,
1l'augmentation du diamétre des ovocytes est peu significative durant les
Premiers jours d'évolution. Elle devient trés marquée entre le 1lOéme et le
20&me Jour et se poursuite enéuite sous une forme atténuée jusqu'au 40eme
Jour 4'expérimentation.
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Par rapport é}leur diamétre initial, les ovocytes compris entre
40 et 70 p présentent un coefflcient d'accroissement variant entre 2,5 et
3,5 (P1., 58,f1g. a et b), Cet accroissement est plus faible pour les ovocytes
d'un diamétre supérieur & 90 p (X 2 fois environ). Les données numériques
de cette série expérimentale sont tdalement en accord avec celles établies
en 1962 par CHOQUET pour cette espéce.

Corrélativement & 1'évolution ovocytaire apparaissent les
modifications morphologiques de 1'épitoquie. Aprés 40 jours d'évolution, la
majorité des trongons postérieurs présententdes lamelles parapodiales bien
développées et des soies hétéronéréidiennes. Un certain nombre sont animés

d'une nage frétillante.

2 - Evolution cytologique

a) Ovocytes de la partie antérieure

e an o e - > - - - - — - - - - -

Leur structure ne présente pas de différence par rapport
aux ovocytes de méme taille issus d'animaux non opérés. (Pl. 58, fig. c et e).
Apres une évolution de 40 jours, le cytoplasme de ces ovocytes ne renferme
que trés peu de matéricl préspntant une réaction métachromatique au bleu de
toluidine ; les mucopolysaccharides alcianophiles font défaut,

- e e - - o - -~

condition anhormonale)

10 Jjours. Les ovocytes d'un diamétre initial compris entre
40 et 70 p présentent une structure analogue & celle des témoins : cytoplasme
trés basophile dans lequel sont disséminds les lobules lipidiques et vitellins.
On constate dans\les ovocytes de 80 & 110p, une légére augmentation du nombre
des lobules préséntant une réaction métachromatique au bleu de toluidine.

'20 Jours, Chez les plus Jeunes ovocytes,1'évolution se traduit
essentiellement par la différenciation d'une zone cytoplasmique périnucléaire
riche en ARN, Dans cette zone, des formations filamenteuses trés basophiles
sont disposées parallélement au noyau. On note d'autre part l'apparition
de quelques lobules métachromatiques localisés essentiellement dans la région
corticale de 1l'ovocyte (Pl. 58, fig. g). ‘

30 & 40 jours. Tous les ovocytes examinds présentent la structure

Caractéristique des ovocytes matures. A partir du noyau sont répartis en couches
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successives : une auréole cytoplasmique basophile, les lobules lipidiques, les
lobules vitellins et les mucopolysaccharides acides (Pl, 58, fig. d, f et h).
L'épaisseur de la gangue mucopolysaccharidique varie suivant le diamétre
initial des ovocytes en expérimentation, Elle ne dépasse guére 5 & 6 p pour

les ovocytes mesurant au départ 40 i, de plus la coloration au PAS bleu alclan
révele une certaine hétéropenéité dans sa composition. Par contre pour les
ovocytes d'un diamétre initial supérieur a 54, l'épaisseuf de la gangue est
analogue & celle des ovocytes ayant .subi une maturation naturelle (10 & 15 J ) s
comme dans ce cas, la zone la plus corticale est uniquement réactive au bleu
aleian (Pl. 58, fig. f).

III. PERINEREIS CULTRIFERA

L'étude de cette espéce a été mende en collaboration avec
M. PORCHET (DHAINAUT et PORCHET, 1967). En 1l'absence d'hormone cérébrale,

1'évolution des ovocytes de P, cultrifera est variable selon la période

de 1l'année au cours de laquelle s'effectue 1'expérimentation,

1 - Période estivale (aoit et septembre)

Les adultes mourant aprés la reproduction qui se situe
en mai-juin, on ne récolte, en été, que dcs individus de lére et de 2&me
année, Notre étude- & porté uniquement sur les femelles de 2éme année dont
le diamétre ovocytaire s'échelonne entre 40 et 90 p.

50 Jjours aprés la section, la taille des ovocytes de la région
postérieure n'a pas varié, L'examen cytologique ne montre pratiquement aucune
différence entre les ovocytes ayant évolué en condition anhormonale et ceux
fixés lors de la'récolte, Tout au plus, les ovocytes de la région antérieure
montrent-ils parfois dec légéres variations, caractérisées en particulier par
une diminution de la basophilt nucléaire,

2 - Période hivernale (décembre et janvier)

Dans tous les cas, les ovocytes réagissent & 1l'absence
d'hormone par une augmentation de taille ; 1'analyse biométrique en a été
effectuée par PORCHET (1969). Les caractéristiques cytologiques des ovocytes
appartenant & des animaux de 22me et 3tme année ainsi que leurs modifications
aprés des temps variés d'évolution sont résumées dans la Figure XI, Les

Ovocytes de 2éme année subissent dans 90 % des cas une dégénérescence suivie



Fig. XI - Evolution des ovocytes de P. cultrifera en 1'absence d'hormone

cérébrale. (Période hivernale).

Fig. 1 - Ovocyte d'un animal de 2 ans : Répartition des ribonucléoprotéines
(RNP) et des lobules de vitellus protéique (V) et lipidique (L).

A. Structure d'un ovocyte de 3 ans (120 p'de diamdtre). Notér la
présence de polyosides (P) représentés par des pointillés.

Fig. 2

- B. 40 Jours d'évolution sans hormone cérébréle. les lobules lipi-
diques sont regroupés & la périphérie du noyau. les polyosides (P)
ne présentent pas de réactions acides et rcestent disséminés parmi
les RNP.

Fig. 3 - A. Ovocyte de 3 ans (140 p de diamétre). Apparition dans le cyto-

plasme des premiers lobules de mucopolysaccharides.

- B, 40 Jours d'évolution sans hormone cérébrale. Ségrégation des
constituants cytoplasmiques. Migration des RNP dans la zone péri-
nucléaire. Au centre du cytoplasme : accumulation des lobules
vitellins (V) et lipidiques (L). Dans la zone corticale : couche

’/byo e mucopolysaccharides (M).
UQ[
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de lyse, Les quelques rares ovocytes non dégénérés atteignertune taille de
150 p mais n'acquidrent pas les caractéristiques histochimiques des ovocytes
témoins de taille identique (absence de composés métachromatiques).

Pour les ovocytes issus d'animaux de 3 ans, la réponse & _
1'absence du facteur hormonal varie sclon le diamétre des ovocytes. Ceux
d'une taille initiale comprise entre 120 et 130p ne subissent que des
modifications partielles, Les lobules lipidiques se rassemblent & proximité
du noyau, mals ne se fusionnent pas (Pl. 59, fig. g). D'autre part, malgré
la dimension considérable & laquelle parviennent ces ovocytes (environ 200 p ),
les mucopolysaccharides acides n'apparaissent pas, Par contre, les ovocytes
d'une taille supérieure & 140 p vont acquérir une morphologie sensiblement
analogue & celle des ovocytes parvenus naturellement & maturation, Comme dans
ce cas, on observe, en particulier, une localisation des ribonucléoprotéines
dans la zone périnucléaire et une condensation des mucopolysaccharides acides

en une gangue corticale (Pl, 59, fig. h).

IV. NEREIS DIVERSICOLOR

A - ETUDE "IN vIVO"

Le protocole expérimental est analogue & celui utilisé dans le

cas des deux espéces précédemment étudiédes.

1 - Résultats bilométrigues

Cette manipulation effectuée en collaboration avec

M. BERTOUT a porté sur des animaux récoltés en Octobre et Novembre. Ces
derniers ont pu, selon le diamdtre de leurs ovocytes, &tre répartis en 3
classes (inférieur & 90 u, compris entre 90 et 110 p et entre 110 et 130 B,
dont 1les moyenneg ovocytalires sont respectivement de 54,8 p, 101, 8 pet 1214 p,
Les résultats numériques concernant 1l'accroissement des ovocytes, en présence
¢t en 1l'absence d'hormone, sont regroupés dans le Tableau 12, La figure XII
donne la représentation graphique de deux classes ovocytaires (54,8 et 121,4 )
en fonction du temps.

‘ On constate une brusque augmentation du diamétre des ovocytes
de la région postérieure entre le Séme et le 10&me Jour. Cet accrolssement

Qul intéresse simultanément les 3 classes ovocytalres se poursult ensuite

d'une fagon plus ralentie Jusqu'au 25&me jour. A ce stade de 1l'évolution
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Tableau 12 . Ovocytes de N.divergicolor.Evolution du diandtre ovocytaire et du
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1%abaence d'hormone cérédrale.
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on remarque, que dans les trongons soustraits & l'action de 1'hormone, la

population ovocytaire devient de plus en plus homoggne comme en témoigne,

dans les 3 classes consldérées, le trés faible rapport écart type/diamétre
(Tableau 12).

2 - Etude cytologigue

Apres une quinzaine de jours d'évolution en condition
anhormonale, les ovocytes acquiérent une morphologie caractéristique, par
suite de la ségrégation des éléments cytoplasmiques. Les petits lobules
lipidiques disseminéds dans le cytoplasme tendent & se fusionner ; de méme que les
lobules de vitellus protéique, ils sont repoussés vers la zone corticale du
cytoplasme (Pl, 59, fig. a et b).Autour du noyau, se différencie une zone
cytoplasmique homogéne trés basophile, L'action de 1'ARNase entralne & ce
niveau la suppression de la colopation par la pyronine ou le bleu de toluidine,
Cette zone montre, cn outre, une intense coloration par le P.A.S,, coloration
abolie par action préalable de 1l'amylase salivaire. '

Cette répartition des éléments cytoplasmiques est caractéristique
des ovocytes ayant subi une croilssance accélérée en 1l'absence d'hormone ; elle
n'est jamals observée au cours de 1'ovogengse naturelle, méme & 1'approche
de la maturation."Tn vivo", les ovocytes présentant les signes typiques d'une
dégénérescence ccllulaire sont rares, méme dans les trongons ayant évolué,
en condition anhormonale, pendant une période trés longue de l'ordre de 50

Jours,

B - ETUDE "IN VITRO"

Cette étude, réalisée en cultrue organotypique a été entreprise

et poursulvie en collaboration avec Monsicur le Professeur DURCHON (DURCHON
et DHAINAUT 1964 ; DURCHON et al., 1965).

Cette méthode, bcaucoup plus souple que 1'expérimentation
"in vivo", a permis non seulement de suivre 1'évolution d'ovocytes dans des
parapodcs isolés, mais encore, par la réassociation de prostomiums & des
parapodes en cours de culture, de préciscr 1l'influence d'un rétahlissement
de 1l'action hormonale sur 1'évolution des ovocytes. Elle a autorisé enfin
1'étude des interactions ovocytes-prostomiums d'8ges différents. Les oxpériences

ont été poursuivies & la température constante de 20° C,
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1 - Parapodes isolés

L'évolution ovocytaire est comparable & celle précédemment
déerite dans les ovocytes ayant évolué "in vivo". Les modifications morpholo-
giques se manifestent précocement (10 jours de culturc) et se tradulsent ici
encore par une concentration de substances basophiles autour du noyau (Pl, 59,
fig. d).

Au 20&me Jour de culture, la condensation des ribonucléoprotéines
5'est accentuée dans la zone périnucléaire ol 1'on observe alors la présence
d'amas et de filaments pyroninophiles (Pl. 59, fig. e)., D'autre part, on
assiste A une vacuolisation des granules vitellins et le nucléole, devenu trés
hétérogéne, est appauvri en ARN, Des formations mucopolysaccharidiques
apparalssent prés de la membrane ovocytaire, On note enfin & ce moment, la
présence de nombreux ovocytes en dégénérescence dans lesquels toute structure
organisée a disparu ; ces ovocytes sont fréquemment entourés par des linocytes.

Les ovocytes témoins (association parapode-prctomium de méme fge)
sont identiques & ceux issus de 1l'ovogendse naturelle (répartition régulidre
des ribonucléoprotéines entre les lobules vitellins) (Pl. 59, fig. c) ; ils

ne présentent jamais de signes de dégénérescence.

2 - Réassociations en cours de culture de prostomiums

4 des parapodes initialement isolés,

Cette manipulation, portant gur une centaine d'explants,
a consisté & réassocler tous les deux Jours, pendant deux semaines, des
parapodes initlalement isolés avee des prostomiums, Toutes les cultures, ainsi
que les témoins (association initiale) ont été fixées aprés une durée totale
d'évolution de 24 Jours.
\

Résultats :

- les ovocytes des parapodes réassocids avant le 6&me jour
conservent une structure analogué 4 celle des ovocytes témoins,

- les ovocytes remis en présence du facteur hormonal le 6éme
Jour sont caractérisés par 1'existence, & un pSle du noyau, d'une zone
cytoplasmique basophile parcourue par un réseau fibrillaire, Il ne présentent
pas de dégénérescence aprdés une évolution totale de 24 Jours (Pl, 59, fig. f).

- Les ovocytes des- parapodes réassociés aprés le G&me jJour

évoluent d'une fagon identique 3 ceux des parapodes isolés, Leur dégénérescence
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est d'autant plus marquée que la réassoclation parapode-prostomium a été
effectuée plus tardivement.

Ces résultats montrent done que Jusqu'au 6&éme jour de culture
1l'absence d'hormone n'entraine pas d'effets irréversibles. Par contre, passé
ce laps de temps, les ovocytes s'acheminent vers un processus de dégénérescence

méme en présence d'hormone,

3 - Associlations prostomiums et parapodes d'fges différents

Cette série de culture a porté sur des parapodes renfermant
respectivement des ovocytes d'un diamétre de 120 et 150 p +» Ces parapodes
ont été associés & des prostomiums provenant de femelles 80 p, 120 p, 150 ,
et 180y .

On constate que 1l'assoclation d'un parapode avec le cerveau
d'un animal plus Jeune ou de méme fge n'entratne aucune modifiecation de la
structure de 1'ovocyte par rapport & son état initial. Par contre, les ovocytes
de parapodes associés au cerveau d'un animal plus 8gé évoluent d'une fagon
chhotique. Malgré leur taille considérable (120p 6t 150 p), ces ovocytes,
méme en présence d'un cerveau sont incapables d'aboutir & une maturation

normale.,

V. DISCUSSION
Doux facteurs sont & considérer dans 1l'évolution des ovocytes

en 1'absence d'hormone : 1l'accroissement de volume et 1'évolution cytologique.

1 - Accroissement de volume

Cette réponse des ovocytes de Néréidiens & la levée de 1'inhi-

bition hormonale & été constatée dans les trois espéces étudides de méme que
chez Platynereis dumerilii (HAUENSCHILD, 1956) et chez Nerels grubel
(SCHROEDER, 1970). Par rapport au stade initial, le diamdtre ovocytaire

double au cours de 1l'expérimentation dans les ovocytes de N. diversicolor et

P1l, dumerilii. Chez N. pelagica, le coeffilcient d'accroissement varie entre
2,5 et 3,5 (pour une taille initiale inférieure & 90 u) soit une augmentation

de volume de 1l'ordre de 40 fois, Seuls les ovocytes de P, cultrifera ne

réagissent pas & 1'absence d'hormone en période estivale. Cette particularité
sera envisagée ultérieurement déns notre discussion,

Contrairement aux observations effectuées par CLARK et RUSTON
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(1963) sur N, diversicolor, il semble qu'un laps de latence variant entre

5 et 10 jours s'écoule normalement avant le début de 1l'accroissement, Les
ovocytes d'une taille inférieure, selon les espéces, & 30 ou 40 K s ne
présentent pas d'augmentation de taille, L'examen au microscope électronique
montre que 1l'évolution structurale de tels ovocytes, différe profondément

en 1'absence d'hormone, de celles des ovocytes plus 8gés (Chapitre XIV).

2 - Evolution cytologique

Contrairement & l'accroissement de taillle, 1'évolution
cytologique est trés variable suivant les ovocytes des différentes espéces
de Néréidiens.

Chez N, pelagica, cette évolution s'effectue, dans ses grandes
lignes, d'une fagon comparable & celle de 1l'ovogen®se naturelle, En 1'absence
d'hormone, les ovocytes sont capables de synthétiscr des mucopolysaccharides
acldes, qui se répartissent comme dans les ovocytes matures en une couche

corticale,

Chez P, cultrifera , les ovocytes d'une taille inférieure &

100 montrent rapidement des signes de dégénérescence, Ceux compris entre 110
et 120 malgré une augmentation de taille.considérable (180u ) ne peuvent
élaborer de mucopolysaccharides, Seuls, ceux d'une taille supérieure & 140 p
(stade de 1'apparition des mucopolysaccharides) évoluent dans le sens de la

maturation normale.

En condition anhormonale, les ovocytes de N, diversicolor

évoluent toujours d'une fagon différente de celle de 1'ovogendse naturelle.
Ils g2 caractérisent par une structure particuliére (développement d'une zone
basophile péri-nucléaire) puis finissent par dégénérer,

Une telle différence dans le comportement ovocytaire est
difficile & expliquer "a priori". Les trés intéressants travaux de PORCHET
(1969) permettent cependant d'expliquer gquelques aspects de ce probléme,

Cet auteur implante des cerveaux faiblement actifs, provenant de femelles

sub-matures (ovocytes 150-170 ) dans des femelles de P. cultrifera décérébrées
renfermant des ovoeytes d'une taille inférieure & 100 u(donc voués & une
dégénérescence rapide aprés déeérébration simple). Ces Jeuncs ovocytes

sublssent alors une croissance accélérée, i1ls acquiérent des mucopolysaccharides
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et présentent, en fin d'évolution, la ségrégation cytoplasmique typique
des ovocytes matures normaux, Cette expérience, comparable & celle réalisée
par HAUENSCHILD f1964) chez Pl, dumerilii, montre que ces ovocytes ont besoin

d'une faible concentration hormonale pour pouvoir accomplir complétement leur

évolution.

Ces données nous conduisent & envisager la possibilité d'une
compétence différente des ovocytes de Néréidiens dans leurs potentialités
évolutives en 1'absence du factcur hormonal. Ceux de N, pelazica présentent
un développement quasi-normal dans de telles conditions ; par contre, ceux

de P, cultrifera ont besoin, en dessous de 140 p , d'une falble concentration

hormonale pour franchir 1'étape de la synthése des mucopolysaccharides
(PORCHET, 1969). Nous avons vu d'autre part que, chez cette espéce, la levée
de 1'inhibition hormonale ne s'accompagne en été d'aucune réponse ovocytaire.
Or durant cette période, les cerveaux des femelles sont actifs : implantés chez
des mBles décérébrés, 1ls bloquent la spermatogendse., Il scmble done qu'en été,

les ovocytes de P, cultrifera sc trouvent dans un état d'inertic totale ou

d'incompétence par rapport aux conditions hormonales.

Chez N, diversicolor les ovocytes en expérimentation se sont

toujours montrés incapables de parvenir & une maturation normale., Leur dépen-
dance vis-a-vis d'un taux déterminé d'hormone pourrait &tre trés stricte. Dés
1965, HAUENSCHILD avait suggéré qu'unc corrélation étroite pourrait exister
entre les phases de 1'évolution ovocytaire et le taux d'hormone inhibitrice.
La démonstration de cette hypothése a pu ¢tre effectuée trés récemment par
DURCHON et PORCHET (1970) par unc méthode de culture organotyplque sur
milieu liquide (CHEN). I1 rcsso?t de cc travail que le déroulement des étapes
de 1'ovogendse est contrflé par une variation du taux d'hormone cérébrale.
Nous savons d'auf}e part que les ovocytes peuvent avoir un offet de "feed
back" sur 1l'activité séerétrice du cerveau (PORCHET, 1967, 1969). Chez N.diver-
sicolor, il est possible que toute modification expérimentale, de 1'inte-
raction cerveau-ovocytes entraine ces dernicers vers une évolution aberrapte,

aboutissant finalement & la dégénérescence,

CONCLUSION

- Aprés unc période de latence de 5 & 10 Jours, la levée

de 1'inhibition hormonale se traduit chez les Néréidiens par une augmentation
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rapide de la taille des ovocytes, sauf chez les femelles de P, cultrifera

opérées en été,
- L'aspect cytologique des ovocytes ayant évolué en condition
anhormonale varie sclon les espéces et lc stade de dévcloppement initial des

cellules germinales.

- Les ovocytes de N, pelagica et de P, cultrifera attelgnent

& partir d'une taille respective de 50 et de 140 p une morphologie analogue
3 celle des ovocytes matures normaux (ségrégation des éléments cytoplasmiques,

€laboration d'une couche corticalc de mucopolysaccharides),

- Les ovocytes de N, diversicolor et ceux de P, cultrifera d'une

taille inférieure & 130 p n'acquiérent pas, malgré 1l'augmentation de leur
volume, les caractéres cytologiques des ovocytes témoins d'une taille

équivalente,

- Chez N, diversicolor, 1l'étude de 1l'évolution ovocytaire en

1l'absence d'hormone a été effectude & la fois "in vitro" et '"in vivo". Dans

tous les cas, les ovocytes aprés différenciation d'une zone basophile péri-
nucléaire finissent par dégénérer. En culture organotypique, lhassociation, en
cours de culture, d'un prostomium A des parapodes montre que Jusqu'au 6eme
Jour, 1l'absence d'hormone n'entraine pas d'ceffets irréversibles., Passé ce

laps de temps les ovocytes s'acheminent vers le dézénérescence,méme en présence

d 'hormone.

Les divergences de réaction cntre les ovoeytes étudiés semblent
indiquer, qu'en cbndition anhormonale, 1'évolution des ovocytes ne pourrait
s'effectuer d'une fagon comparable aux processus normaux de maturation que
lorsque les gamétes ont atteint un seuil de compétence variable selon les
espéces., Cette hypothése est discutée en fonction des acquisitions récentes

portant sur les corrélations endochdnes de la gamétogenése chez les Néréidiens,
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CHAPITRE XI

INFLUENCE DE L'ABSENCE D'HORMONE CEREERALE SUR LE METABOLISME OVOCYTAIRE

INTRODUCTION

Cette étude abordée par la technique autoradiographique a porté

essentiellement sur les ovocytes de N, diversicolor. Ce cholx a été effectué

pour deux raisons. D'une part le métabolisme de ces ovocytes avalt été examiné
d'une fagon approfondle au cours de 1'ovogenése naturelle., D'autre part, ces
ovocytes,en condition anhormonale,présentent une évolution cytologique anorma-
le ‘laissant présager une déviation du métabolisme cellulaire. Il importait
done de préciser 1'importance et la nature des perturbations métaboliques
déclenchées par 1'absence d'hormone cérébrale, ‘

Ce probléme a été envisagé par 1'établissement de cinétiques d'in-
corporation aprés des durées variées d'évolution en condition expérimentale,
de fagon A permettre une comparaison efficace avec les processus de syntheéses
se déroulant au cours de 1l'ovogenése naturelle.

Les ovocytes de N, pelegica éui, en 1'absence d'hormone, présentent
une évolution cytologique comparable & celle des conditions naturelles, n'ont
fait 1'objet, faute de temps, que d'investigations partielles. Ces examens
avaient pour but de vérifier l'analogie des processus métaboliques survenant

dans les conditions naturelles et expérimentales.

I. MATERIEL ET TECHNIQUES

Les précurseurs employés sont les m@mes que ceux utilisés dans
1'étude de 1l'ovogentse naturelle (Chapitre II) ; & savoir 1'uridine > H pour
les synth®ses d'ARN, la leucine > H pour celles des protéines totales ét
enfin la lysine O H et l'argin&u? H en tant que précurseurs de 1'élaboration
des protéines basiques.

L'expérimentation a porté sur des ovocytes de N. diversicolor

d'un diamétre initial compris.entre 80 et 110 B Aprés section des vers
dans la zone médiane du corps, les trongons antérieurs (témoins) et postérieurs

(privés d'hormone) regoivent & différents temps d'évolution une injection

L
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de précurseur dont la dose est proportionnelle au poids respectif des trongons (1),

La chasse du précurseur a été effectuée dans certaines séries expérimentales,

IT, INCORPORATION D'URIDINE > H (Tableau 13 et 14)

Durant les quinze premiers Jours d' évoluticu , en condition
anhormonale, on constate un accroissement du taux des synth®ses nucléolaires
par rapport aux ovocytes témoins de la région antérieure,

Dans le cytoplasme, le marquage est sensiblement équivalent par
unité de surface & celul des témoins ; il coIncide avec les travées basophiles
situées entre les Inclusions lipidiques et protéiques, Quand 1'évolution
ovoéytaire s'accentue, il apparait au niveau de la zone basophile péri-nucléaire,

Aprés 22 Jjours d'évolution, c'est-a-dire quand les ovocytes en
expérimentation atteignent kur taille maximum, le taux d'incorporation d'uridine
> H présente une chute brutale (Tableau 14), Un marquage atténué persiste
au niveau de 1l'amphinucléole, il est souvent localisé & un seul hémisphére
de cet organite. la zone péri-nucléaire, malgré sa basophilie élevée ne

présente plus qu'un taux trés faible de radiocactivité,

Tableau 13

Incorporation d'uridine > H aprés 14 jours

d'évolution en l'absence dfhormone

————

: Temps d'incorporation f nucléole f nucléoplasme f cytopl. f vitellus
’ : ' : . protéique

f lh : + : - : : -

: 6 h : 4+ : - :qq.grains: - :

; 24 h e + o+ : - :

: 48 h R R ++ : 4+ : - :
5 Jours N i : ++ T+ : - :

(1) Les trongons antérieurs et postérieurs, isolés dans des boites de Pétri,
sont gardés & la température de 15 ° C.
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Tableau 14
3

Tncorporation d'uridine © H aprés 22 jours

—
.

d'évolution en 1'absence d'hormene

: , : : vitellus
Temps d'incorporation : nucléole , nucléoplasme : cytopl. protéique
24 h : + :  quelques s - : - :
: grains : : :
5 Jours : + Idem : - : - :

ITI. INCORPORATION DE LEUCINE 3 H (Tableau 15)

Durant les 12 premiers Jours d'évolution, on note dans 1'ensemble
une augmentation globale de la radioactivité ovocytaire (quelques variations
individuelles sont observées selon les vers en expérimentation).

L'aspect le plus spectaculaire est observé au niveau du nucléo-
plasme dont le taux de radiocactivité apparailt nettement supérieur & celui
des ovocytes témoins (PL. 2, fig. 1i).

Dans le cytoplasme le marquage est trés abondant dans la zone
corticale de 1l'ovocyte (Pl. 2, fig. i); Dés le 10éme Jjour d'expérimentation
on constate, par contre,l'absence de grains d'argent au niveau des lobules
de vitellus protéique, ce qul semble indiquer l'arrét des processus de
vitellogenése.

Au 16eme Jour, la radiocactivité diminue dans le cytoplasme,

Au 2leme jour d'expérimentation, le marquage baisse d'une fagon

trés nette dans tous les sites cellulaires et devient extr8mement réduit.
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Tableau 15
>

Incorporation ovocytalre de leucine H

- aprés 10 jours d'évolution en absence d'hormone

- — - - o e B AR - WS - A - — - — . WD WS > e U o A - -

——

Temps d'incorporation f nucléole f nucléoplasme f cytopl. i vitellus f
: : : protéique :

-
-
---—————————--———_-————:——-——-—_—_:_--_-_——_-—_—— G ] e e n o 0 w0 o on e

.\
: 1h : + : + :qq. grains: - :
: 6 h : : ++ : o+ : - :
: 24 h : : ++ s+ : - ’
: 48 h 4t 4+ + - :
. 4 Jours +++ ++ + : -
—— : : e

- aprés 21 jours d'évolution en absence d'hormone
o
f 24 h : + : + : 4+ - :
.\\ . .

IV, INCORPORATION DE LYSINE % H ET D'ARGININE > H

Les modalités d'incorporation de ces acides aminés sont trés sembla-
bles & celles déaites précédemment pour 1'incorporation de la leucine > H.
Durant les 12 premiers Jours d'évolution, le taux d'incorporation est supérieur
2 la normale, mais ici encore on constate rapidement un arrét de la concentra-
tion des grains d'argent au niveau du vitellus protéique.

N - Aprés une évolution en 1'absence d'hormone d'une durée

de 3 semaines, une chute drastique du taux de radioactivité est constatée
dans tous les ovocytes. Quel que solt le temps d'incorporation, les grains
d'argent, peu nombreux, sont oEservés uniquement au niveau du nucléoplasme

et des zones basophiles du cytoplasme (Pl. 3, fig, f).
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V. DISCUSSION

Les variations du métabolisme ovocytaire au cours de 1'évolution

expérimentale des ovocytes semblent pouvoir €tre subdivisées en deux étapes.

Dans la premidre phase, on constate une augmentation générale
de l'incorporation des précurseurs par rapport aux ovocytes témoins, Cette phase
d'hyperactivité cellulaire est corrélative de la croilssance accélérée des
ovocytes,

Les synthéses d'ARN, en dehors des variations quantitatives ne
présentent pas de différences marquées dans leur cinétique par rapport i celles
survenant au cours de 1'ovogenésc naturele,

Par contre, en l'absence d'hormone, 1'incorporation des précurseurs
de protéines présente des modificaticns importantes observées & la fols au
niveau du nucléoplasme et du cytoplasme,

Dans le nucléoplasme on constate, & la suite d'une injection de

3

leucine “ H, une augmentaticn spectaculaire du taux de radioactivité, Ce pro-
cessus pourrait Stre dfi, soit & une augmentation de la teneur en protéines
de la vésicule germinative, soit & un ralentissement, voire & un blocage du
transfert du matériel nucléaire vers le cytoplasme, En l'absence de toute
donnée biochimique, il est difficile pour 1'instant de dissocier ces deux
processus; Dans le cytoplasme, la radicactivité est particuliérement élevée
dans la zone corticale, c'est-i-dire 2 l'engroit cu s'effectuent initialement
les synthéses de protéines précurseurs du vitellus (Chapitre VI). Mais en
1'absence d'hormone, méne pour des temps d'incorporation de longues durdes
(48 heures et plus),on n'observe jamails de cordensation de la radiocactivité
au niveau des lobules de vitellus protéique, ce qui semble Indiquer que la
croissance de ‘ces éléments est stoppée. Cette déviation du métabolisme pourrait
résulter en particulier de la dégénérescence précoce de 1'appareil de Golgl
(voir Chapitre XVi) ; 1l'involution de cet organite entrainant la suppression
d'un maillon indispensable dans la chaine des synthéses protéiques du vitellus.
De méme, en condition anhormonale, le marquage consécutif a

3

1'incorporation d'arginine 2 H et de 1ysine © H reste localisé uniquement au
niveau des travées basophiles du cytoplasme. Etant donné la liaison possible
entre les protéines basiques et 1'ARN ribosomal, il se pourrait que la persis-
tance du marquage & ce niveau traduise le maintien d'une association qul aurait
pour conséquence l'inhibition progressive de l'activité fonctionnelle des

ribosomes,



- 156 -

Au cours de la deuxiéme phase de 1'évolution ovocytaire, on
constate effectivement une chute spectaculaire de 1'incorporation des précur-
seurs marqués.,

Les ovocytes qul & ce moment ont atteint leur maximum de développe-
ment parviennent & une sorte d'inertie métabolique qui contraste avec

1'hyperphasie cellulaire. Chez N. diversicolor, 1'absence d'hormone est done

suilvie d'une déviation du métabolisme cellulaire, prélude & la dégénérescence
de ces cellules. )

Chez N. pelagica, espéce ol les ovocytes en 1l'absence d'hormone
parviennent & une maturation anticipée, nous avons constaté par contre que
les synthéses d'ARN se poursuivent au cours de 1l'évolution ovocytaire selon

un processus comparable & celui de 1'ovogenése naturelle,

En 1l'absence d'hormone, 1'évolution du métabolisme ovocytaire
souligne donc le comportement cytologique anormal des ovocytes voués i la

dégénérescence (N, diversicolor) ; elle s'effectue par contre d'une fagon

comparable & celle de 1'ovogenése naturelle dans le cas des ovocytes aboutis-
sant & un état de maturation analogue & celui qul est atteint dans les condi-

tions naturelles (N. pelagica).

CONCIUSION

Chez N, diversicolor, 1'évolution ovocytaire en eondition anhor-

monale débute par une phase d'accélération des processus métaboliques, corré-
lative de la croissance accélérée des ovocytes.

Cependant on constate de fagon précoce 1l'arrft de la croissance
des lobules vitellins (10éme Jour d'évolution environ). Ce blocage de la
vitellogendse pourrait résulter de la dégénérescence de 1'appareil de Golgi.

- Une interaction exlste vralsemblablement entre le déséquilibre
métabolique du cytoplasme et celul du noyau (accumulation de radiocactivité
dans le nucléoplasme), Cette déviation de 1l'activité cellulaire entraine
rapidement une chute générale du métabolisme de 1'ovocyte, Ces cellules,
malgré leur aspect hyperplasique,sont alors dans un état d'inertie métaboiique
qul prélude A une phase de dégénérescence,

- Par contre, chez N, pelagica, espeéce ol les ovocyﬁes parviennent
d'une fagon anticipée & une maturation normale, les synthéses d'ARN se poursuivent
au cours de 1'évolution ovocytaire selon un processus comparable & celuil de

1'ovogendse naturelle,
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CHAPITRE XII

LE NOYAU ET LES INCLUSIONS NUCLEAIRES

Notre étude de 1'évolution nucléaire au cours de 1l'ovogentse
naturelle avait porté sur trois points principaux :

- les synthéses d'ADN ovocytaire

- les transformations du nucléole

- les inclusions intra-nucléaires

Le déroulement des synthéses d'ADN ovocytaire en condition anhor-
mocnale sera envisagé dans le chapitre XV, conjointement & celui des synthéses
d'ADN des spermatocytes de fagon & établir une comparaison efficiente entre
les deux lignées germinalcs,

Dans ce chapitre, notre étude sera consacrée tout d'abord &
1'évolution du nucléole puis & la morphologle et au mode de formation des

inclusions intra-nucléaires,

I. LE NUCLEOLE

1 - Observations

L'évolution du nucléole des ovocytes en expérimentation a été
suivie uniquement en microscopie photonique,

Chez N, diversicolor, au cours de l'ovogenése naturelle, 1'unique

nucléole se scinde, & 1l'approche de la maturation, en deux hémisphéres, 1l'un
basophile, 1l'autre acidophile. Dans ce dernier, la teneur en ARN régresse
progressivement et la coloratlion par le bleu de toluidine ou la pyronlne
finit par devenif‘négative. On assiste alors & une dislocation du nucléole
central en de petits frasments nucléolaires situés & proximité de 1'enveloppe
nucléaire,

Une évolution similaire est observée précocement au cours de
1l'ovogendse expérimentale (10 jours en culture organotypique, 20 Jours |
environ "in vivo"). Aprds avoir acquis une ségrégation trds nette en deux
hémisphéres (Pl. 59, fig. b et d), le nucléole se dissocie en de petits
massifs fréquemment localisés & proximité des inclusions intra-nucléaires
(Pl 62, fig. b).
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Chez N, pelagica, le cycle nucléolaire particuliérement complexe
(chapitre IV) est caractérisé vers la fin de la vitellogenése par une phase
de dislocation suivie de la reconstitution du massif nucléoclaire, stade & la
suite duquel la basophilie des constituants nucléolaires diminue., Une disso-
ciation ultime du nucléole survient peu de temps avant la maturation ovocytaire.

Aprés 20 Jjours d'évolution en condltion anhormonale, on observe
dans le noyau la présence de nombreux ¢léments nucléolaires pauvres en ARN,
Cette morphologie évoque celle observée dans les ovocytes sub-épitoques
témoins.

Aprés 25 & 30 jours d'expérimentation, on constate, comme dans le
cas des ovocytes sub-matures la présence de nombreux fragments nucléolaires
dans la zone corticale du nucléoplasme, Ces éléments disparaissent rapidement
et le nucléoplasme pratiquement vide (Pl. 58, fig, f) ne renferme plus que

de trés rares éléments au contour mal défini.

= - Discussion

En condition anhormonale, le déroulement du cycle nucléolaire
parait s'effectuer dans ses grandes lignes selon un schéma comparable &
celui de 1'ovogendse naturelle. Il est & noter cependant que les modifications
du nucléole semblent devancer d'une fagon assez nette celles du cytoplasme,
Ce décalage laisse supposer que le déséquilibre hormonal pourrait jouer tres
t8t un réle particulidérement important au niveau du nucléole, Nous nous
proposons de reprendre ce probléme en ultrastructure de fagon & préciser
les modifications survenant en 1'absence d'hormone au niveau des composants

nucléolaires,

IT. LES INCLUSIONS INTRA-NUCLEAIRES

Au cours de 1l'ovogendse naturelle, nous avons signalé dans le
\
chapitre consacré au noyau, l'apparition & 1l'approche de la maturité sexuelle,
de lamelles annelées intranucléaires dans les ovocytes de N. pelagica, et de

vésicules d'une structure complexe dans ceux de N, diversicolor, Ces formations

apparaissent également dans les ovocytes ayant subi une croissance accélérée
en l'absence d'hormone cérébrale, Elles sont dans ce cas plus nombreuses et

plus développées qu'au cours de la maturation normale.

A - LES LAMELLES ANNELFES INTRA-NUCLEAIRES
1 - Etude morphologilque

Chez N. pelagica ,en condition anhormonale ces formations
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lamellaires peuvent atteindre une longueur d'environ 2 u (Pl, 60, fig. b).
Elles s'élargissent parfois & leur extrdémité en des vésicules d'une taille
variant entre 1500 et 2500 K . Les lamelles annelées intra-nucléaires sont
toujours localisées A proximité de 1'enveloppe nucléaire, Elles sont orientées
le plus souvent obliquement ou perpendiculairement par rapport & cette
derniére (Pl. 6I, fig. 2a) ; elles ne sont jJamais associées en des empilements
groupant de nombreux éléments comme dans le cas des lamelles annelées cyto-
plasmiques, .

Les formations annulaires des lamelles intra-nucléaires, d'un
diamdtre total d'environ 1400 K‘, sont d'une structure comparable i celles
de 1l'enveloppe nucléaire, (Pl., 60, fig. b et Pl. 61, fig. c).

' Les pores renferment fréquemment un matéricl dense finement
granuleux ; leur fréquence est généralement moins élevée dans les lamelles

annelées qu'au niveau de la paroi nucléaire,

2 - Mode de formation

Les lamelles annelées intra-nucléaires semblent
s'édifier & partir de petites vésicules accolées & la membrane intérne de
1'enveloppe nucléaire, Chez N, pelagica, ces vésicules, par une augmentation
progressive de leur taille, forment des lames d'un diamdtre d'environ 300 K“

et d'une longueur atteignant 0,25 p (Pl, 61, fig. b)., Chez N, diversicolor

contrairement & celui des ovocytes issus de 1'ovogenése naturelle, le noyau
des ovocytes en expérimentation renferme des lamelles annelées. Dans ce cas,
on observe de fréquentes associations entre deux petites vésicules d'une
taille n'excédant pas 800 A (P1. 64, fig., a et ¢), Dans cette zone de
fusion partielle, la structure d'un pore annulaire semble se différencier
progressivement. Un tel processus, observé par KESSEL (1964 et 1965) chez les
Tuniciers, pourrait &tre & l'origine de 1'élaboration des lamelles annelées
intra-nucléaires ; certaines d'entre elles gardent en effet 1'aspect d'une
chafhette de vésicules relides par 1'intermédiaire d'éléments annulaires

(P1. 65, fig. a).

B - LES VESICULES INTRA-NUCLEAIRES
1 - Etude morphologique

Elles se présentent sous l'aspect de vésicules de
grande taille, sensiblement sphériques, renfermant des granules d'un contenu
de densité électronique élevée (Pl., 62, fig., a et b). Ces éléments sont

Particulidrement caractéristiques des ovocytes de N, diversicolor, mais on
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en observe également dans les ovocytes de P, cultrifera ayant évolué en

1'absence d'hormone et beaucoup plus rarement, dans ccux de N. pelagica
(P1. 60, fig. b).

Chez N. diversicolor, ces inclusions sont beaucoup plus nombreuses

qu'au cours de 1l'ovogenése naturelle (Chapitre ITI). On peut en dénombrer
Jusqu'a une centaine par section de noyau. Toujours localisées dans le nucléo-
plasme proche de l'enveloppe nucléaire, ces formations acquiérent une taille
importante pouvant atteindre 0,9 p (Pl. 62, fig. b) (rappelons gue cette
derniére ne dépassait guére 0,6 p dans le cas de 1'ovogenése naturelle)
(P1. 62, fig. a). Le nombre de granules intravésiculaires est également plus élevé
et 1'on peut en dénombrer Jjusque 8 ou 10 par vésicule ., Dans ce cas, certains
grahules ne renferment plus que trés peu de matériel dense et leur contenu
présente alors un aspect gnalogue 4 celul du nucléoplasme, Beaucoup plus
rarement, on note l'apparition de granulations trés denses, sans membrane,
d'une morphologle comparable & celle du glycogéne (Pl, 62, fig. b). Ces derniéres
observations ne résultent toutefois que d'une seule série expérimentale.

La parol des vésicules présente fréquemment des invaginations
(P1, 64, fig., b et P1, 65, fig. a)., On observe, & 1l'intérieur des replis de
la membrane, un dépdt de matériel dense de méme aspect que le contenu des
granules intra-nucléaires.

Certaines micrographles montrent nettement une relation entre les
inclusions vésiculaires ct les lamelles annelées (Pl, 64, fig, b et Pl, 65,
fig, a), En outre, la parol des vésicules présente fréquemment des expansions
lamellaires ; ces derniéres pourraient représenter les vestiges d'une associa-

tion entre ces deux systémes,

2 - Etude cytochimique

Cette étude a été réalisée sur des ovocytes de

N. diversicolor ayant évolué en 1'absence d'hormone pendant 25 Jjours.

Dans le but de préciser la nature chimique du matériel dense
contenu dans les granules des vésicules intra-nucléaires, nous avons été amené
& utiliser la technique des digestions enzymatiques, L'action de la pepsine
& 37° C (pepsine 0,2 % dans H C1 0,1 M) pendant 20 minutes entraine une
diminution de la densité de ce matériel, qul est complétement extrait aprés
une durée d'environ 50 minutes (Pl, 65, fig. b). Dans le cytoplasme, on
Observe & ce moment, la digestion du matériel matriciel des mitochondries et
une atténuation de la densité du vitellus. la structure des ribosomes reste

blen conservée.
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Le flottage des coupes sur une solution d' ARNase & 0,15 %
pendant une heure trente entratne la disparition des ribosomes cytoplasmiques ;
par contre, cette enzyme ne semble pas agir sur la stuture des granulations intra-
nucléaires, L'utilisation de 1'ADNase n'apas été effectuée sur les ultra-coupes,
toutefois les observations réalisées en microscopie photonique & la suite de
la technique de Feulgen n'ont pas perm%s de déceler de réactions positives au
niveau des granules intra-nucléaires,

TI1 semble donc que des protéines gonstituent une partie importante
du matériel intra-vésiculaire ; 1'association éventuelle de ces protéines 2 de

1'ARN n'a pu &tre démontrée.

ITI, DISCUSSION

1 - Structure et répartition deslamelles annelées ct des inclusions

intra-nucléaires.

- Ia présence de lamelles annelées & 1l'intérieur du

noyau constitue un phénoméne assez rare. L'existence de telles formations a
été signalée essentiellement dans la vésicule germinative de divers
ovocytes d'Echinodermes (MERRIAM, 1959), et surtout ovocytes de Tuniciers
(HSU, 1963 ; KESSEL, 1964 a, 1965 ; EVERINGHAM, 1968) et d'Annélides (DHAINAUT,
1966 a ; EISENSTADT, 1965), Leur présence a également été mentionnée dans le
pronuclcus de 1l'euf humain (ZAMBONI et al., 1966) et dans des cellules
germinales miles de Crustacés (KESSEL, 1968 e) et d'Insectes (FOLLIOT, 1968).
Les lamelles annelées intra-nucléaires présentent des caractéris-
tiques morphologiques trés comparables dans tous les groupes examinés (HSU,
1967). Elles sont toujours situées & proximité de 1'enveloppe nucléaire, et
sont généralement orientées obliquement ou perpendiculairement par rapport
a4 cette dernidre., Elles sont leplus souvent isolées et ne constituent Jamais
des empilements considérables comme dans le cas des lamelles ammelées cyto-
plasmiques. La continuité des lamelles annelées intra-nucléaires avec la
membrane nucléaire interne a été signalée par certains auteurs (EVERINGHAM,
1968 ; FOLLIOT, 1968).

- Les inclusions intra-nucléaires du type observé

dans les ovocytes de N. diversicolor constituent & notre connaissance une

pParticularité unique du noyau des cellules germinales., Elles préscntent par
contre certaines analogies avec les formations désignées par les auteurs
anglo-saxons sous le terme de "nuclear bodies". De tels organites ont &té
déerits dans différents tissus (cellules de 1'épididyme (NICANDER, 1964 ;
HORSTMANN et al., 1966 ; SIMAR et LEMAIRE, 1966), cellules rénales (LATTA et
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MAUNSBACH, 1962 ; FARQUHAR et PALADE, 1962) et de la cortico-surrénale
(WEBER et al., 1964) ). Leur fréquence semble relativement élevée dans les
cellules atteintes d'infections virales ou tumorales (BOUTEILLE et al., 1967 ;
KRISHAN et al., 1967). Cependant, contrairement & celle des inclusions ovocy-
taires, 1l'origine des "nuclear bodies" semble se situer & 1'intérieur du nucléo-
plasme, parfols & proximité du nucléole central (LAFONTAINE et al., 1963;
WEBER et al., 1964 ; KIERSZENBAUM, 1969). D'autre part, les 'huclear bodies"
se présentent généralement sous 1'espect d'une auréole concentrique de micro-
fibrilles au sein de laguelle pcuvent se différencier des granules denses,
mais ces derniers ne sont pratiquement Jjamais entourés par une membrane.

Dans les cellules de la cortico-surrénale (WEBER et al,, 1964),
les "nuclear bodies", sous l'action de 1'ACTH, évoluent et acquidrent un aspect

assez comparable & celui des formations ovocytaires de N, diversicolor. Ces

corps ("multilocular bodies") sont situés & proximité de 1'enveloppe nucléaire
et peuvent &ire associés & des formations lamellaires. Ils renferment des
lobules de faible densité groupés & 1'intérieur d'une vésicule dont la paroi
présente des processus d'invagination. WEBER signale que ces formations sont
dépourvues d'ARN et d'ADN, Des constatations analogues ont été effeétuées

au niveau des "nuclear bodies" par NICANDER (1964) et par KRISHAN et al. (1967).
Ce dernier auteur souligne par contre leur teneur élevée en protéines, critérei
mentionné par ailleurs par GOURANTON (1969 a) au sujet de cristaux intra-

nucléaires.

2 - Processus de formation

Les premiers indices de 1l'apparition de formations intra-nucléaires,
tant au cours de 1l'ovogendse naturelle qu'expérimentale, résident dans 1'édifi-
cation de petites vésicules aplatics, accolées & 1l'enveloppe nucléaire, HSU
(1963) et KESSEL (1965) chez les Tuniciers ont observé 1'élaboration d'organites
similaires par un processus de bourgeonnement de la mcmbrane nucléaire interne.
De tels aspects morphologiques n'ont été que rarement apergus dans notre
matériel (peut-&tre par suite de la rapidité de leur formation) ; toutefois
11 parait vraisemblable qu'un processus analogue puisse &tre & 1'origine
des vésicules proches de 1'enveloppe nucléaire. '

Ia destinée des vésicules ainsi élaborées est complexe et pourrait
Stre 11ée & la fois & 1'élaboration des lamelles annelées et & celle des
Inclusions intra-nucléaires vésiculaires,

Chez les Néréidiens, comme chez les Tuniciers (KESSEL, 1965), la

formation des lamelles annelées intra-nucléaires semble résulter d'une
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assoclation de vésicules, lesquelles incomplétement fusionnées, restent
séparées par une zone renfermant un matériel dense. Dans cette zone s'édi-
fierait progressivement une structure annulaire. L'accrolssement des lamelles
résulterait d'un enchafnement progressif de plusieurs associations de
vésicules.

Chez N, diversicolor on n'observe pas 1l'apparition de lamelles

anneldes au cours de l'ovogendse naturelle. Les vésicules restent 1solées,
elles augmentent progressivment de taille et acquildrent une forme sphérique.
Ces vésicules semblent donc se transformer directement en inclusions nucléaires
(P1. 63, et Pig. XIII).

. Au cours de l'ovogenése expérimentale, par contre, un processus
différent semble intervenir. L-s inclusions intra-nucléaires, en effet, sont
fréquemment en relation avec des lamelles annelées. Il est possible, comme
le suggdre le schéma de la Fig.¥IIT que 1l'extrémité dilatée des lamelles
intra-nucléaires puilsse @tre & 1l'origine de leur formation.

Les granules observés- dans les inclusions intra-nucléaires résultent
d'une invagination de la paroi de ces organites. La nature du matériel qui
pénétre dans ces replis membranaires semble différente de celul des fragments
nucléolaires abondants dans cette région. Si des relations de contiguité sont
fréquemment observées entre ces deux types de formation, aucun échange morpho-
logique de matériel n'a py, par contre, €tre mis elairement en évidence. D'autre
part, les micronucléoles semblent peu sensibles & 1l'action de la pepsine. En
dehors, d'une quantité vraisemblablement peu importante d'ARN (trés faible
réaction aux colorants basophiles), ces nucléoles renferment une teneur
devée en protéines basiques comme en témoigne la coloration au vert solide
apres hydrolyde acide, (technique d'ALFERT et GESCHWIND). Or, on connait la
ré&lstance de ce type de protéines & 1'action de la pepsine (MAZIA et al. 1947).

Lors de 1'apparition des inclusions intra-nucléaires, nous avons
observé par ontre dans le nucléoplasme, 1l'existence de petites granulations
sensibles & l'action de la pepsine. L'origine de ces formations est encore
inconnue, rien ne permet pour 1l'instant de la rattacher aux processus de

fragmentation du nucléole.

3 - Signification physiologique des lamslles annelées et des inclusions

intra-nucléaires.

La signification physiélogique de ces organites reste obscure. Chez
1''nsecte Philaenus, FOLLIOT (1968) conslddre que les lamelles annelées
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Fig. XIIT - Schéma proposé pour l'explicétion de 1'élaboration des formations

Fig. XIV

intra-nucléaires de N. diversicolor.

A gauche (cas de 1'ovogenése naturelle) : Evolution des vésicules
issues de la membrane interne de 1' enveloppe nucléaire (EN).

A droite (6&6gené$e expérimentale), le processus se complique par
suite de 1 élaboration de lamelles annclees intra-nucléaires ;
1'évolution de certaines d'entre elles pourrait conduite 3 1'édi-

fication des vésicules. N : noyau.

- Schéma relatif & 1 hypothése de la formation des lamelles annelee

cytoplasmiques de N. diversicolor. , .

Ie matériel extrudé a partir des pores de 1! enveloppe nucléaire (EN)
pourrait induire 1la differen01ation de pores annulaires au niveau
des citernes du réticulum situdes a proximité du noyau.TCe matéfiél,
riche en protéines, pourgait étre de mcmc nature que celui inter-
venant dans 1'édification granules intra-vésiculaires. Son origine

demeure inconnue.



Fig. X1l

Fig.XIV
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intra-nucléaires servent de support a la chromatine, mais ces observations,
réalisées sur des spermatogonies, ne semblent pas pouvoir @tre étendues aux
ovocytes, la chromatine de ces ccllules n'étant pas morphologiquement
décelable, EVERINGHAM (1968) suppose que ces formations pourraient représmnter
une sorte de réserve de membranes pour 1'accroissement de 1'enveloppe nucléaire.
Chez les Néréidiens, lecur apparition survient en fin de croissance ovocytaire
et leur destinde, aprés la rupture de la vésicule germinative, n'a pu &tre
précisée, Enfin selon HSU (1963), les lamelles annelées intra-nucléaires
résulteraient d'une interaction nucléo-cytoplasmique en rapbort avec l'activa-
tlon génique du nucléoplasme. Une telle conagption est évidemment séduisante
mais reste, pour 1l'instant, du domaine des hypothéses,

I1 est & noter que chez les Néréidiens, les formations intra-
nucléaires surviennent & 1'approche de la maturité sexuclle, & une période
oll le taux d'hormone inhibitrice décroit de fagon notable (HAUENSCHILD, 1968).
Dans le cas de 1l'ovogenése expérimentale, la croissance accélérée des ovocytes
corrélative de la supression brutale du facteur hormonal, pourrait expliquer
1'importance et la complexité de ces formations,

En effet, si 1l'incidence des facteurs hormonaixau niveau des
lamelles annelées intra-nucléaires n'a pas été étudiée, nous savons par contre
que les inclusions intra-nucléaires de la surrénale évoluent sous l'action
de 1'A.C;T.H. (WEBER et al, 1964), D'une maniére générale, il scmble admis
que ces formations, liées le plus souvent & une hyperactivité cellulaire,
paurraient résulter d'une cause virale, tumorale, ou de conditions hormonales

particuliéres (BOUTEILLE et al.,, 1967).

CONCLUSTON

- Les observations réalisées en microscopie photonique montrent,
qu'en condition anhormonale, le déroulement du cycle nucléolaire s'effectue
Selon un schéma comparable & ccluil de 1'ovogenése naturelle,

- Les inclusions nucléaires peuvent etre subdivisées en deux
catégories : lamelles armeldes et vésicules intra-nucléaires. Au cours de
1'ovogentse naturelle, ces formatlons ont été observées respectivement et
de fagon constante dans tous les ovocytes matures de N, Pclagica et de

N._diversicolor,

Fn 1'absence d'hormone ces organites acqui2rent un développement
hYDertrophiquc. D'autre part la présence dmultanée de lamelles annelées et de

Vé€sicules intra-nucléaires a été constatée & la fols chez N. pelagica et

N, diversicolor.
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- Le modec de formation des inclusions intra-nucléaires est
envisagé, Les lamelles annelées scmblent résulter d'une association de
petites vésicules localisées initialcment & proximité de 1'enveloppe nucléaire,
L'augmentation progressive de la taille de ces petites vésicules serait
également A 1'origine des inclusions vésiculaires de grandc dimension,

particuliérement abondantes dans les ovocytes de N, diversicolor. Dans le

cas de 1'ovogenése expérimentale, ces inclusions nucldaires pourraient
également dériver d'une dilatation de 1'extrémité des lamelles annelées
(Fig. XIID),

- Le matériel dense des granules intra-vésiculaires est de nature
pProtéique comme en témoigne la digestion par la pepsine aprés inclusion des
ovocytes au GMA. _

- L'abondance et 1'hypertrophie des inclusions intra-nucléaires
Semblent 11ées & 1'accélération des processus métaboliques corrélatifs de

1'évolution ovocytaire en condition anhormonale.'
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CHAPITRE XIII

IE RETICULUM ET LES ILAMELIES ANNEIEES CYTOPLASMIQUES

INTRODUCTION

les premidres études ultrastructurales réalisées sur des ovocytes
ayant évolué en condition anhormonale (DURCHON et BOILLY, 1964) avaicnt attiré

1l'attention,chez N. diversicolor, sur le développement des éléments du réti-

culum et 1'abondance des lamelles annelées cytoplasmiques. Ces 6bservations
toutefois avaient été effectuées en culture organotypique sur des explants
cultivés a la température constante de 20° C. Nous avons repris ce probléme
en faisant varier les conditions expérimentales (évolution "in vivo" & des
températures variées) pour déterminer le rfle du métabolisme dans ces proces-
sus. Nous avons étendu, d'autre part, nos investigations a N. pelagica.
L'examen des ovocytes & des temps variés d'évolution permet d'éta-
blir, par ailleurs, une relation morphologique entre les éléments du réticulum
et les lamelles annelées. Pour cette raison, nous avons abordé conjointement

1'étude de ces deux catégories d'éléments cellulaires.

I - NEREIS DIVERSICOLCR

1 - Evolution ovocytaire "in vivo", 3 la température de
10 - 15° C

» Aprés 20 & 25 Jours d'évolution, ces ovocytes présenfent,en

microscopie optique, une zone basophile péri-nucléaire trés caractéristique.
En microscopie électronique, cette région du cytoplasme montre la présence de
trés nombreux ribosomes (responsables des réactions basophiles), des granula-
tions alpha de glycogéne et enfin de trés nombreuses mitochondries, générale-
ment de forme allongée (Pl. 66, fig. b). les citernes de réticulum, lisse ou
granulaire, sont rares. Presque absentes dans certains ovocytes, elles sont

représentées dans d'autres, par des lames d'une longueur n'excédant pas 4 4 5 p;
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ces lames sont parfois rassemblées en des assoclations paralléles de 3 & &
é1léments.

Dans les ovocytes ayant évolué i température normale (10 - 15° C),
les seules formations de réticulum présentes d'une fagon constante sont
observées au voisinage de 1l'enveloppe nucléaire ; elles apparaissent préco-
cement au cours de l'évolution ovocytaire (10 4 15 jours environ), et sont
représentées 4 ce stade par une ou deux lames de réticulum pratiquement
agranulaire. Assez rapidement, ces lames se rapprochent de l'enveloppe
nucléaire et s'orientent d'une fagon rigoureusement paralldle & cette derniére.
L'enveloppe nucléaire et les lames du réticulum sont séparées par une distance
respective d'environ 1000 A.

Vers le 20eme Jour d'évolution, des pores apparaissent au niveau
des lamelles cytoplasmiques. Ils sont situés en regard de ceux dé 1'enveloppe
nucléaire et présentent une structure analogue (Pl. 65, fig. a et P1.67, fig. b)
a4 la leur. |

Quand plusieurs lamelles sont disposées concentriquement autour
de l'enveloppe nucléaire, on note que ;'apparition des pores est plus tar-
dive au niveau des éléments les plus externes.

In vivo (15T) et en condition anhormonale, on constate que le
nombre de lamelles annelées péri-nucléaires reste toujours limité & 3 ou 4
é1éments au maximum, méme dans des ovocytes ayant subi une évolution prolon-

gée de 1l'ordre de 2 mois.

\ 2 - Evolution ovocytaire "in vivo" & la température de 20° C

) Ces ovocytes montrent une évolution morphologique plus rapide
que dans le cas précédent. Lés formations de glycogeéne deviennent extrémement
abondantes ; elles s'assemblent pour former de larges amas dans le cytoplasme
de la zone péri-nucléaire. Dans cette zone, on observe fréquemment des accu-
mulations trés importantes de citernes ergastoplasmiques pogvant groupcr une
trentaine d'é1éments (Pi. 67, fig. b). Au microscope optique, ces formations
se présentent sous l'aspect-de filaments trés basophiles. Les citernes, dont
la longueur peut atteindre Jjusque 10 ps ont une disposition sensiblement
paralléle. Elles se rapprochent les une des autres en certaines zones., A ce
niveau, on observe fréquemment leur différenciation en structuresannulaires
(P1. 67, fig. a). la répartition‘des pores le long des citernes ergastoplas-

miques est assez irréguliére. Par contre, d'une lamelle & l'autre, les pores
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occupent toujours une position identique ; situés les uns en face des autres,
i1ls forment des alignements rectilignes pouvant intéresser une dizaine 4'é1é-
ments ou plus.

Dans le cas des ovocytes ayant évolué & la température de 20° C
nous avons retrouvé a la périphérie de l'enveloppe nucléaire la disposition
concentrique des lamelles annelées ; leur nombre reste sensiblement analogue

8 celul observé dans le type d'expérimentation précédent.

3 - Evolution ovocytaire "in vitro" en cuiture organotypigue

Cette étude réalisée par DURCHON et BOILLY (1964) a fourni
les données les plus spectaculaires concernant la prolifération des lamelles
annelées cytoplasmiques. Dans des ovocytes ayant subi une évolution de 20
Jours en condition anhormonale, la zone périnucléaire est occupée en certains
endroits par des lamelles annelées assemblées en des empilements de 90 rangées
sur une longueur de 20 p. Ces observations avalent été effectuées apres
fixation au tétroxyde d'osmium. Nous avons repris cette méthode d'obtention
de lamelles annelées et,afin de préciser la morphologie de ces éléments, nous
avons utilisé la double fixation éiﬁglutaraldéhyde et & 1'osmium. D'autres
ovocytes, fixés uniquementélxxglutaraldéhyde ont é+é inclus dans du glycol-
métacrylate (LEDUC et BERNHARD, 1367) pour permettre une étude par digestion

enzymatique.

\ a) Observations morphologiques

Ies pores des lamelles annelées ont une structure
analogue & ceux de 1l'enveloppe nucléaire. Ils sont 1limités par un amneau de
densité élevée. le diametre extérieur de cet anneau examiné en section tan-
gentielle (P1, 68, fig. a et b) est d'environ 135G A ; son diamétre interne
Se situe aux alentours de 750 K. Chaque pore renferme dans sa zone centrale
un élément granulaire dense ; la peroi de 1'arneau renferme 8 é1éments de
Structure tubulaire (Pl. 68, fig. b).

Chaque lamelle est.constituée de deux membranes dépourvues de ribo-
Somes séparées par un espace inter-membranaire clair d'environ 400 R. Les
Pores des différentes lamelles sont superposés en un alignement rectiligne.
Ils sont réunis les uns aux autres par un matéricl dense d'une structure trés
finement granulaire (Pl. 69, fig. b).
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b) Digestions enzymatiques

- Actlion de la RNAse (RNAse & 0,15 % dans 1l'eau
"""""""""" distillée a pH : 6,8)

Aprés flottage des coupes pendant 4 heures & 37° C, elle
n'entratne qu'une diminution partielle de la densité du matériel situé au
niveau des pores lamellaires.

- Action de la pepsine (06,2 % dans HC1 0,1 M)

Cette action est beaucoup plus drastique. Elle détermine
aprés 50 minutes de digestion, la disparition presque compléte du matériel
dense situé dans la zone des anneaux (Pl. €9, fig. c) ; seuls persistent &
ce niveau de trés fins granules d'une taille trés inférieure i celle des
rivosomes. Par contre, les ribosomes des citernes ergastoplasmiques prolongeant

les lamelles annelées ne sont pas dégradés et restent tres denses.

- Ia digestion par la pepsine pendant 30 minutes suivie,

fournit des résultats comparables & 1l'action de la pepsine seule. Les struc-
tures annulaires deviennent difficilement discernables ; en outre, les

ribosomes des clternes ergastoplasmiques sont fortement dégradés.

Les résultats obtenus par les digestions enzymatiques semblent
Indiquer que le matériel en relation avec les lamelles amnelées est constitué
en majeure partie de protéines, vraisemblablement assocides & une faible
quantité &'ARN.'

II - NEREIS PEIAGICA

Cette étude a porté uniquement sur une évolution ovocytaire -

"in vivo" dans des trongons postérieurs de vers maintenus & la température
de 1l'aquarium (10 & 15° C). Une température plus élevée (de 1l'ordre de 20° C)
Se montre rapidement 1éthale.

Le développement considérable des éléments du réticulum constitue
un des critéres les plus marquants de 1l'évolution ovocytalre en condition
anhormonale. Cet accroissement débute précocement, dix Jours environ apreés
1'0pération. Ies citernes aplaties de réticulum sont localisées essentielle-

ment dans la zone corticale de 1l'ovocyte et dans la zone péri-nucléaire. Dans
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la zone corticale, 4 4 5 éléments sont parfois associés ¢t enroulés concen-
triquement. Autour du noyau, les citernes sont disposées parallélement &

l'enveloppe nucléaire, mais contrairement au cas de N. diversicolor, elles

~

n'apparaissent Jamais accolées a cette derniére.

Dans les ovocytes submatures (30 & 40 Jours) une.association
étroite se manifeste fréquemment entre plusieurs éléments du réticulum et
s'accompagne de leur différenciation cen pores annulaires.

Dans les ovocytes de N, pelagica, la présence de lamelles annelées,
accolées & la paroi du noyau, n'a été qu'exceptionnellement constatée. les
formations annulaires, groupant une dizaine d'éléments sont disséminées dans
la zone périnucléaire, elles peuvent atteindre une longueur de 6 & 7 p
(P1. 69, fig. a).

ITII-. DISCUSSION

1 - Répartition et structure des lamelles annelées cytoplasmiques

les lamelles annelées cytoplasmiques ont été observées en

premier lieu par AFZELIUS (1955) et REBHUN (1956) dans des ovocytes d'Echino-
dermes et de Mollusques. Le terme de"lamelles annelées’ leur a été décerné
par SWIFT (1956). Leur présence semble particuliérement fréquente dans les
ovocytes et les spermatocytes, elle a également été signalée dans certaines
cellules somatiques, notamment les cellules tumorales. KESSEL (1968)a fourni
une bibliographic fort compléte de la répartition de ces formations.

Malgré la grande diversité des observations effectuées, un certain
nombre de critéres commns se dégagent des études portant sur les lamelles
annelées.

- Les lamelles annelées sont parfois isolées dans le cytoplasme,

Mais elles sont le plus souvent associées en un cmpilement d'éléments disposés
Parallélement. L'intervalle séparant les éléments respectifs est constant et
Se situe ordinairement entre 80U et 1000 A (KESSEL, 19%€8e),Dans le cas d'é1é-

ments ad jacents & la paroi nucléaire, la distance entre cette derniére et la

Premiere lamelle annclée est ‘approximativement la méme qu'entre les différen-
tes lamelles d'un empilement.

-

- Ia dimension des pores et anneaux est comparable a celle des

€1léments correspondants de 1'enveloppe nucléaire. Toutefols, les granules centraux

Semblent moins fréquents dans les pores des lamelles amnelées que dans ceux
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de l'enveloppe nucléaire (KESSEL, 1963d), On constate qu'a 1'intérieur d'un
empilement de lamelles annelées, les pores des différentes lamelles sont
superposés et forment des alignements rectilignes.

- Les lamelles annelées sont fréquemment en association étroite

avec 1l'ergastoplasme. Cette continuité a été décrite dans diverses cellules
somatiques (BEAUIATOUN, 1968a; FRASCA et coll., 1967) dans des cellules tumo-
rales (CHAMBERS et WEISER, 1964), dans des ovocytes de Mollusques (REBHUN,
1961), de Tunicilers (KESSEL, 1965), d'Echinodermes (KESSEL, 196¢b)et d4'In-
sectes (KESSEL et BEAMS, 1969).

Ces observations paraissent suggérer que ces formations correspon-
dent & une différenciation locale du réticulum endoplasmique par formation de
pores (BEAULATON, 196&) Au cours de 1'ovogenése expérimentale des Néréidiens,
nous avons constaté que l'apparition des citernes ergastoplasmiques précéde
celle des lamelles annelées.

- les empilements de lamelles constituent en microscopie optique

des ensembles trés basophiles. Cette basophilie semble due en majeure partie

4 la présence d'ARN. Cependant la présence de particules de la taille des
ribosomes semble Etre assez exceptionnélle au niveau des lamelles annelées,
RUTHMAN (1958) admet que cet ARN pourrait se présenter sous une forme
distincte de la forme particulaire classique ; il serait représenté selon
KESSEL et BEAMS (1969) & la fois par des granules denses de 40 a T0 R et de
minces filaments d'une épaisseur inférieure a 40 K.

Dans les ovocytes de Néréidiens, la digestion par 1'ARNase entrafne
la supression de la coloration par le bleu de¢ toluidine. Cependant il semble
que 1'ARN ne soit pas le constituant unique du matériel entourant les pores
lamellaires. La digestion par la pepsine sur coupe de GMA entrafne une trés
nette diminution de la densité de ce matériel tandis que celle des ribosomes
n'est pas altérée.

L'existence de protéines & ce niveau scmble probable. Elle a
également été envisagée par BEAUIATON (19C8 a, 1968 b) qui a démontré

l'existence d'un matériel digestible par la pepsine au niveau des pores

nucléaires des cellules de la glande prothoracique du ver & soie et consideére
comme vraisemblable 1'existence d'un matériel de nature chimique similaire
au niveau des lamelles annelées.

Ces protéines s0raient.éventuellement du type acide. Ia pepsine

rompt de préférence les liaisons entre le radical carboxyle en position
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alpha d'un acide aminé acide (acide aspartique et acide glutamique) et la
fonction aminé d'un acide aminé aromatique (tryptophane) (CLEROT, 1968).
MAZIA et coll. (1947) ont remarqué d'autre part que la pepsine ne digére ni
les histones, nl les histones combinéeé en solution. Il n'est cependant pas
certain que l'on puilsse étendre ces résultats & des protéines de tissus fixés,
car de nombreuses variations physiques et chimiques se produisent au cours
de la fixation et 1l'inclusion (PEARSE, 1960).

D'autre part, la coloration des protéines basiques reste toujours
trés faible dans le cytoplasme péri-nucléaire ; zone ou se différencient les

lamelles annelées.

2 - Origine des lamelles annelées cytoplasmiques

la ressemblance entre les lamelles annelées et l'énveloppe
nucléaire est trop évidente pour que 1l'on n'ait pas cherché 1l'existence de
relations entre ces deux structurcs. Pour ﬁn certain nombre d'auteurs, les
lamelles annelées aurailent leur origine dans l'enveloppe nucléaire mals plu-
sieurs hypothéses sont envisagées pour expliquer leur formation & partir de
cette derniére.

Les hypothéses basées sur une délamination (SWIFT, 19%6) ou une
fragmentation de 1'enveloppe nucléaire (AFZELIUS, 1955) semblent actuellement
délaissées. Seuls BALL et coll. (1968) ont retenu récemment la deuxiéme
explication dans leur étude de 1'oeuf d'Arbacia.

Selon KESSEL (1963), les nombreuses vésicules qui apparaissent dans
1l'ovocyte de Necturus aux dépens dec la membrane externe de 1'enveloppe nuclé-
aire seraient 4 l'origine de la différenciation des lamelles par fusion de vési-
cules alignées. L'excellente iconographic fournie par cet auteur est assez
convaincante dans le cas de cet ovocyte ; cette hypothése cependant ne peut
pas &tre retenue lorsque la présence de citerncs ergastoplasmiques est anté-
rieure 4 celle des lamelles annelées.

Dans un travail beaucoup plus récent, KESSEL et BEAMS (1969) envisa-
gent une hypothése totalement différente. Dans les ovocytes de la libellule,

N

Libellula pulchella, des masses cytoplasmiques de grande taille, 4 caractére

basophile, semblent constituer 1'équivalent de noyaux vitellins. Ces forma-

tions semblent résulter d'une extrusion massive de matériel nucléaire., Dans
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le cytoplasmeél'intérieur de ce matériel basophile, les lames de réticulum
présentent une structure annulaire typique. Elles se prolongent par cohtre,
4 1'extérieur en des citernes ergastoplesmiques non différenciées., KESSEL et
BEAMS suggeérent que"l1'ARN présent en de telles zones peut stocker des infor-
mations qui seraient capables d'exercer une influence sur lé différenciation
des pores membranaires". Dans les ovogonies et les trés Jjeunes ovocytes de

Libellula pulchella ou il n'existe pas de noyau vitellin nettement différen-

cié, les lamelles cytoplasmiques se différencient & proximité immédiate de
1l'enveloppe nucléaire. KESSEL et BEAMS, reprenant partiellement des hypothéses
émises par SWIFT (1956) et HARRISSON (1966), considérent qu'a ce niveau, le

matériel associé aux pores de 1l'enveloppe nucléaire pourrait exercer une

action inductrice sur la différenciation des lames du réticulum en pores

annulaires.

Une telle hypoth&se est séduisante et s'intdégre assez bien dans le
cadre de nos propres observations. En effet, cette hypothése tient compte du
fait que l'apparition des lamelles annelées est postérieure & celle de l'ergas-
toplasme; Elle explique, d'autre part, la concordance topographique observée
entre les pores de 1l'enveloppe nucléairc et ceux des lamelles annclées proches
de cette derniére (Pl. €7, fig. b et Fig.XIV). Elle ne peut toutefois &tre
admise sans réserve et se doit d'étre envisagée en un examen critique en

fonection de nos résultats.

a) Les extrusions de matériel nucléaire sont trés impor-
tantes & certains stades de 1'ovogenése des Néréidiens, or ces échanges
nucléo-cytoplasﬁiques, démontrés chez N. pelagica par autoradiographie &
haute résolution, ne s'accompagnent pas d'une différenciation du réticulum.

A la fin de 1'évolution ovocytaire en absence d'hormone, 1'injection de pré-
> 3H 3H, arginine 3H) n'est

Pas suivie d'un marquage notable dans la zone basophile péri-nucléaire. Au

curseurs radioactifs (Uridine “H, leucine , lysine
contraire, a4 ce moment, c'est & dire lors de l'apparition dcs lamelles annelées,
les échanges nucléo-cytoplasmiques paraissent ralentis par répport 4 1'ovoge-
nése naturelle. Dans sonp étude sur Necturus, KESSEL (196&)signale également
Qu'il n'a pas été possible de mettre en évidence une incorporation sélective
de précurscurs d'acides nucléiques au niveau des lamelles annelées.

Ces résultats ne permettent cependant pas de rejeter & priori

.

l'existence 4 ce stade d'un transbort de matéricl vers le cytoplasme. Les
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pores de 1'enveloppe nucléaire renferment en effet un matériel fibrillaire
dense. D'autre part, il est possible que les substances impliquées dans la
transformation des citcrnes ergastoplasmiques différent de celles élaborées

au cours du métabolisme normal.

b) A 1'intérieur du cytoplasme, les associations des
lamelles annelées avec un matériel d'origine nucléaire semblent limitées a
quelques cas particuliers (ovocytes de Libellula pulchella, KESSEL et BEAMS,
1969 ; spermatocytes d'Orconectes virilis, KESSEL, 1968¢), Dans les spermato-
cytes de Lycodontis afer, MATTEI et al. (1967) signalent qu'une telle asso-

clation est postérieure & la différenciation des lamelles annelées.
De mfme dans les ovocytes de Néréidiens, nous n'avons pas obscrvé la
présence d'extrusions nucléaires en relation avec les lamelles annelées éloi-

gnées de 1l'enveloppe nucléaire.

¢) Les lamelles annelées disséminées dans le cytoplasme

pourraient résulter, comme 1'ont envisagé SWIFT (1956) et MERRIAM (1959) d'une
migration d'éléments annulaires situés initialement dans la zone péri-nucléaire.
Un tel processus est plausible dans le cas ou les lamelles annclées forment &
ce niveau des empilements considérables (ovocytes en culture organotypique)
mais dans les ovocytes ayant évolué "in vivo", la région péri-nucléaire ne
comporte tout au plus que 3> ou 4 formations lamellaires et nous avons constaté
d'autre part, que dans ces ovocytes 1'aSScmblage des citernes crgastoplasmiques
précéde l'apparition des lamelles annelées.

Le fa}t que, comme chez N. diversicolor, de nombreux travaux
(KESSEL, 1964? 1965, 1968e; FRASCA et al., 1967) aient mentionné 1'apparition

des lamclles annelées & proximité du noyau nous a conduit & envisager une

autre hypothése. Des fragments de lamelles annelées, détachées de la zone
Déri-nucléaire, pourraient venir s'accoler aux citernes de 1'ergastoplasme.
Le matériel des pores de ces fragments de lamelles annelées pourralent alors
Induire les éléments contigus du réticulum & se différencier & leur tour en
Structures annulaires ; cette induction se propageralt ensuite de citernes en
Citernes, ce qui expliquerait les alignements caractéristiques des pores des
lamelles annclées.

D'autre bart, la distribution irrégulidre des pores, constatée dans

certaines lamelles amnelées cytoplasmiques pourrait s'expliquer par la structure
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de la lamelle inductrice. Celle-ci pourrait &tre trés courte et n'excercer
qu'une action localisée. En outre, la répartition des pores est assez inégale
au niveau des lamelles péri-nucléaires les plus éloignées du noyau ; or ce
sont ces €léments, qui par leur situation, sont susceptibles de migrer en
premier lieu dans le cytoplasme.

Une telle hypotheése cadre assez blen avec 1'évolution des processus
cytologliques observés dans notre matériel. Elle n'a cependant aucunement la
pfétention d'avoir une portée générale en ce qui concerne les modalités
d'élaboration des lamelles annelées ; celles-ci paraissant varier considéra-

blement selon les types cellulaires envisagés.

3 - Signification physiologique de 1'accroissement du réticu-

lum et de 1'existence des lamelles annelées cytoplasmiques

N

Les ovocytes de N. pelagica et N, diversicolor soustraits a

l'action de l'hormone cérébrale subissent un accroissement de taille trés
rapide, ce qui implique vraisecmblablement une accélération des processus
métaboliques durant cette période. Dans ces ovocytes, le développement pré-
coce et considérable des formations dc réticulum est vraisemblablement 1ié &
l’augmentation des synthéses protéiques miscs en évidence par incorporation

)

de leucine “H. Il est cn effet classiquement admis que la synthése des pro-
téines est plus rapide au niveau des ribosomes attachés aux membranes qu'a
celui des ribosomes libres (SIEKEVITCZ et PAIADE, 1960).

L'hyper-développement des éléments du réticulum est suivi de leur

différenciation en lamelles annelées. Ia relation morphologique entre ces
deux éléments a été signalée par de nombreux auteurs (REBHUN, 1961 ; CHAMBERS
et WIESER, 1964 ; KESSEL, 1905, 1966b; KESSEL ct BEAMS, 1969 ; FRASCA et al.,
1967 ; BEAUIATON, 1968 a).

Les lamelles amnclées cytoplasmiques, d'autre part, ont été obser-

vées le plus souvent dans des cellules métaboliquement trés actives, comme
les gonocytes jeunes, ou présentant un métabolisme particulier : cellules
soumises & 1l'action d'inhibiteurs métaboliques (HRUBAN et al., 1965), cellules
tumorales (CHAMBERS et WIESER, 1964), cellules en dégénérescence (BAKER et
FRANCHI, 1967).

Dans les ovocytes en expérimentation, les rdles respectifs du
déséquilibre hormonal d'une part, les répercussions de ce facteur sur le

métabolisme d'autre part, sont difficiles & préciser en ce qui concerne
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1'élaboration des lamelles annclées.

L'action des substances hormonales (notamment des oestrogénes) a,
en effet, été démontrée au niveau des lamelles annelées (ANCIA et DE BRUX, 1965 ;
HERTIG et ADAMS, 1967) ; toutefois le mode d'action de ces substances au ni-
veau cellulaire reste inconnu.

Chez les Néréidiens, il est indéniable par contre que le développe-
ment du réticulum et des lamelles annelées est étroitement associé aux condi-
tions métaboliques auxquelles les ovocytes sont soumis. Ceux ayant évolué &
basse température ne présentent qu'undéveloppement restreint des formations
membranaires, par contre celui-ci est plus important dans les ovocytes ayant
évolué & 2G° C ; 11 atteint son maximum de complexité en culture organotypique.

le r8le dec la température sur la morphologie cellulaire a, par
ailleurs, été clairement démontré par MERKUW et IEIGHTON (1965) dans les
cellules myocardiques d'embryons de poulet. Ces cellules, cultivées a une
température inférieure & la normale, s'hypertrophient. Selon ces auteurs 1l'é-
lévation du métabolisme corrélative de ces conditions de culture se traduit
par une augmentation du taux de protéines et de glycogéne et un accroissement
du nombre de lamelles annclées. MERKOW gt IFIGHTON considérent que les lamelles
arnelées pourralent constituer une indication morphologique de synthéses '
anormales de protéines. )

Ce r8le éventuel des lamelles annelées dans la synthésc des protéines
doit toutefois &tre discuté. Aucune évidenoe biochimique ou autoradiographique
n'a, en effet, été apportée a ce sujet (KESSEL, 1968e¢). D'autre part, chez les
Néréidiens, les lamclles annelées apparaissent tardivement au cours de 1'évo-
lution ovocytaire, & un stade ol les synthéses cellulaires sont trés ralenties.
I1 est vraisemblable (tout au moins en ce qui concerne notre matériel) que
les lamelles annelées ne Jouent pas de rdle actif dans les processus de syn-

thése. Les lamelles annelées représenteraient plutdt une forme de dégradation

des citernes ergastoplasmigues, consécutive & la phase d'hyper-activité fonc-
tionnelle de ces éléments. BEAULIATON (19682a)considére de méme les lamelles

annelées comme une étape de la dégénérescence des citernes ergastoplasmiques.
Quelle serait alors la signification physiologique de telles forma-
tions ? SWIFT (1956), KESSEL (1968e), se fondant sur le fait que les lamelles
annelées présentent une structure comparable & celle de 1'enveloppe nucléaire,
admettent qu'elles pourraient &tre porteuses d'informations nucléaires. Elles
représenteraient, en quelque sorte, 1l'agent ou le messager du noyau, suppléant

celui-ci dans le cas de cellules présentant un développement extréme du



cytoplasme. Toutefols pour qu'une telle hypothése soit plausible 1l favdrait
démontrer la présence d'éléments géniques au niveau des pores annulaires, ce
qui paraft peu probable. Il est plus sage actuellement d'avouer notre igno-

rance en ce quil concerne le rdle physiologique des lamelles amnelées.

CONCLUSION

- L'évolution des ovocytes de Néréidiens en 1'absence d'hormone
s'accompagne d'un développement considérable des éléments du réticulum.

- Chez N. diversicolor, ce développement est fonction des conditions

métaboliques auxquelles sont soumis les ovocytes. Il est d'autant plus impor-

tant que la température est élevée (20° C in vitro ou in vivo) et que la

croissance ovocytalre se trouve accélérée.

- L'examen d'ovocytes de N. diversicolor fixés & différents temps

d'évolution a permis de montrer que l'apparition des lamelles annelées cyto-
plasmigues est postérieure a celle des citernes ergastoplasmiques, Dans la
zone proche du noyau, les lames de réticulum s'orientent progressivement selon
une disposition paralléle a l'enveloppe nucléaire ; on constate ensuite au
niveau de ces éléments 1'apparition de pores annulaires situés face & ceux de
la paroil du noyau.

Cette disposition suggére, ainsi que 1'ont envisagé récemment
KESSEL et BEAMS (1969) qu'un matériel d'origine nucléaire pourrait induire la
différenciation des structures annulaires.

- Ie matériel situé au niveau des pores annulaires des lamelles
cytoplasmiques présente une forte basophilie, Ia digestion par la pepsine,
aprés inclusion au GMA indique en outre que ce matériel posséde une teneur
élevée en protéines, vraisemblablement a4 caractére acide.

- La chute du métabolisme ovocytaire lors de l'apparition des lamelles
annelées semble indiquer que ces éléments ne Jjoueraient pas de rOle dans les
Processus de synthése, mais représenteraient plutdt une forme de dégradation

ou de dégénérescence de 1'ergastoplasme.
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CHAPITRE XIV

L'APPAREIL DE GOLGI ET LES INCLUSIONS CYTOPLASMIQUES

L'étude de 1'ovogenése naturelle a montré que 1l'élaboration
du vitellus et des organites corticaux résultait d'un processus secrétoire
de 1'appareil de Golgi. Nous assoclerons par conséquent ces divers éléments

dans notre examen de 1'édvolution ovocytaire en l'absence d'hormone.

I. L'APPAREIL DE GOLGI

Chez N, pelagica, 1'appareil de Golgl subit, comme au cours de
1'évolution naturelle des modifications morphologiques en rapport avec
1'apparition des lobules mucopolysaccharidiques (Pl. 70, fig. a). ILa taille
des dictyosomes s'acecroit ; de 2,5 penviron, elle atteint un maximum de 4;;.
Les saccules de la face distale acquidrent un aspect dilaté et 1libdrent par un
processus de fragmentation des vacuoles golgliennes dans le cytoplasme
(P1. 70, fig. b).

Chez N, diversicolor, aprés une dizailne de jours d'évolution

"in vivo™ (15° C) en l'absence d'hormone, on observe & la face distale des
dictyosomes, la présence de vacuoles renfermant un matériel dense de structure
granulaire, Ce type de secrétion est comparable & celui observé au niveau des
dictyosomes specialisés dans 1'élaboration des granules corticaux lors de la
maturation natu%elle.

Trés rapidement chez N, diversicolor (15 Jours en moyenne,

"in vivo" & 15 ° C), un peu plus tardivement chez N.pelagica (20 & 25 jours),

les dictyosomes présentent des signes d'involution, Les saccules se vacuolisent

et acquiérent un aspect dilaté, Ils se replient parfois sur eux memes ét forment

alérs des structures annulaires concentriques, analogues & celles observées

8u cours des derniers stades de la maturation naturelle, lLes corps golglens

en dégénérescence sont entourés par des vésicules de faible densité d'un

diamétre d'environ 800 A°, Ces vésicules sont le plus souvent libres dans

le cytoplasme mais on observe parfols leur assoclation en corps multivésiculaires,
La mise en évidence des phosphatases acides, par la méthode de

Gomori, montre, dans les dictyosomes en dégénérescence, la présence d'enzymes

lytiques, & la fols au niveau des saccules golgiens et des amas de vésicules

Proches de ces derniers (Pl. 73, fig. g).
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IT. LES LOBULES DE VITELLUS PROTEIQUE

1l - N, diversicolor

Les lobules protéiques des ovocytes de N, diversicolor (évolution

N

"in vivo" & 15° C) sont caractérisés par leur forme arrondie et un contenu
homogéne de densité trés élevée. Les lobules sont entourés par une membrane lisse
appliquée étroitement contre la matrice protéique. On ne déééle Jamais dans
leur zone corticale la présence de vésicules incomplétement fusionnées comme
dans le cas des lobules de vitellus protéique en croissance,

Certains ovocytes trés jeunes, de 30 & 35 p de diamétre (stade
d'apparition du vitellus) montrent, aprés 15 jours d'évolution sans hormone,
la présence de lobules vitellins extr@mement volumineux (P1. 71, fig. ¢) aux
contours lobulés.

Le contenu de ces lobules est constitué d'une accumulation de
vésicules et de saccules(kapetité taille., Il est & noter que 1l'appareil de
Golgl de ces trés jeunes ovocytes ne montre aucun signe de dégénérescence,
contrairement & ce que 1'on observe dans les ovocytes voisins de taille
supérieure,

‘ Les lobules de vitellus protéique des ovocytes ayant subi une
croissance accélérée & 20° C (in vivo" ou "in vitro") renferment fréquemment
des enclaves cytoplasmiques de nature variée : fragments de hyaloplasme,
mitochondies en dégénérescence et parfois lobules lipidiques ou protéiques de
petite taille (P1, 7I, fig. b)., La micrographiec de la Pl, 71,fig. a illustre
le processus de capture par lequel certains lobules vitellins acquiérent

cette structure complexe.

\

2 - N. pelagica

Une morphologle comparable cst parfols observée au niveau de
certains lobules du vitellus pfotéique des ovocytes de N, pelagica, Ces lobules
d'une densité électronique peu élevée, renferment de nombreuses vésicules de
méme densité que la matrice et parfols de corps multivésiculaires (Pl. 72, fig. a)
On observe également, dans la zone corticale de ces lobules, des formations
lamellaires & structure concentrique dont la morphologie rappelle celle des
corps golglens en involution.- (P1l, 72, fig. b).

IIT. LIPIDES FT GLYCOGENE

1l - Lipides
Au cours de 1'évolution expérimentale, les lobules lipidiques

8ugmentent de volume, en particulier par suite de la fusion d'éléments
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préalablement disséminés dans le cytoplasme, Dans les ovocytes de N. diversi-
color, les lobules lipidiques de taille moyenne (environ 1 & 2 p) apparaissent
parfois entourés par des citernes de réticulum endoplasmique étroitement
appliquées contre leur surface, Cet aspect est semblable & celui décrit

par KESSEL (1968 a) dans les ovocytes d'Ophloderma panamensis ; selon cet

auteur, 11 pourrait €tre 1'indice éventuel d'une biosynthése des lipides.

2 - Glycogéne

Comme au cours de 1'ovogenése naturelle, le glycogéne apparait
dans les ovocytes de N. diversicolor quand ceux-cl ont atteint une tallle
variant ente 120 et 150p (Pl, 66, fig. b). Localisé en majeure partie dans

la zone périnucléaire, 11 est constitué essentiellement d'éléments particu-
laires (forme f3) disséminés entre les ribosomes libres.

Dans les ovocytes de N. pelagica, nous avons constaté dans le
cytoplasme des ovocytes ayant subli une évolution expérimentale d'une vingtaine
de Jours, 1l'apparition de nombreuses granulations, d'un diamétre légdrement
supéricur 4 celui des ribosomes et trés denses aux électrons, La détection
des polysaccharides par la technigue de la thiocarbohydrazide-protéinate
d'argent (THIERY, 1967) a permis de confirmer la nature glycogénique de ces
€1éments (Pl. 70, fig., b). Cette réaction, par contre, est constamment
négative au cours de 1'ovogen®se naturelle, Chez N. pelagica 1'apparition
du - glycogéne cytoplasmique apparait donc liée aux conditions anhormonales ;
elle pourrait €tre une conséquence des processus accélérés de la croissance

cellulaire,

IV. LES FORMATIONS CORTICALES (ALVEOLES FT GRANULES CORTICAUX)

1 - N, pelagica
L'étude effectuée en microscopie photonique nous a montré qu'en

absence d'hormone, les ovocytes de N, pelagica élaborent des mucopolysaccha-
Pides acldes qul se répartissent en une couche corticale, IL'épalsseur de
Cette derniére toutefois est inférieure & la normale dans le cas d'ovocytes
Mmesurant au départ moins de 70 p de diamétre. —

Les observations effectuées en miroscopie électronique révélent
1l'aspect irrégulier du contour des alvéoles ; le contenu de ces derniéres,
bPar suite d'interruptions de la membrane paratt souvent en relation avec le
Cytoplasme enviromnant (Pl. 70, fig. a). Dans les Jeunes ovocytes, les lobules
Sont localisés uniquement, lors de leur apparition, dans la zone ovocytaire
Corticale, Ils restent séparés les uns des autres par de larges travées cyto-

Plasmiques, ce qul confére & la gangue une structure hétérogéne,.
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2 = N, diversolor

Dans les ovocytes de N, diversicolor en expérimentation, on

constate 1l'apparition de granules et d'alvéoles corticaux (Pl, 66, fig. a et
Pl. 71, fig. b) dans un pourcentage nettement inférieur (5 & 6 fols moins) que
celui enregistré au cours de l'ovogendse naturelle , Les granules sont carac-
térisés par une densité plus faible que la normale ; leur structure parait
simplifiée : elle se résume parfols i des travées de matériel dense réunies
par 1'intermédiaire de minces filaments.

‘ Moins nombreux encore que les granules, les alvéoles restent
épars dans le cytoplasme cortical ; leur taillere dépasse guére O,4 p(Pl, 71,
fig. b) (taille moyenne normale 0,6 p )., Ces formations toutefois sont rela-
tivement abondantes dans certains ovocytes ayant évolué en condition expéri-
mentale, Dans ce cas, les granules corticaux sont trés rares, voilr absents.
Un balancement semble donc s'opérer dans la répartition de ces deux catégories

d'organites corticaux,

V. LES FORMATIONS LYSOSOMFALES

Au cours de 1l'ovogenese expérimentale, on constate, particulid-
rement dans le cas des ovocytes ayant subi une croissance rapide & 20 ° C
("in vitro" ou "in vivo"), 1'apparition de formations dont la structure
évoque celle des lysosomes, D'une fagon peut-8tre arbitraire, ces organites
beuvent €tre répartis en plusieurs catégories distinctes :
diamétre), limités par une membrane plissée, Ils renferment des vésicules
parfois aplat1e§, de faible densité,

- corps denses, dont le contenu homogéne est séparé de la paroi
par une mince zone de faible densité électronique (leur diamétre varie entre
0,3 et 0,9 ) (PL. 73, fig. c).

- 99?2§-§?§§§§-99@E}9§9§’ d'une taille pouvant atteindre environ
L4 ., On remarque & 1'intéricur de leur matrice de densité élevée, 1'exis-
tence de vacuoles, de granules denses (d'une morphologle rappelant les parti-
Cules/? de glycogéne) et enfin de membranes parfois enroulées en formation
myéliniques. (Pl. 73, fig. c).

L'éventualité d'une filiation entre ces divers organites cellu-
laires est possible ; elle n'a pu cependant 8tre démontée d'une fagon certaine,

La mise en évidence des phosphatases acides par la technique de
Gomori donne une réaction positive au niveau des corps multivésiculaires

(p1, 73, fig., d et e) et des corps denses de structure complexe., Il s'avére
i¢
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done que ces formations s'apparentent & des lysosomes ou & des cytolysomes.

VI, L'ENVELOPPE OVOCYTAIRE

Pendant les quinze premiers Jjours d'évolution, sa structure ne
présente pas de variations scnsibles par rapport & celle des ovocytes témoins,
Vers le vingtidme Jour, le diamétre des villosités augmente progressivement ;
le contenu de ces derniéres devient identique & celuil du cytoplasme cortical
(présence de ribosomes et de glycogéne particulaire) (Pl. 70, fig. b). Des
villosités d'une morphologle analogue & celle des ovocytes matures normaux
(présence d'épaisses fibrilles) ont été observées dans les ovocytes ayant
subi une évoulution expérimentale prolongée (Pl. 73, fig. a et b). Toutefois
dans les ovocytes de faible diamétre initial, on constate des irrégularités
dans la répartition et 1'évolution des villosités ; de méme la structure
alvéolaire du chorion reste parfoils assez mal définie, Le chorion présente

en outre, dans certains cas des décollements par mpport & la membrane plasmique,

VII. DISCUSSION

1 - Evolution de 1l'appareil de Golgi

Au cours de 1l'ovogendse naturclle, 1'appareil de Golgi est
orienté dans un premier temps dans la synthése des proteines du vitellus,
puis, & 1'approche de la maturité sexuelle, 11 subit de profonds remaniements
en rapport avec 1€laboration des alvéoles mucopolysaccharidiques et des
granules corticaux., Cette transformation est toutefois progressive, Lors
de 1'élaboration des mucopolysaccharides, quelgues lobules vitellins continuent
4 se former & proximité des dictyosomes comme en témoigne 1'incorporation
d'acides aminés marqués.

En l'absence d'hormone cérébrale, 1l'appareil de Golgi montre une
évolution comparable de sa spécialisation fonctionnelle, Peu de temps aprés

l'opération, les dictyosomes de N, pelarica et de P, cultrifera (au-dessus de

140 ) acquitrent 1'aspect morphologique typique de la phase d'élaboration
des mucopolysaccharides (dilatation et fragmentation des saccules golgiens).

De m@me ceux de N. diversicolor montrent, & leur face distale, la présence

d'un matériel granulaire en rapport avec 1'élaboration des granules corticaux.

Il semble que, contrairement au cas de 1l'ovogenése naturelle,
cette évolution fonctionnelle soit extr@mement brutale, car d'une fagon
précoce, 1'incorporation des acides aminés est stoppée au niveau des lobules
Vitellins, A la miite de cette transformation, 1l'appareil de Golgi se trouve
enéagé dans une phase de synthéses accélérées de matériel glucidique
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(mucopolysaccharides en particulier) ; la gangue corticale de N, pelagica
est formée en 30 jours environ au licu de 3 ou 4 mois dans les conditions
naturelles. Cette période d'activité est limitée par la dégénérescence des

dictyosomes, qui survient précocement chez N. diversicolor, plus tardivement

dans les deux autres espéces.
Ce cycle raccourci explique, semble-t-1l, les modificatiocns
structurales observées au niveau des organites corticaux, de mCme que le

développement restreint de ces formations dans le cas de N, diversicolor.

Cette accélération du métabolisme est peut-étre également une causec de
1l'apparition du glycogéne dans le cytoplasme des ovocytes de N, pelapica
en expérimentation,

Fn conclusion il semble donc que 1'évolution golgienne soit lide

A4 une variation du taux de substances hormonales, Dans certains cas, sl le

déséquilibre hormonal est trop brutal (ovocytes de P, cultrifera d'une taille

inférieure & 140 u ) cette évolution ne peut s'effectuer ; elle nécessite,

pour son accomplissement, la persistance d'une faible concentration hormonale,
(PORCHET, 1969). Nous ne pouvons préciser actuellement si l'action hormonale
s'exerce directement au niveau de 1l'appareil de Golgi, ou, plus vraisembla-
blement, par l'intermédiaire de réactions complexes impliquant une modiflcation

des informations nucléaires.

2 - Le vitellus

Dans la plupart des ovocytes ayant évolué en 1l'absence d'hormone,
1'aspect morphologique des lobules de vitellus protéigue (matrice homogéne,
membrane lisse) semble indiquer que la croissance de ces €1éments est terminée,
Ces critéres soﬁt en accord avec nos résultats autoradlographiques et nos
connaissances sur 1l'évolution fonctionnelle de 1'appareil de Golgi.,

Les lobules vitellins des ovoc&tes ayant subl une évolution
prolongée (ovocytes de N, pelagica aprés 40 jours d'évolution, ovocytes de

N. diversicolor aprés un séjour de 20 Jours & 20° C, ™in vivo"ou "in vitro")

présentent un développement particulier. Leur contenu renferme fréquemment
des inclusions cytoplasmiques de nature diverse, On y observe en outre, dans
le cas de N, pelagica, la présenoe de nombreuses vésicules, de corps multi-
vésiculaires et de formations membranaires. On peut se demander quelle est

la signification d'une telle structure. Lors de la maturation des ovocytes

de Barnea, PASTEELS et dec HARVEN (1963) constatent dans les lobules vitellins,
l'apparition de vésicules qui se regroupent secondairement en corps multivé-

Sloulaires libres dans le cytoplasme, L'apparition d'une activité enzymatique
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(phosphatase acide) dans certaines zones des lobules vitellins constituerait
le prélude & la vésiculisation (PASTEELS, 1966 a, 1969 b). Selon cet auteur :
"a transformation de la plaquette vitelline peut ainsi 8tre considérée comme
une digestion, prélude de son utilisation par 1'embryon". En est-il de m@me
dans les ovocytes de Néreidiens en expérimentation ? On s'explique mal, dans

le cadre d'une telle hypothése, la présence de formations abparemment d'origine
cytoplasmique au sein du vitellus., Ces inclusions résultent plus vraisembla-
blement d'une sorte d'activité phagocytaire exercée par les lobules protéiques.
Ce comportement anormal, et dont nous n'avons pas trouvé 1'équivalence dans
les nombreuses études consacrées aux processus de vitellogenése, pourrait
correspondre & une forme de dégénérescence du vitellus, Il est en effet trés
rare dans les conditlons naturelles et ne survient, en millieu anhormonal,

qu'en fin d'évolution,

% - Les formations lysosomfales

Dans les ovocytes de N. diversicolor ayant subi une évolution

prolongée en 1l'absence d'hormone, nous voyons apparaftre diverses catégories
d'éléments : corps multivésiculaires, corps denses dc struoture simple ou
complexe. Une filiation entre ces divers organites est difficile & établir

4 partir de données statiques, Il semble cependant que les corps mltivésicu-
laires et lescorps denscsi contenu homogéne participent & 1'élaboration des
corps de structure complexe. La présence d'organites cytoplasmiques au sein
de ces derniers éléments scmble indiquer que ceux-ci seraient 1'équivalent
de cytolysomes, selon la définition de NOVIKOFF (196I) ou de vacuoles
aatolytiques se;on celle de DE DUVE (1963), Selon les types cellulaires,

deux modes de fbrmation principaux sont & l'origine de ces éléments :

- isolement d'une fraction du cytoplasme par un processus
d'enroulement du réticulum endoplasmique lisse (NOVIKOFF et SHIN, 1964) ou
granulaire (BEAULATON, 1967).

- évolution d'une aire cytoplasmique incluse dans une vacuole
golgienne (NOVIKOFF et ESSNER, 1962) ou résultant de 1' encerclement par un
saccule distal (FRANK et CHRISTENSEN, 1968).

Dans les ovocytes en expérimentation, ce dernier processus semble
Stre A 1l'origine des cytolysomes comme en témoigne la micrographiede la
P1, 73, fig., f.

Les phosphatases acldes, présentes au niveau des corps multivési-
Culaires et des corps denses, semblent @tre stockées initialement au niveau
des saccules de l'appareil de Golgi (Pl. 73, fig. g) ; une telle locallsation
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des enzymes lytiques a été signalée dans divers types cellulaires (voir
bibliographie dans HOURDRY, 1968), Ces substances seraient libérées par
1l'intermédiaire des vésicules golgiennes ou par suite d'une fragmentation
des saccules du dictyosome,

Dans les ovocytes évoluant en 1'absence d'hormone, la présence
d'éléments de nature lysosomiale peut @tre lide, soit & des processus méta-
boliques particuliers, tels la mobillisation des lipides (NAPOLITANO, 1963),
soit 3 une dégénérescence cytoplasmique localisée, prélude éventuel & une
désorganisation cellulaire générale.

Il est intéressant de rapprocher nos observations de travaux,
portant comme dans le cas des ovocytes en expérimentation sur des cellules
spéelalisées dans les synthéses de glycoprotéines ou de mucopolysaccharides.

Dans les glandes multifidces d'Hé1lix pomatia cultivées "in vitro!
lors de 1l'arr@t des secrétions glandulaires E, HOLIANDE (1969) constate

1l'apparition de cytolysomes et d'hétérolysomes 1lides & un processus de réab-
sorption des glycoprotéines. PASTEELS (1963 dans les cellules mucipares de
la branchie de Mytilus edulis, note 1'élaboration par les dictyosomes de

substances phosphatasiques acides, libérées sous forme de grains de sécrétion,
I1 semble donc que les corps de Golgl spéeialisés dans 1'élabo-

ration des polysaccharides complexes alent la possibilité de s'orienter, soit

au cours de leur secrétion, soit aprés 1l'arr@t de cette dernidre, dans 1'éla-

boration d'enzymes lytiques,

CONCLUSION
- 'Au cours de 1l'évolution en condition anhormonale,les dictyosomes

des ovocytes de N. pelagica et P. cultifera acquiérent rapidement la morphologle

observée normalement au cours.de 1l'ovogendse naturelle, 4 1l'approche de la
maturité sexueclle, Cette évolution de 1'appareil de Golgi est 1iée & 1'élabo-

ration des alvéoles mucopolysaccharidigues trés abofidantes dans cos deux espdees,

Chez N. diversicolor, 1l'apparcil de Golgl aprés avoir élaboré un

nombre restreint de granules et d'alvéoles corticaux présente rapidement
des signes d'involution,

- Tes villosités de 1'enveloppe ovocytaire ont une évolution
Structurale comparable & celle de l'ovogenése naturelle.

- L'apparition de formations particulaires de glycogéne dans le
Cytoplasme des ovocytes de N, pelagica en expérimentation pourrait €tre une

conséquence de 1'exacerbation de métabolisme des polysaccharides.
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- Dans les ovocytes ayant subl une évolution prolongée en
1l'absence d'hormone, les lobules de vitellus protéique sont caractérisés
par la présence au sein de leur matrice d'inclusions de nature variée,
d'origine hyaloplasmique. Cette particularité deslobules protéiques semble
liée & un processus de dégénérescence de ces éléments,

- Les ovocytes de N, diversicolor en fin d'évolution renferment

des lysosomes et des cytolysomes, La présence de phosphatases acides est
décelée dans ces éléments de mBme qu'au niveau des saccules des dictyosomes

en dégénérescence,
L'appareil de Golgl pourrait intervenir de fagon active dans

1'élaboration de ces organites,
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CHAPITRE XV

INFILUENCE DE L'HORMONE CEREBRALE SUR IES
SYNTHESES D'ADN AU COURS DE IA GAMETOGENESE

INTRODUCTION

L'influence de la levée de l'inhibition hormonale au cours de
1'ovogentse vient d'étre envisagée en détail dans les chapitres précédents.
Nous avons vu que 1'absence d'hormone détermine dans les ovocytes une évolu-
tion cytologique caractéristique et entratne de profondes modifications du
métabolisme d'ARN et des protéines.

" Chez les mAles, les travaux de DURCHON (1952) ont montré que
1l'absence d'hormone cérébrale détermine le déclenchement de la spermatogenése.
Ces résultats ont été confirmés en culture organotypique (DURCHON et SCHALIER,
1963). Cette évolution, corrélative d'un accroissement de divisions cellu-
laires, semblait indiquer que 1'hormone était susceptible d'avoir une action
sur les synthéses a'ADN. Il importait donc de déterminer & quel stade de la
spermatogendse s'effectuent ces synthéses et de préciser leur importance en
présence et en 1l'absence d'hormone.

Chez ies femelles, la duplication de 1'ADN lors de la prophase
méiotique (chapitre III) survient & une période ol le taux des substances
hormonales est trés élevé. Il nous a paru intéressant de rechercher dans ce
cas 1'influence de la levée de 1'inhibition hormonale et d'établir i ce sulet

une comparaison entre les deux processus de la gamétogenése.
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I - SPERMATOGENESE

A - EVCIUTION "IN VITRO"

1 - Matériel et techniques

Les explants évoluant en 1'absence d'hormone (parapodes isolés)
ou en présence de cette derniére (parapodes associés & un prostomium) sont
cultivés sur le milieu mis au point par DURCHON et SCHALIER (1903) & la tempé-
rature constante de 20° C. la thymidine tritiée (thymidine 3H-6, 3 Ci/mM ;
C.E.A.) ajoutée & la dose de 2 uCi par saliére a été employée comme précur-
seur spécifique de 1'ADN (AMANO et al., 1959). Les fixations sont effectuées
& des temps variables s'échelonnant entre 24 heures & 8 jours. Les coupes
sont colorées par 1l'hématoxyline de Heldenhain, celles destinées & 1'autora-

diographie sont préalablement colorées par la technique de Feulgen.

2 - Evolution des spermatocytes en 1'absence d'hormone
(parapodes is0lés)

a) Observations cytologiques.

Au moment de la mise en culture, les parapodes isolés
renferment des amas de spermatogonies quiescentes. Ces amas, d'une taille
comprise entre 20 et 50 p, groupent en moyenne une vingtaine de spermatogonies.

Aprés un temps de latence variant selon les individus de 36 heures
a4 3 jours survient la phase d'accroissement. La taille des noyaux spermatocy-
taires passe de\3,2 ais,s pe Les chromosomes s'individualisent et leur dispo-
Sition rappelle & ce moment celle d'une prophase mitotique (Pl. T4, fig. a).
Ce stade, d'une durée approximative de 36 heures intéresse simultanément tous
les spermatocytes d'un méme flot.

. Les premiers stades de la prophase de méiose (leptoteéne, zygoﬁéne,
Pachytene ) durent une trentaine d'heures. Au moment de la diacinése, on assis-
te & une dissociation des amas de spermatocytes qui sont libérés isolément
dans le coelome (Pl., 74, fig. b). Les mitoses hétérotypiques et homéotypiques
conduisent & la formation de tétrades de spermatides (Pl1. T4, fig. ¢). Selon
1'état génital au moment de la mise en culture, les spermatozoldes sont formés
U bout de 6 & 8 jours.
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b) Résultats autoradiographiques

Quatre séries portant sur 80 cultures ont été effectuées.

Dans les deux premidres, les explants ont été placés initialement sur milieu
marqué. Dans les deux autres, aprés une évolution préalable sur milieu non
radioactif (milieu froid), les parapodes sont repiqués de 24 heures en 24
heures sur milieu tritié.

. ILes résultats sont schématisés dans la figure xv. Les cultures pla-
cées initialement sur milieu marqué montrent, aprés 24 heures d'évolution,
une radicactivité assez faible au niveau des amas de spermatocytes quilescents.
Aprés 48 heures, le marquage devient interne dans les tlots quiescents ou en
tout début de phase d'accroissement (Pl. 74, fig. d). Il est plus restreint
au niveau des spermatocytes présentant déji un accroissement marqué. Les
é1éments avalent vraisemblablement réalisé une partie de leur synthése d'ADN
avant la mise en culture. Dans le cas de spermatocytes ayant évolué initiale-
ment pendant 24 heures sur milieu froid, puis repiqués pendant le méme temps
sur milieu tritié, les éléments les plus radiocactifs sont ceux qul gardent
un aspect quiescent. Par contre, ceux qui ont entamé leur phase d'accroisse-
ment immédiatement aprés le repiquage ne sont que peu marqués (Pl., T4, fig. f).

la comparaison des différentes séries expérimentales permet de con-

sidérer que la synthése d'ADN survient trés t6t aprés la mise en culture en
1'absence d'hormone. Elle précadde la phase d'accroissement et se termine au
début de cette derniére. '

3 - Evolution des spermatocytes en présence d'hormone

\
(associationy parapode - prostomium)

Dans le cas des cultures de parapodes associés initialement
& un prostomium, la majorité des spermatogonies restent quiescentes. Toute-
fois, les cellules spermatogoniales de certains flots sont 1'obJet de divi-
sions mitotiques. Au cours des dix Jjours de culture, la proportion de ces
€1éments en division reste trés faible.

Sur milieu marqué, on observe aprés une durée de 4 a4 5 jours, une
faible incorporation commme & tous les amas spermatogoniaux en qulescence ;
elle traduit une synthése trés lente 4'ADN (P1. 74, fig. e). Par contre, un
marquage important des spermatogonies en division mitotique visualilse 1'in-
corporation de thymidine 3H pendant la période précédant immédiatement la
Prophase. .
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Figure XV - Evolution "in vitro" des spermatocytes en 1'absence d'hormone cérébrale
o (parapodes isolé$). '

Diagramme ‘montrant la localisation des synthéses d'ADN et la radioactlvite des
spermatocytes en: fonction du temps de culture.

.
P

L'évolution initiale des séries f, g, h, 1 et j est effectude sur milieu non .

radiocactif ; le fepiquage est intervenu le premier ct le deuxiéme jour de

culture.

Dans les séries b et f, les spermatocytes avaient entamé leur synthése d'ADN
lors de la mise en culture. ' '

Pl
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4 _ Tncidence de la réintroduction du facteur hormonal

sur le déroulement de la spermatogenése

Deux types de culturé ont été pratiqués simultanément sur la
méme souche de spermatogonies : )

- Des parapodes i1solés définitivement sont placés sur milieu
marqué ; des fixatlons effectudes quotidiennement permettent de suivre 1'évo-
lution de la spermatogenése et 1'état corrélatif de 1'incorporation.

- Des parapodes, primitivement 1solés sur milieu froid, sont res-
pectivement associés & un prostomium toutes les 12 heures aprés le début de
la culture ; ils sont simultanément placés sur milieu marqué 3la thymidine
tritide. Dans ce cas, les fixatlons sont réalisées aprés 14 Jours de culture

au total.

L'examen des spermatocytes définitivement soustraits & l'action de
1'hormone montre qQue ces éléments sont parvenus en majorité & la phase d'ac-
croissement aprés 3 Jjours de culture, ils présentent & ce moment leur
incorporation maximum. Toutefois, un certain nombre d'flots gardent un aspect
quiescent et ne parviemnent & la phase d'accroissement qu'aprés 4 jours de
culture. :

Lorsque les éléments germinaux sont replacés sous influence hormo-
nale au cours de leur évolution, on constate.d'abord que 1'inhibition de la
spermatogenese n'est obtenue que dans les associations parapode - prostomium
effectuées pendént les 3 premiers Jours de culture, Dans ce cas, les éléments
quiescents au mbment de 1'introduction de 1'hormone restent bloqués & ce
stade. Ce résultat est valable en particulier pour les associations pratiquées
pendant les premiéres 48 heures de culture. Aprés 15 Jours d'évolution, la
trés faible radioactivité est comparable & celle observée dans une culture
permanente en présence d'un cerveau (Fig.xyrd). |

. S1 1l'hormone est réintroduite au moment ol la majorité des sperma-
tocytes ont atteint la phase d'accroissement (3 Jours), on observe 11 Jjours
plus tard que les éléments germinaux sont essentiellement constitués par des

spermatozoldes indemnes de tout marquage (Pl., T4, fig. g et Fig.XVIc).

Cependant 1l subsiste encore un certain nombre d'flots spermatocytalres pré-
sentant un marquage plus ou moins important. Certains sont encore & 1l'état

quiescent, d'autres en début de phase d'accroissement.
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Influence de la réassociation d'un prostomium ou de l'actiﬁomycine sur 1'évolution

. des spermatocytes (culture "in vitro").

= 1a phase initiale 4 'évolution s effectue en 1' absence d'hormone.

- Les parapodes des séries c, d et e evoluent primitivement sur milieu froid puis
sont reportés sur milieu triti é ; 1ils subissent similtanément une reassgciation
avec ‘un prostomiﬁm.‘ ‘ '

- les parapodes des séries f et g évoluent tout d abord sur milieu froid, puis:

)

sont transplantés sur un m1lieu contenant de 1t actinomycine D et de la thymidine H.

N.B. - Le cycle évolutif normal des spermatocytes de cette série expérimenta1e>

est retardé d'environ 2 jours par rapport & celui représenté dans la figure XV.
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Ces é1éments dolvent &tre considérés comme ayant été bloqués dans
leur évolution ; la spermatogengse est en effet complétement terminée au
Béme jour dans les parapodes témoins cultivés sur milieu marqué ou milieu
froid.

L'inhibition hormonale peut donc Intervenir au cours du déroulement
de la spermatogenése, mals uniquement avant la phase d'accroissement, c'est-

d-dire avant que les synthéses d'ADN solent complétement effectuées.

5 - Action de 1l'actinomycine D

Trols séries de cultures portant sur un total de 9C explants

ont été effectuées :

- la premitre comporte des parapodes isolés (témoins) évoluant
sur milieu normal additiomné de thymidine 3H.

- La deuxi®me, des parapodes cultivés en présence d'actinomycine D
(10 pg/ml) et de thymidine 1 (2 pC/ml). -

- Dans la troisidme, des parapodes cultivés initialement sur milieu
normal.froid sont repiqués toutes les 24 heures sur le milieu contenant de

1l'actinomycine et de la thymidine 24,

Dans les parapodes isolés témoins, la plupart des spermatocytes
ont atteint leur phase d'accroissement vers le Jeéme jour de culture ; les
divisions hétérotypiques et homéotypiques sont effectuées vers le 7éme Jjour,
enfin la spermiogenése est achevée a la fin du 9eme Jour.

\

Dané les parapodes ayant subl toute leur évolution en présence
d'actinomycine D, les spermatocytes restent bloqués au stade de la phase
d'accroissement. Les chromosomes sont épanouls dans le nucléoplasme et pré-
Sentent un aspect distendu. Un faible marquage est constaté au niveau de ces
é1léments.

Les noyaux de 1l'épiderme faiblement colorés par la technique de
Feulgen présentent un aspect hypertrophié. Ifincorporation'de thymidine a
leur niveau est beaucoup plus faible que la normale.

Dans la série ol les parapodes sont repiqués sur le milieu actino-
mycine - thymidine, les spermatocytes ayant subi initialement une évolution

de 1 & 3 Jours sur milieu normal restent bloqués, en présence d'actynomicine,
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4 1'état quiescent ou en phase d'accroissement (Fig. XVIf). Certains sont en
prophase de méiose et présentent un marquage modéré.

Les spermatocytes ayant été transférés apres le 3éme Jour poursul-
vent leur évolution et donnent des spermatozoides non radioactifs (Fig.XVI ).

tue entiérement en présence d'actinomycine
(10 pg/ml)

- Cette derniére, & la dose employée, n'entratne pas au niveau des
cellules germinales un arrét total des synthéses d'ADN mais semble les ralen-
tir fortement. Cecl pourrait expliquer le blocage des spermatocytes & des
stades cytologiques variés : quiescence ou phase d'accroissement.

- Dans les séries ayant subl un repiquage aprés la phase d'accrois-
Sement, la présence d'actinomycine, n'entrave pas les divisions hétérotypi-
ques et homéotyplques. les spermatozoldes formés étant dépourvus de marquage,
on peut en déduire que ces é1léments avaient terminé leur synthése d'ADN

avant leur transfert.

B - EVOIUTION "IN VIVO" EN L'ABSENCE D'HCRMONE,
COMPARAISON AVEC IA SPERMATOGENESE NATURELLE.

1 - Evolution "in vivo"

Cette étude a porté & la fols sur N. pelagica et N. diversi-

color. En 1l'absence d'hormone, 1'évolution gamétogénétique s'effectuant
sensiblement & la méme vitesse chez les deux espéces étudiées, leur étude
sera abordée conjointement.

\

- Matériel et techniques

L'expérimentation a porté chez N. pelagica sur un lot de
quinze mlles récoltés en septembre (période de reproduction naturelle :
février, mars). Chez N. diversicolor, ol le nombre de miles par rapport &
celui des femelles est d'environ de 1 sur 7 (DALES, 1950), 12 individus

seulement ont pu &tre utilisés. L'état quiescent de leurs Spermatogonies a
été contrdlé par examen préalable de ponctions coelomiques.

Dans chaque lot, des animaux sont respectivement décérébrés tous
les 2 Jours. L'évolution en condition anhormonale varie donc selon les indi-
vidus de 3 & 18 jours. Tous regoivent en méme temps, ainsi que les témoins,
une inJjection de 25 C de thymidine 5H. Ils sont sacrifiés aprés 24 heures

d'incorporation.
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- Résultats

les spermatogonies des témoins présentent un marquage trés
faible mais généralisé. Quelques mitoses goniales sont observées.

Chez les animaux opérés, les observations, légérement schématisées
par suite des variations individuelles, sont les sulvantes :

- Les spermatocytes, aprés 6 Jours d'évolution,conservent un aspect

quiescent mais leuwr marquage est important.
' - Aprés 8 Jours d'évolution, la majorité des Tlots de spermatocytes
sont en phase d'accroissement. A 1'intérieur d'un méme massif, tous les é1é-
ments sont en général au méme stade d'évolution. Sauf exception, ils ne pré-
sentent aucun marquage.

- Vers le 10éme Jour, les spermatocytes sont en prophase de mélose :
les stades zygoténes et diacinéses sont les plus fréquemment observés.

- Vers le 12&me jour, la plupart des gonocytes sont en cours de
divisions hétérotypiques et homéotypiques. Les figures de métaphase et d'ana-
phase sont nombreuses. On observe égalemént 1l'apparition de tétrades de
Spermatides.

- A partir du l4eme Jour, les éléments germinaux sont constitués
en ma jeure partie par des spermatozofdes libres.

En 1l'absence d'hormone, 1'évolution spermatocytaire "in vivo" est
done plus longue que celle s'effectuant "in vitro® (14 & 16 Jours en moyenne
au lieu de 6 4 8 en culture).

Ce décalage résulte surtout de 1l'allongement de la période de
préprophase méiotique pendant laquelle s'effectuent les synthéses d'ADN. Ia
phase d'accroissement n'apparaft qu'aprés 7 & 8 jours d'évolution. Par contre,
la vitesse du déroulement des processus méiotiques proprement dit est sen-
siblement analogue & celle de 1'évolution "in vitro". Comme dans ce cas, le
cycle des divisions hétérotypiques et homéotypiques s'échelonne sur une
Période d'environ 48 heures.

2 - Spermatogenese naturelle

La vitesse du déroulement des processus spermatogénétiques
est difficile & évaluer avec précision pour plusieurs raisons :
- la période de reproduction naturelle s'étale sur une période

assez longue, de 1l'ordre de plusieurs mois dans le cas de N. diversicolor
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- Spermatogonies et spermatocytes quiescents sont libres dans le
coelome et aucun caractére cytologique ne permet de les différencier.

- 81 4 1'intérieur d'un flot de spermatocytes, 1'évolution des diffé-
rentes cellules est généralement synchrone, des variations notables peuvent
€tre constatées dans l'évolution cytologique des gonocytes d'un méme individu.

Des nombreuses observations effectudes, 11 ressort cependant qu'un
pourcentage élevé de spermatocytes en phase d'accroissement est constaté un
mois environ avant la maturité sexuelle. Cette fréquence semble indiquer que
ce stade serait particuliérement long et pourrait représenter 1l'équivalent
d'une phase de repos dans 1l'évolution spermatocytaire. Par ailleurs, aucune
différence cytologique n'a été constatée entre la spermatogenése naturelle
ou expérimentale. Rappelons & ce sujet que les spermatozoides issus d'une
évolution "in vitro" en condition anhormonale se sont montrés aptes a la
fécondation.

IT - OVOGENESE

1 - Matériel et techniques

Cette étude a été réalisée "in vitro" sur de jeunes femelles

de N. diversicolor renfermant uniquement des ovogonies et des ovocytes en

prophase de méiose. Deux séries de manipulation été effectuées :
- Dans la premiére, les parapodes témoins (associés & un prostomium)
et les parapodes 1s0lés sont cultivés en présence de thymidine 3H (3 C1/mM)
a4 la dose de 2 pc/ml. Des fixations quotidiermes sont échelonnées sur 15
Jours. '
- la deuxiéme manipulation comporte une évolution préalable des
explants sur milieu froid pendant 6 Jjours. A ce moment les parapodes sont
repiqués sur milieu tritié. Ils sont fixés apreés une évolution totale de

12 jours.

2 - Résultats

a) Culture initiale sur milieu marqué

Aprés 24 heures d'incorporation, la radicactivité esi
décelée, dans les parapodes 1solés comme dans les parapodes associés i un

prostomium, au niveau des ovogonies et des ovocytes au stade préleptoténe.
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Le stade zygoténe apparaft marqué dans les deux cas aprés une période
de culture de 3 Jours. Jusqu'au 6éme jour environ, seules les cellules au
stade préleptotine, leptoténe et zygoténe sont marquées. ILa radiocactivité
n'apparalt dans les ovocytes au stade pachyténe que vers le Téme jour
(PL. T4, fig. 1).

Par suite du nombre restreint des flots de gonocytes femelles dans
les parapodes (un ou deux dans les cas favorables) il n'a pas été possible
d'effectuer une analyse statistique comparative entre les ovocytes ayant
évolué en 1l'absence d'hormone et les témoins. Il semble cependant que le

nombre de cellules marquées soilt sensiblement équivalent dans les deux cas.

b) Repiquage sur milieu radiocactif apreés évolution

- > - e - D - — e - s - S > = D - - G - - " - U - - -

Cette manipulation a été effectuée pour étudier 1'évo-
lution des synthéses d'ADN en condition anhormonale.

Apres une évolution totale de 12 jJours, le nombre de cellules
marquées est assez restreint. Cependant on observe & la foils dans les para-
podes associés et dans les parapodes isolés des ovocytes ayant réalisé leur
synthése d'ADN aprés 6 jours de culture ; un certain nombre sont parvenus
au stade zygotene.

En conclusion, l'absence d'hormone cérébrale n'entrave pas le dé-
roulement cytologique normal de la prophase de mélose. les synthéses d'ADN
s'effectuent au méme stade et apparemment & la méme vitesse qu'en présence
d'hormone .

A\

ITIEF DISCUSSION

Les résultats de hos expériences permettent d'aboutir aux conclu-
sions suivantes : la duplication de 1'ADN lors de la méiose intervient,
comme dans la plupart des espdces animales ou végétales durant 1'interphase
préméiotique. Chez les Nereis miles, 1l'hormone cérébrale inhibe la spermato-
genése. Cette action s'exerce par un contrdle des synthésés d'ADN, Lorsque
celles-ci sont achevées et que les spermatocytes parviennent en phase
d'accroissement, l'hormone est sans effet sur le déroulement des divisions

hétéro- et homéotypiques et sur celui de la spermiogendse.
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L'action de 1'actinomycine D est comparable dans une certaine mesure
4 celle de 1l'hormone cérébrale. Cette action ne semble pas résulter d'un
blocage des synthéses d'ARN ; on sait, en effet, que ces derniéres se prolon-
gent au cours de la prophase méiotique, bien aprés l'achivement de la dupli-
cation de 1'ADN (STERN et HOTTA, 1969).

En fait, dans le cas de parapodes 1isolés, cultivés initialement sur
milieu actinomycine, le blocage de la spermatogenése semble résulter d'un ra-
lentissement des synthéses d'ADN. Cette action de l'actinomycine est parti-
culiérement spectaculaire au niveau des cellules de 1'épiderme dont le mar-
Quage, par la thymidine 3H, régresse considérablement. L'inhibition de ces
synthéses n'est cependant pas totale ; 1l'actinomycine ne bloquant les syntheéses
d'ADN qu'a des doses treés élevées, dix fois plus fortes que celles qui
agissent sur les synthéses d'ARN (HURWITZ et al., 1962). Ce fait pourrait
expliquer la diversité des stades cytologiques auxquels parviennent les sper-
matocytes cultivés sur ce milieu.

L'action de l'hormone cérébrale apparaft d'autre part beaucoup
plus sélective que celle des inhibiteurs de synthése d'ADN ; sa présence
n'inhibe en effet chez le mile qu'un type particulier de ces synthéses, elle
ne bloque pas celles des mitoses que ce soit au nilveau des cellules éoniales
ou des cellules somatiques. En ce qui concerne ces derniéres, il ne semble
pas exister "in vitro" de différences notables d'incorporation entre les
cellules épidermiques des parapodes associés et des parapodes isolés.

"In vivo", cependant 1l'absence d'hormone déclenche au niveau des cirres
parapodiaux de N. pelagica, les divisions cellulaires corrélatives de 1'évo-
lution morphq}ogique de ces formations & l'approche de 1l'épitoquie (BOILLY-
MARER, 1966).

Lors de la levée de 1'inhibition hormonale, 1l'évolution des cellules
germinales miles peut se dissocier en deux séquences distinctes : d'une part,
toutes les spermatogonics sont activées et réalisent leur synthése d'ADN,
'd'autre part toutes vont s'engager dans la voie de la division méiotique
et donc se transformer en spermatocytes.

Ce mode d'action de 1'hormone cérébrale nous conduit & envisager le
déterminisme de l'orientation des divisions goniales ; en d'autres termes,

& examiner les facteurs qui induisent une cellulé ayant réalisé la duplica-
tion de son ADN & évoluer, soit dans le sens mitose (clivage des chromosomes
en chromatides), solt dans le sens méiose (appariement des chromosomes

homologues).
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Ies données de la biologie moléculaire sont, 4 ce sujet, extrémement
limitées. Certains auteurs ont envisagé 1l'existence éventuelle de génes
récessifs inhibiteurs de la méiose, dont l'action s'exercerait par un controle
du rapport g%% (SINHA, 1960 - étude du mals homozygote ). D'autres, tel
ANSIEY (1957) invoquent les variations du rapport g%%zaagg'

Des travaux plus récents envisagent un processus différent de ce
déterminisme. Dans les anthéres de Liliacés, STERN et HOTTA (1969) constatent
qu'immédiatement aprés la synthése préméiotique les cellules sont encore
capables d'évoluer dans le sens d'une division mitotique. Cependant le stock
d'ADN de ces cellules seralt incomplet. Une nouvelle synthése d'ADN de faible
importance (0,5 % au total) surviendrait au stade zygoténe. Pour STERN et
HUTTA, cet ADN formé tardivement serait localisé au niveau de 1'élément
axial des chromosomes, €élément responsable de la formation du complexe
Synaptonémaﬁ?Z% de l'appariement des chromosomes.

La détection de synthéses d'ADN de si faible importance est impos-
sible par les techniques autoradiographiques usuelles., Il est cependant
intéressant de rapprocher de ces données, les résultats obtenus sur notre
matériel lors d'une expéricnce préliminaire au cours de laguelle une concen-
tration plus élevée d'actinomycine avait été employée (20 pg/ml). De nombreux
Spermatocytes transplantés sur milieu actinomycine lors de la phase d'accrois-
Ssement restaient bloqués en métaphase hétérotypique. A cette dose, 1l'actino-
mycine avait peut €tre inhibé les synthéses survenant en cours de prophase
méiotique.

Chez la femelle, les synthéses d'ADN ovocytaires s'effectuent norma-
lement chez des animaux Jeunes, ol la teneur en hormone cérébrale est trés
élevée. la levée de 1'inhibition hormonale pouvait entrafner "3 priori'soit
un arrét des synthéses d'ADNf soit leur accélération, ou encore induire toutes
les ovogonies &4 entrer en prophase de méiose. Les résultats de 1'expérimenta-
tion montrent qu'en 1'absence d'hérmone, les synthéses d'ADN g'effectuent au
méme stade et apparemment 4 la méme vitesse que chez les témoins.

En définitive, le rdle de 1'hormone cérébrale s'avére donc extréme-
ment complexe pulsque son action est différente au niveau des cellules germi-
nales des mlles et des femelles. Cette action sélective est difficile &
expliquer. Certcs on peut envisager une différence de structure moléculaire
entre l'hormone cérébrale des mlles et des femelles. En fait une telle con-
ception est peu vraisemblable, les prostomiums des femelles étant capables,

en effet, d'inhiber la spermatogenése. Il faudrait donc envisager que, selon
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les sexes, les mécanismes enzymatiques intervenant dans la duplication de

1'ADN puissent &tre différents.

CONCLUSION

L'étude autoradiographique effectuée "in vitro" montre que chez le
mile, la levée de 1l'inhibition hormonale entrafne toutes les cellules germi-
ﬁales 4 réaliser leur synthése d'ADN. Ces cellules s'engagent alors dans une
phase d'accroissement qui prélude 4 la prophase méiotique et aux divisions
de maturation.

Par contre, dans le cas d'une association parapode-prostomium, les
spermatogonies soumises & l'action hormonale sont le sigge d'une incorporation
lente et continue, corrélative des mitoses de multiplication goniale.

L'association de prostomiums & des parapodes, en cours de culture,
montre que la réintroduction du facteur hormonal inhibe la spermatogenese
tant que les synthéses d'ADN ne sont pas achevées. Passé ce stade, 1'hormone
est sans effet sur le déroulement de la spermatogenese.

L'action de 1l'actinomycine D sur des parapodes isolés est comparable
dans une certaine mesure & celle de l{hormone cérébrale. Cette action ne ré-
sulterait pas d'un blocage des synthéses d'ARN, mais d'un ralentissement de
la duplication de 1'ADN.

Chez la femelle, les synthéses d'ADN et le déroulement de la prophase
de méiose ne subissent pas de variation en 1l'absence d'hormone. Cette derniére
d'autre part est sans action sur le taux des mitoses des cellules somatiques.
La fonction deé 1'hormone cérébrale apparalt donc hautement spécifique ; ellé
exerce au niveau des cellules germinales mfles une double action : régulation

des synthéses d'ADN et déterminisme des divisions méiotiques.
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CHAPITRE XVI

INFLUENCE DE LA LEVEE DE L'INHIBITION

HORMONALE SUR L'EVOLUTION ELEOCYTAIRE

Au cours de la gamétogendse naturelle, les éléocytes de N. pelagica
présentent de profonds remaniements morphologiques & 1'approche de la maturité
sexuelle, Lors de 1'épitoquie, un dimorphisme trés net oppose les éléocytes des

individus miles et femelles ; ceux des Heteronereis femelles se caractérisent

en particulier par la présence d'amas importents d'ergastoplasme.

La levie expérimentale de 1l'inhibition cérébrale entralne de méme
une évolution rapide de la structure des éléocytes.

La technique d'expérimentation est la méme que celle utilisée pour
1'étude expérimentale "in vivo"., Les vers sont sectionnés dans la région moyen-.

ne du wrps. La partie postérieure évolue ainsi en 1'absence d'hormoned ; la

rartie antérieure sert de témoin, Bus
\bug )
I. OBSERVATIONS A4 MTCROSCOPE PROTOSTQIT.- ~°

15 Jours environ aprés 1'opération des femelles de N. pelagica,

des modifications morphologiques spectaculaires sont observées au niveau des
éléocytes en formation, accolés A la parol des vaisseaux sanguims. Ces cellules
présentent un nucléole extrémement volumineux, trés riche en ARN ; leur cyto-
plasme trds basophile se caractérise par un aspect filamenteux,

Ces transformations s'observent €galement dans les éléocytes libres
du coelome aprés une vingtaine de Jjours d'expérimentation. Ces cellules renfer-
ment dans leur cytoplasme de nombreux sarco.ytes., Elles présentent d'autre part
une réaction intense & la technique du PAS. Le glycogine (contrdle pa lamylase
salivaire) forme des flaques de grandes dimensions, d'une étendue et d'une co-

loration supérieure & cellesobservéesdans les éléocytes des individus sub-épi-
toques normaux,
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Les éléocytes de la région antérieure (témoin) n'apparaissent par
contre que faiblement basophiles, le glycogéne n'y présente qu'une réaction de

moyenne intensité aprds coloration par le P.A.S.

Aprés 30 & 40 jours d'évolution, la basophilie cytoplasmicue des

éléocytes de la régilon postérieure persiste, mals elle a régressé par rapport
au stade précédent. Le glycogdine a pratiquement disparu, les vacuoles & in-

clusions puriques ont atteint par contre un développement considérable.

Chez les miles, les réactions sont moins spectaculaires. Les forma-
tlons basophiles rsstent discrétes et le taux de glycogéne ne semble pas pré-

senter de variations trds importantes.

IT. OBSERVATTOMS A} MICRISCOPE ETECTROVTIQUE

-

La micrographie de la planche 75 résume en partie les transfor-
mations morphologiques subles par les éléocytes au cours de leur évolution en
conditions anhormonales.

L'ergastoplasme présente un développement extr@mement important. Les
citernes d'une longueur d'environ 8 & 10 p sont empilées en des amas groupant
parfois une vingtaine d'éléments. Ceux-ci sont fréquemment disposés & la péri-
phérie du noyau mais comme le montre la micrographie de la planche 75, ils ap-
paraissent parfois étroitement anpliqués centre les parois de la vacuole & in-
clusions puriques. Cette derniére présente souvent & ce stade un aspect comprimé
et aplati ce qui lui confére une forme étoilée,

La détection des polysaccharides par la thiocarbohydrazide-protéinate
d'argent (THIERY, 1967) confirme les donnéés de la microscopie optique en ge.
qui ooncerne 1'abondance du élycogéne dans ces éléocytes, Ce dernier se présente
dans les zones d'accumulation sous forme de rosettes d'un diamétre variant
entre 1500 et 2000 & (Pl, 76, figs a et b). Cependant, on constate 1'existence
entre les citernes ergastoplasmiques de nomkreuses particules polysaccharidi-
ques de petite tallle (Pl, 76, figs b et.c). Ces derniéres‘ont le plus souvent
un diamdtre denviron 200 !,  certaines d'entre-elles cependant ont une dimen-

Sion nettement inférieure (environ 90 & 100 Z).
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Les sarcolytes sont extrémement nombreux dans les éléocytes des indi-
vidus ayant subi une épitoquie expérimentale. Leur évolution htracytoplasmique
ne présente cependant pas de différences par rapport aux observations effectuées
chez les individus sub-épitoques témoins,

Les granules protéiques sont a4 la foils plus rares et de tallle plus
restreinte qu'au cours de 1'ovogendse naturelle, Cette parficularité est vrai-
semblablement 1iée & la libération précoce de leur matériel, corrélative de

1'accélération des processus métaboliques et ganétogénétiques,

TII., DISCUSSTION

En 1l'absence d'hormone cérébrale, 1l'évolution des éléocytes est
sensiblement comparable & celle observée au cours del'ovogendse naturelle. Ce-
pendant 1'accumulation du glycogéne dans ces cellules est particulidrement
spectaculalire et retiendra notre attention. D'autre part, les éléocytes, & la
lumidre de cette expériences apparaissent étroltement soumis, de méme que les

ovocytes aux conditions hormonales.

1) Les modalitds d'accumulation du glycogene,

La teneur élevée du glycogtne dans les éléocytes en expéri-
mentation reléve d'observations cytochimiques effectuées & la fois en micros-
cople photonique et électronique,

Cette augmentation brutale des polysarcharides est surprenante puls-
qu'elle sutvient dans des trongons de vers inanitiés, La guestion se pose par
conséquent de savoir ol se trouvent localisées initialement les substances mo-
bilisées au niveau des éléocytes lors de la levée de 1'inhibition hormonale.
Nos connaissaﬁces & ce sujet sont assez fragmentalres. Nous ne savons pas en
particulier dans quelle mesure le matériel des sarcolytes peut &tre réutilisé
dans les synthéses éléocytaires. Par contre l'histolyse du tube digestif & ce
Stade est bien connue, or celui-ci renferme d'abondantes substances de réser-
ves, particuliérement de nature lipidique (DALES, 1957). Il est possible que
celles-cl puissent se trouver libérées & ce moment par un processus qui reste
4 déterminer par des méthodes biochimiques.

Au niveau cellulaire, les organites impliqués dans la synthése du
glycogtne sont encore 1'objet de discussions. Pour la majorité des auteurs
(voir références bibliographiques dens VRENSEN et KUYPER, 1969), le réticulum
endoplasmique lisse seralt responsable de la synthése du glycogéne et de sa

dSgradation., Il est possible également que ce dernier s'édifie au niveau de
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particules déji présentes (LELOIR, 1964 ; COIMBRA et LEBLOND, 1966)., Pour
VRENSEN et XKUYPER, par contre, 1'élaboration du glycogene serait liée & la pré-
sence de ribosomes. Cette divergence des interprétations peut s'expliquer par
le fait que les études consacrées & ce sujet ont porté, en quasi-totalité, sur
des hépatocytes, cellules dans lesquelles les réticulums de nature granu-
laire et agranulaire sont étroitement intriqués. Il est difficile d'autre
part, avec les techniques usuelles de micvoscopie électronique, de différencier
avec certitude le glycogéne particulaire des riboscmes.

La technique de dftz2ction des polysaccharides par la thilocarbohydra-
zide-protéiqite d'argent (THIERY) 18ve toute ambigliité & ce sujet. Dans les
éléocytes:”eﬂg;g~i;s citernes ergastoplasmiques, de nombreuses particules d'en-
viron 200 R, taile des particules /3 et quelques particules d'une taille infé-
rieure qui pourraient &tre 1'équivalent de particules Y~ (terminologie de
DROCHMANS, 1962) ou résulter d'un assemblage de ces derniéres, Ces images rep-
pellent étroitement celles observées par THIERY (1967) dans des hépatocytes
aprés traitement par la thiocarbohydrazide. Cet auteur émet 1'hypothdse que
les particules de petite tallle représentent paut-&tre les premiéres chalnes
de polysaccharides, précurseurs des particules plus grosses de glycogene.

Ces observations semblent apporter un argument en faveur de 1'hypo-
thése émise par VRENSEN et KUYPER, Ceux-ci se basant sur les travaux biochimi-
ques de STADHOUDERS (1965) considérent que 1'augmentation du taux du glycogéne
résulte "d'une néo-synthdse de glycogéne-synthétases formées par 1'intermédiai-
re de 1'ARN messager et ses ribosomes", Il est & noter également que dans les
ovocytes de Néréidiens, de méme que dans ceux de Batraciens (VAN GANSEN et
SCHRAM, 1969) les particules de glycogéne sont fréquemment associées aux ribo-
somes., '

Tout en restant extr@mement prudent dans 1'énoncé d'une hypothése qui
demande & &tre étayée par d'autres techniques {autoradiographiques en parti-
culier), 1l n'en reste pas moins que les éléocytes constituent un excellent ma-
tériel pour 1'étude de ce probléme, Le déclenchement des synthdses de glycoge-
ne peut &tre effectué & volonté dans cea celluless ; ces derniéres.d'autre part,ne
présentent pas les difficultés d'interprétation inhérentes & 1'intrication des

réticulums lisses et granulaires.
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o) Evolution des éléocytes en condition anhormonale

Comme les gamétes, les éléocytes apparaissent extrémement
Sensibles aux variations du taux de substances hormonales, Des observations
similaires ont été effectudes par SCHROEDER (19670) qui constate, aprés décé-
rébration, un accroissement du nucléole dans les éléocytes de N. grubel et
signale que cette évnlution peut &tre suivie "in vitro".

Nous avons signalé antérieurement (Chapitre IX) 1'analogile structu-
rale et métabolique qul existe entre les éléocytes et les cellules adipeuses
des Insectes, Chez ees derniers, des modifications ultrastructurales ont été
constatéés lors de la métamorphose, notamment au niveau du noyau et dans 1'ac-
cumulation du glycogéne (ISHIZAKI, 1965). D'autre part, les processus de syn-
théses sont régis, parﬁiculiérement en ce qui concerne les proctéines, par
1'hormone juvénile (LUSCHER, 1968). L'absence de cette demiére entraine une
chute brutale du métabolisme et un blocage de la libération et du tmansfert
des substances de réserves vers les ovooytes (BROOKES, 1969), Les sécrétions
endocrines des corps allates s'exercent simultanément sur les cellules et sur
les ovaires.

- De méme, chez les Nérdéidiens, 1'inhibition cérébrale semble contrd-
ler le synchronisme évolutif des ovocytes et des éléocytes.

CONCLUSTION

En 1'absence de 1'hormone cérébrale, les éléocytes de N. pelagica
présentent une évolution morphologique comparable A celle survenant au cours
de 1'ovogendse naturelle.

Ces éléocytes sont caractérisés en particulier par un développement
spectaculalre dﬁ nombre et de la dimension des citernes ergastoplasmiques. Ils
présentent d'autre part un accroissement du taux de leur réserve de glycogéne.
A ce stade, de trds petites particules de ce polysaccharide sont détectées,
par la technique de la thiocarbohydrazide-protéinate d'argent, & proximité des
ribosomes de 1'ergastoplasme, Leur relation éventuelle avec cet organiﬁe est
discutée,
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CONCILUSION DE IA DEUXIEME PARTIE

La levée de 1'inhibition hormenale se traduit (sauf pour les ovocytes
de P, cultrifera, en période estivale) par une augmentation rapide de taille

aprés une péricde de latence de 5 & 10 jours.

Sous 1'angle cytologlque, la répcnse ovocytaire est variable selen
les espéces et le degré d'évolution des cellules germinales.,

- Les ovocytes de N. pelagica et de P. cultrifera attelgnent, a4 par-

tir d'une taille respective de 50 et de 140 jb , une morphologie analogue & cel-
le des ovocytes matures normaux (ségrégation des éléments eytoplasmiques, éla-
boration d'une couche corticale de muccpolysaccharides).

- Les ovoeytes de N. diversicoler et ceux de P, cultrifera d'une

taille inférieure & 130 p n'acquidrent pas, malgré 1'augmentaticn de leur
taille, les caractdres cytologiques des ovocytes témoins d'une taille équiva-

lente. Toutefols les jeunes ovoeytes de P, cultrifera ont un compertement ana-

logue & ceux d'un diamdtre supérieur & 140 M en présence d'un faible taux d'hor-
mone (implantation de eerveaux de femelles sub-matures) (PORCHET, 1969). Ceux

de N, diversicolor, par crntre, ne parviennent jamais a4 un étet de maturation

comparable & celul qui survient dans les conditions naturelles, Aprés la dif-
férenciation d'une zone basophile péri-nucléaire,ces ovocytes finissent par

dégénérer,

L'examen au microscope électronique montre qu'en 1'absence d'hormone,
1'égclution ovoeytaire semble &tre le résultat d'une interaction entre plusieurs
facteurs dont 1'Mmpcrtance respective varie selon 1'espéce censidérée. Ces
facteurs, d'une fagon peut-&tre un peu schématique, peuvent &tre subdivisés en
trois catégories, & savcir : les transformations cytologiques analogues 2a
celles de 1l'ovogendse naturelle, les conséquences de 1'accélération des pro-

cessus de croissance, les indices d'une dégénérescence cellulaire.
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1 - Les modifications morphologiques et physiologiques analogues 3 celles sur-

venent au cours de 1'ovegendse naturelle.

En dehors de 1'évolution des villosités de la parci oveeytaire, les
modifications les plus caractéristiques ceoncemnent 1'appareil de Golgi. En
1'absence d'hormone, celui-ci acquiert rapidement la morphologie observée &
1l'approche de la maturité sexuelle dans les ovocytes ayant subi une évolution
normale. La taille des dictyosomes augmente ; les sacuules de la face distale
présentent un aspect dilaté. Ils se fragmentent prur denner naissance 3 des
vacuoles d'un contenu riche en mucopolysaccharides. Cette évolution de 1'acti-
vité foncticnnelle de 1l'appareil de Golgl est particuliérement typique dans
les ovocytes de N. pelagica et de P, cultrifera, espices qul normelement élabo-

rent une quantité importante de matériel mucopclysaccharidique. Par contre chez

N. diversicolor, espéce ol les inclusions cytoplasmiques sont cornstituées es-

sentiellement de lobules de vitellus lipidique et protéique, 1l'appareil de
Golgl, aprds aveir élaboré des granules et des alvécoles corticaux en nombre
plus restreint qu'au cours de 1'ovogenése naturelle, entre rapidement en dégé-

nérescence.

2 - Les répercussions morphologiques dues & 1'accélération des processus de

crolssance.

En l'espace de 30 & 40 jours, le diamdtre ovocytaire initial est
multiplié, selon les espéces, par un coefficlent variant entre 2 et 3,5. C'est
dnsi que les ovceytes de N. pelagica subissent en un mois un accroissemnt de
volume 30 fois plus important que dans les conditions ncrmales. Cette creis-
sance accélérée bermet, semble-t-11, d'expliquer certaines particularités cy-
tologiques (réducticn de taille entre autres) constatées ar niveau des orga-
nites corticaux élaberés & une cadence extr@mement rapide, De méme le dévelop-
pement considérable des citernes ergastoplasmiques semble corrélatif de 1'ac-
célération des processus métaboliques 1i1ée & la croissance repide des ovocytes.

Chez N, diversicclor, l'hypertrophie des formations_ergastoplasmiques

est particuligrement spectaculaire, Elle se traduit par 1'apparition d'empile-

ments de citernes groupant une trentaine d'éléments dont la taille atteint 10 p
environ., Cependant, chez cette espéce, cette évolution du cytoplasme semble

1lide & une déviation du métabolisme. En effet, 10 jours environ aprés la levée

de 1'inhibition hormonale, on constate 1'arrét des processus de vitellogenése ;
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1l'incorporation d'acides aminés radiocactifs n'est plus suivie de marquage au
niveau des lobules vitellins., Tout se passe ccmme si la cellule déséquilibrée
emmaganinait,non plus les substances de réserves (vitellus), mals les éléments
chargés de 1'édification de ces réserves (ribosomes, ergastoplasmes). Deux
hypotheses peuvent &tre émises & ce sujet :

- la dégénérescence précoce de 1'appareil de Golgl chez cette es-
Pece emtraine la disparition d'un maillon indispensable & la chalne des syn-
théses protéigues.

) - 1l'absence d'hormone bloque la dissociation ARN ribosomal-protéines
basiques, ce qui détermine progressivement une baisse des synthéses protéiques
(chute de 1'incorporation des acides aminés marqués) malgré 1'accumulation
Spectaculalre des ribosomes.

En fait, il est vraisemblable que ces deux facteurs pourralent &tre
11és et résulter d'un déséquilibre concernant & la fois le métabo}isme du no-

Yau et celul du ecytoplasme.

Au cours de 1l'évolution ovoeytaire en condition anhormonale, on
constate d'autre part une prolifération des inclusions intra-nucléaires et
des lamelles annelées cytoplasmtques, En ce qui concerne ces dernigres, 1'exa-

men d'ovocytes de N. diversicolor fixés aprds &s temps varids d'évolution en

condition anhormonale a permis de montrer que 1l'apparition des lamelles anne-
lées cytoplasmiques est postérieure & celle des citernes de 1'ergastoplasme
et résulte d'une différenciation de ces éléments. Dans le cas des citernes
situées & proximité du noyau, les pores annulaires apparaissent face & ceux
de l'enveloppe nucléaire, Cette disposition suggére, ainsi que 1'ort envisagé
récemment KESSED et BEAMS (1969), qu'un matériel d'origine nucléaire pourrait
induire la différenciation des structure annulaires. Ce matériel pourrait étre
de m@me origine que celul localisé dans les granules des inclusions intra-
Nucléaires, Dans les deux cas en effet, une digestiocn par la pebsine est cons-
tatée & ce niveau, de méme qu'a celui de certaines granulations du nucléoplasme.
L'augmentation numérique et l'hypertrophie des inclusions nucléaires
et des lamelles annelées cytoplasmiques semblent &tre une conséquence de la
Phase d'hyperfonctionnement subie par les ovoeytes lers de leur croissance ac-
célérée, Ces organites en effet ont été décrits le plus souvent dans des cel-
lules trés actives (gonocytes jeunes) ou présentant un déséquilibre résultant

de causes virales, tumorales ou de conditions hormcnales particuliéres.
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3 = Les indices d'une dégénérescence cellulaire.

Ils sont diserets dans les ovocytes de lI. pelagica ayant subl une

croissance accélérée, beaucoup plus nets dans ceux de N. diversicolor, Dans

ces ovocytes, on constate dans le cytcplasme, 1'apparition d'un nombre élevé
de lysosomes et de cytolysomes, La présence de phosphatasesécidesa été montrée
non seulement au niveau de ces éléments, mals encore au niveau des saccules

de 1'appareil de Golgi. Il semble, comme cela a été signalé dans d'autres ty-
pes cellulaires (NOVIKOFF et ESSNER, 1962 ; FRANK et CHRISTENSEN, 1968) que
les cytolysomes puissent résulter de 1'isolement d'une fraction du cytcplasme
par un repli des saccules golgiens,

Dans les ovocytes de N, pelagica et de N, diversicolor en fin d'évo-

lution, on constate en outre, dans certains lobules vitellins, la présence

d'inclusions vésiculaires ou lamellaires qul semblent constituer des indices

de dégénérescence,
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DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

Depuis quelques années, les recherches expérimentales ont permis
de réaliser chez les Annélides des progrés consldérables dans la connalssance
de l'endocrinoiogie des Oligochétes (HERLANT-MEEWIS, 1959 : SAUSSEY, 1966),
des Hirudinées (HAGADORN, 1962, 1969 ; MALECHA, 1967 b, 1970) et des Polyckeétes
Arenicolidae ( HOWIE, 1963) et Syllinae (HAUENSCHILD, 1959 ; DURCHON, 1959 ;
DURCHON et WISSOCQ, 1964),
J1 est démontré que chez les Néréidiens 1'hormone cérébrale Joue
un r8le inhibiteur & la fols en ce qul concerne les processus de la sexualité
et les transformations morphologiques lides & 1'épitoquie (DURCHON, 1952).
Jusqu'a présent cependant, aucune étude expérimentale n'avait été
suivie d'études cytologiques précises, relatives & 1'influence des séerétions
endocrines sur l'évolution de la gamétogenése. En fait, 1'évolution des
cellules germinales des Néréildiens restait mal connue, méme & 1'échelle de
la microscople optique. La complexité du développement ovocytaire en particulier
nécessifait une étude approfondie, de fagon & permettre une comparalson efficace
entre 1'évolution naturelle des gamétes femelles et les modifications corréla-
tives de la levée de l'inhibition cérébrale. Le but poursuivi dans cette
étude était d'arriver, si possible, & déterminer au niveau cellulaire, le

mode de contrSle de 1l'hormone inhibitrice sur les processus de gamétogenése.

I. EVOLUTION CYTOLOGIQUE ET FONCTIONNELLE DU CYTOPLASME OVOCYTAIRE

La longue péripde pendant laquelle s'effectue la croissance du
cytoplasme (1 an chez N.pelagica et N, diversicolor, 2 ans chez P, cultrifera)

pPeut &tre décomposée en deux étapes principales : élaboration du vitellus
Protéique, développement des organites corticaux riches en mucopolysaccharides.
Aprés un bref rappel des processus par lesquels sont élaborés successtvemenf
les formations protéiques puisnmcopolysacéharidiques, nous envisagerons les
répercussions cytologlques et métaboliques entrainées par la chute rapide

du taux d'hormone cérébrale.

Le mode délaboration des protéines du vitellus est comparable 2 celui
des sécrétions protéiques des cellules exocrines (CARO et PAILADE, 1964 ; DROZ
1966 a ; JAMIESON et PALADE, 1967 a et b).




- 209 -

L'incorporation de leucine > H , visualisée en autoradiographie a
haute résolution, nous a permis de montrer que les protéines sont synthétisées
initialement au niveau des ribosomes de la zone corticale du cytoplasme. Ces
protéines sont ensuite remaniées et condensées au niveau des dictyosomes. Les
vésicules élaborées par les saccules golglens représentent le support morpho-
logique par lequel les protéines précurssurs du vitellus sont ensuite acheminées

vers les lobules vitellins en croilssance,

Ta levée de 1'inhibition hormonale (ablation du prostomium) entraine

trés rapidement 1l'arrét de la croissance des éléments vitellins (10 Jours
environ), Cet arrét pourrait 8tre précédé chez N. pelagica et dans les trés

Jeunes ovocytes de N, diversicolor d'une courte phase d'hyper-accumulation

de vitellus, Aprés ce stade, 1l'incorporation d'acides aminés radioactifs
n'est plus suivie d'aucun marquage au niveau des lobules protéiques.
Le blocage de la vitellogenése s'accompagne, en condition anhormonale,

d'une rapide transformation morphologique de 1'appareil de Golgi. Les saccules

de la face distale des dictyosomes acguiérent un aspect dilaté. Ils donnent
naissance, par fragmentgtion, 4 des vacuoles golglennes qui'se fusionnent

e
pour former les alvéoles mucopolysaccharides, particuliérement abondants chez

N. pelagica et P, cultrifera,

Cette évolution de 1'appareil de Golsi est analogue & celle qui

s'effectue au cours de 1'ovogendse naturelle, & 1'approche de la maturité

sexuelle, L'injection de glucose 3 H dans des ovocytes parvenus & ce stade
est suivie d'une incorporation localisée initialement au niveau des saccules
golgiens (autoradiographie & haute résolution). C'est donc & ce niveau, ainsi
que cels a été hémontré dans d'autres types cellulaires par cette méme
technique (NEUTRA et LEBLOND, 1666) et confirmé par détection cytochimique
(REVEL, 1964 ; WETZEL et WETZEL, 1966 ; THIERY, 1967) que s'effectue la
synthése des hydrates de carbone complexes (mucopolysaccharides).

Dans le cas de 1'ovogendse naturelle, cette transformation de.
li@ppareil de Golgi semble régie par une diminution de 1l'activité inhibitrice.
. Les résultats trés récents de DURCHON et PORCHET (1970) ont permis en effet,

chez P,cultrifera,d'établir une courbe de 1l'activité cérébrale en fonction de

1l'8ge des vers et du diamétre des ovocytes, L'apparition des mucopolysaccha-
rides semble coTncider avec la fin de 1l'activité endocrine cérébrale.

I1 apparalt donc que les synthéses de 1l'appareil de Golgi sont

contr8lées par un taux déterminé d'hormone.
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Cependant pour que la levée de 1l'inhibition hormonale puisse entratner
1'évolution fonctionnelle des dictyosomes, il semble nécessaire que les

ovocytes solent parvenus & un seuil de compétence, varlable selon les espéces.

C'est ainsi qu'ad partir d'un diamétre de 50 p , les ovocytes de N, gelégica
sont capables d'élaborer des formations mucopolysaccharidiques qui n'appa-
raissent normalement que pour une taille ovocytaire de 150 p . Par contre,

chez P. cultrifera, seuls les ovocytes d'un diamdtre supérieur & 140-150 p ,

(stade d'apparition des mucopolysaccharides) ont une évolution paralldle

& la normale. Ceux d'une taille inférieure & 130 p augmentent de taille mais
sont dans 1'incapacité d'élaborer ce type de matériel. Cependant,en présence
d'un faible taux d'hormone (réimplantation de cerveaux de femelles sub-épi-

toques), 1'appareil de Golgi de ces Jeunes ovocytes est capable d'opérer

Sa reconversion ; les ovocytes parviennent alors & une maturation anticipée

(PORCHET, 1969). Chez P. cultrifera, tout se passe donc comme si une diminution

Progressive de 1'inhibition était indispensable pour permettre & 1'ovocyte
d'accéder & 1'étape sulvante de ses synthdéses cytoplasmiques.

Chez N. pelagica et P, cultrifera, l'accumulation des mueopolysaccha-

rides iIntervient pour une grande part dans 1l'accroissement de taille des

ovocytes. Chez N, diversicolor,le processus est assez différent et mérite

un examen pafticulier. Le développement des formations corticales (granules

- et alvéoles) est beaucoup plus restreint dans cet ovocyte que dans celul

des deux espéces précédemment citées. Les inclusions cytoplasmiques sont
représentées en majeure partie par les lobules de vitellus protéique et
lipidique. En 1'absence d'hormone, 1l'appareil de Golgi aprés avolr élaboré

un nombre tres réduit d'organites corticaux dégénére rapidement. Or cet
ovocyte, comme 1'avalent signalé antérieurement CLARK et RUSTON (1963),
augmente rapidement de volume en condition anhormonale. Nous avons pu constater
de m@me, que selon sa taille initiale, 1'ovocyte subissait un accroissement
dont le coefficient varie entre 1,5 et 2, La cause principale de cette augmen-
tation de volume est représentée par une accumulation dans la zone péri-
nucléaire, de mitochondries, de nombreux ribosomes libres et par des empile-
Ments de citernes ergastoplasmiques. Tout se passe comme si i'ovocyte, au

lieu d'accumuler les substances de réserve, emmagasinait les éléments chargés
de la synthese de ces réserves. Ceotte déviation du métabolisme est vraisem-
blablement 1iée & la dégénérescence précoce de 1'appareil de Golgi entratnant
la disparition d'un maillon indispensable & la chatne des synthéses protéiques.
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Cette évolution ovocytaire semble se dérouler en deux étapes, Tout
d'abord 1'accélération de taille se traduit par le développement des éléments
du réticulum, puis quand 1l'ovocyie atteint son développement maximum, une
chute du taux d'incorporation des acides aminés survient ; simultanément on

constate alors la prolifération des includons intra-nucléaires et des lamelles

annelées cytoplasmiques. Ces formations ne semblent donc pas jouer un rdle

direct dans les processus de synthése, Leur présence paralt plutSt devoir

8tre interprétée comme la conséquence de la phase d'hyper-activité cellulaire

initiale, Cette hypothése semble corrocborée par la présence fréquente de tels
organites dans les cellules ayant subi une phase de croissance rapide (gonocytes
Jeunes) ou présentant un déséquilibre fonctionnel résultant de causes virales,
tumorales ou de conditions hormonales particuliéres.

Parallélement & 1'étude de 1'évolution ovocytaire, nous avons envisagé

les rapports existant entre les cellules germinales et les éléocytes. Ces

cellules coelomiques avaient été en effet considérées par les anciens auteurs
(KUKENTHAL, 1885 ; Mc INTOSH, 1907 ; ROMIEU, 1923) comme jouant un rfle actif
dans 1'apport de substances nourriciéres vers l'ovocyte. L'examen au microscope

électronique montre qu'il n'existe toujours que des rapports de contigulté

entre les ovocytes et les éléocytes. Ces dernilers ne pcuvent donc &tre
assimilés A des cellules folliculeuses. Cependant 1'intense activité métabo-
lique de ces cellules, la diminution progressive de leurs substances de
réserve , leurs transformations morphologiques particuli®rement spectaculaires
chez N, pelagica & l'approche de la maturation sexuelle ou en 1'absence
d'hormone, semblent indiquer que les éléocytes pourraient jouer un rdle
comparable & celui des corps gras des Tnsectes. Parla libération de substances
nutritives (acides aminds, glucides) dans le liquide coelomique, ils contri-
bueraient & 1'élaboration de substances précurseurs du matériel vitellin

(l1ipides et protides) des ovocytes.

En conclusion & cette étude de 1'évolution du cytoplasme ovocytaire,
11 est utlle d'établir une comparaison avec les modes de corrélations connus
chez divers Invertébrés, entre les substances neuro-endocrines et les pro-
Cessus de vitellogenése. Cheé les Hirudinées,les ovocytes en phase de vitello-
genése semblent échapper & tout contrSle hormonal (HAGADORN, 1962). L'accrois-
Sement du vitellus, chez les Crustacés, est freiné par les sécrétions des
Pédoncules oculaires qui Jouent un r8le inhibiteur (PANOUSE, 1943 ; DEMEUSY
el VEILLET, 1952: DEMEUSY 1958 ; DE LERSNYDER, 1966) ; 1'hormone de mue,” par
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contre,ne semble pas indispensable au dépot du vitellus (DEMEUSY, 1952).

Chez les Gastéropodes (STREIFF, 1967 ; CHOQUET, 1969),1'accroissement
des ovocytes serait contrblé par une gonadostimuline d'origine cérébrale.
De mBme, chez les Insectes, & 1'exception de quelques cas particuliers
tels les Chéleutoptéres, les Diptéres et les Iépidoptéres (voir bibliographie
dans CASSIER, 1967 et JTOLY, 1968),les synthéses protéiques corrélatives de la
vitellogenése ne peuvent s'effectuer que sous 1l'action d'une hormone gonadotro-
pPe élaborée par les corps allates (JOLY, 1958 ; HIGNAM et al., 1963 ; LENDER
et LAVERDURE, 1964).

Chez les Tnsectes comme chez les Néréidiens, les processus de vitello-
genése sont donc soumils & un déterminisme endocrine.

En fait, & 1'échelle cellulaire le mode d'action de cecontrfle hormonal
Semble s'exercer d'une fagon trés différente. Chez les Inscctes, le matériel
Protéique du vitellus est d'origine cxogéne, comme 1l'ont montré les observa-
tions morphologiques (ANDERSON, 1964 ; FAVARD-SERENO, 1964 ; ROTH et PORTER,
1064 ; BEAMS ot KESSEL, 1969), autoradiographiques (TELFER et MELIUS, 1963)
et immunologiques (BROOKS, 1969), Il est connu d'autre part que le matériel
Protéique présent dans l'hémolymphe est-élaboré en majeure partie au niveau
des cellules adipeuses (LUSCHFR, 1968 ; PAN et al., 1969). Or 1l'ablation
des corps allates entrafhe une chute brutale de l'activité métabolique de ces
cellules et un blocage de la libération et du transfert des substances de
réserves vers l'ovocyte (HIGNAM et al., 1963 ; EBROOKS, 1969). L'arrét des

Processus de vitellogendse pourrait donc n'€tre,en partie,qu'une conséquence

Secondaire de la suppression de 1'activation hormonale des cellules des corps
gras. )

Chez les Néréidiens, par contre, la levée de 1'inhibition hormonale
entrafhe une activation des éléocytes. D'autre part,au niveau de 1'ovocyte,
les rapports de grosses molécules de protéines exogénes sont peu importants H
1@ synthése des protéines du vitellus s'effectue initialement & partir d'acides
aminés libres. L'hormone cérébrale semble donc exercer une action directe sur
1l'ovocyte, d'une part en contrBlant les synthéses effectudes au niveau des
ribosomes, d'autre part en emp@chant 1'évolution de 1'appareil de Golgi
vers un autre type d'activité séecrétoire, & savoir 1'élaboration des poly-

Saccharides complexes,
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La question qui se pose & ce stade de notre étude est de savoir si le
contrBle de 1'hormone cérébrale s'exerce directement au niveau des organites
cytoplasmiques ou par 1'intermédialre d'une modification des informations
nucléaires. Ce probléme, concernant 1l'action de 1'hormone inhibitdce au niveau
du noyau,nous a conduit 3 envisager tout d'abord 1'évolution en condition
anhormonale des cellules germinales mAles, cellules ol le développement du
Cytoplasme est trds restreint, puis A considérer les féperéussions eytologi-
qQues et métaboliques entrainées par une variation du taux d'hormone inhibi-

trice au niveau de la vésicule germinative des ovocytes,

ITI. EVOLUTION NUCLEAIRE

A - MODE D'ACTTON DE I.'HORMONE CEREBRALE SUR L'EVOLUTION NUCLEAIRE
AU COURS DE LA SPERMATOGENESE

Chez les mAles, 1'hormone cérébrale inhibe la spermatogendse (DURCHON,
5

1962), Nous avons pu démontrer, par incorporation de thymidine ©~ H en culture

organotypique, que cette action s'effectue'par le blocage des syntheses d'ADN

Survenant lors de 1'interphase préméiotique. Tn vitro, 1l'association de

Prostomiums, & des temps variés d'évolution, & des parapodes initialement
1s01és montre, que lorsque les synthéses d'ADN sont achevéeset que les
Spermatocytes parviennent en phase d'accroissement, l'hormone est sans effet
Sur le déroulement des divisions hétéro et homéotypiques et sur celui de la

Spermiogengse.

Tl est intéressant de rapprocher ces résultats,des observations
effectudes chez d'autres Annélides : Oligochetes et Hirudinées en particulier.

Chez les Oligochétes, HERLANT-MEEWIS (1959) constate chez .Eisenia
foetida, un blocage de la spermatogendse cbnsécutif 4 l'ablation des centres
Nerveux antérieurs. Les testicules ne libérent plus de spermatogonies et les
Spermatocytes de premier ordre restent bloqués & ce stade. Seules les cellules
ayant franchi le seuil de la méiose (spermatocytes de 2&me ordre et spermatides)
Poursuivent leur évolution spermiogénétique. Chez Allobophora icterica,

SAUSSEY (1966) observe un phénoméne semblable, Aprés ablation des ganglions

cér‘ébro‘Ides, la reprise des mitoses goniales et des divisions de maturation
Spermatocytaire coincide avec la régénération des éléments neurosécréteurs
du cerveau.

De méme chez les Hirudinées, HAGADORN (1962) et MALECHA (1967 b, 1970)

Constatent que l%lation des ganglions cérébro¥des entratne un blocage de la
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formation des spermatozotdes. Les éléments germinaux restent alors bloqués

en début de prophase de méiose (MALECHA, 1970). Quoique les auteurs précédemment
cités n'aient poiﬁt précisé ce point dans leurs travaux, 1l semble que le

stade critique de 1l'acticn hormenale corresponde & la période des synthéses
d'ADN préméiotiques. Mals contraircment au cas des Néréidiens, 1'hormone

des ganglions cérébrofdes aurait un r6le stimulateur (gonadostimuline) dans

le déroulement de ces synthdses. Chez les Insectes, dans un certain nombre
d'espéces (voir bibliographie dans CASSIER, 1967), l'hormone des corps

allates semble sans action sur 1'évolution de la lignée germinale mile, Cependant
chez Bombyx mori, TAKEUCHI (1969) conclut & un effet inhibiteur de 1'hormone
Juvénile sur la spermatogendse. L'action d'une surcharge en hormene juvénile

sur la formation des spermatozofdes a également été constatée par CANTACUZENE
et SEUREAU (1970) chez lLocusta migratoria migratorioldes.Cet effet, comparable

4 celul entratné par une exposition aux rayons‘*’, s'exercerait toutefois

d'une fagon plus critique sur les processus de spermiogendse que sur ceux

de la spermatogenése. D'autre part, chezhles Insectes, le rSle de 1'ecdysone
comme agent stimulateur de la spermatogengdse est bien connu depuis les travaux
de SCHMIDT et WILLIAMS (1953) et l'action réciproque des facteurs antagonistes
reste difficile & déterminer avec précision,

B - MODE D'ACTION DE T,'HORMONE CEREBRALE SUR L'IWVOLUTION NUCLEAIRE
AU COURS DE L'OVOGENESE
1 - Action sur les synthdses d'ADN ovocytaire

C-mme dans le cas de la spermatogendse, nous avons constaté,
par incorporation de thymidine 3 H, que les synthéses d'ADN s'effectuent durant
la Prophase de\méiose et se terminent au stade préleptoténe. Cependant, contral-
rement & ce qui se passe chez les mfAles, les synthéses d'ADN surviennent chez
les femelles & une période ol la teneur en hormone inhibitrice est trés élevée,

Le facteur hormonal ne semble tountefois pas indispensable & la différen-
clation des ovogonies et au déroulement de la prophase de méiose :

- Aprés ablation du cerveau, des Nereis indifférenciées sexuellement
deviennent épitoques en 1'espace de deux mois. Les produits génitaux miles
et femelles sont alors présents dans 92 % des cas chez P, cultrifera et
4 % chez N. pelagica (BOILLY-MARER, 1969).

- La cinétique d'incorporation de thymidine > H montre que le marquage

des divers stades de la prophase de méiose s'effectue simultanément dans les

Ovocytes des parapodes 1s0lés et des parapodes associés & un prostomium.
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Ces résultats sont & rapprocher de ce qul a été observé chez les
Insectes. Chez ces derniers, aprés ablation des corps allates, la croissance
des ovodytes se poursuit jusqu'd un stade qui correspond au début de la
formation du vitellus ; 1'absence d'hormone juvénile est sans action sur la conti-
nuité de la production des ovocytes au niveau du germarium (JOLY, 1948)., Par
contre, chez les Castéropodes (STREIFF, 1967 ; CHOQUET, 1969),les divisions
gonlales nécessitent la présence d'une gonado-stimuline d'origine cérébrale.
De m@me chez les Crustacés, la multiplication des ovogonies, méme apreés
libération du contrfle inhibiteur exercé par les pédoncules oculaires, semble
nécessiter le présence d'hormone de mue (DEMEUSY, 1958).

™ conclusion,les divisions goniales (miles ou femelles) des Néréidiens,

Semblent, comme chez les Insectes, ne pas €tre contrSlées par une hormone

Mmitogetne. L'hormone cérébrale exerce par contre, chez les miles, un rdle
Inhibiteur spécifique des synthéses d'ADN 1liées & la méiose,

2 - Action de 1'hormone cérébrale sur 1'dvolution nucléaire de

l'ovocyte au cours de la phase de grand accroissement

Au cours de la phase de grand accroissement de 1'ovocyte,

l'activité métabolique du nucléole est particuliérement intense comme en
> > 3
H.

témoignent les incorporations d'uridine H, de leucine © H et d'arginine

La démonstration d'un transfert de matériel nucléaire vers le cytoplasme

& pu €tre effectuée par 1'étude cinétique, en autoradiographie & haute résolution,
de 1'incorporation d'uridine tritide. Le marquage, localisé initialement au
niveau du nucléole, puis dans le nucléoplasme, n'apparait que tardivement

dans le cytoplasme (3 jours environ). Il colncide alors avec les agrégats

Cytoplasmiques 'de densité élevée dont 1l'origine nucléaire est ainsi démontrée.

Les extrusions nucléaires semblent se dissocier progressivement dans le
Cytoplasme en libérant un matériel fibrillaire dans lequel on décéle de
Petites particules qui pourraient représenter un stade intermédiaire dans
1'édification des ribosomes.

' Par comparaison avec les travaux biochimiques effectués dans divers
Ovocytes (BROWN et LITTNA, 1964 ; DAVIDSON et al., 1964 ; PIATIGORSKY et
TYLER, 1967) et en particulier avec ceux obtenus chez une espdce volsine de
Néréidiens (N, grubel) par GOULD-SOMERO et SCHROEDER (1969), 11 semble que
la majeure partie de 1'ARN synthétisé par le nucléole au cours de 1'ovogendse
Soit de nature ribosomale. Cependant il est connu que chez les ovocytes

( of. les auteurs précédemment cités), 1'ARN messager et 1'ARN de transfert
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représentent une fraction non négligeable des produits du métabolisme nucléaire,
Une partie de ces ARN pouvant, de méme que 1'ARN ribosomal (DAVIDSON et

al. 1964),8tre stockée dans 1l'ovocyte sous une forme inactive jusque la
fécondation (SPIRIN, 1966).

1a libération du matériel nucléaire semble s'accroftre i certains

Stades de 1'évolution ovocytaire. Apreés une phase de croissance au cours de

laquelle il acquiert un aspect hypertrophigque, le nucléole de N.nelagica

se dissocie vers la fin de la vitellogenése, ce qui entralne la disparition
du composant granulaire. Lors de 1'apparition des mucopolysaccarides se rc-
constituc un nouvel édifice nucléolaire & partir des éléments fibrillaires
persistant . La dislocation ultime du complexe nucléolaire précdde la matu-

ration ovocytaire. Les diverses phases de 1'évolution nucléolaire, vralsem-

blablement corrélatives d'un accrolssement ou d'une variation de la nature

des échanges nucléo-cytoplasmiques, coincident avec les étapes successives de

1l'activité cytoplasmlque,

Ce synchrenisme fonctionnel semble répgi par une diminution du taux
de 1'hormone inhibitrice. La courbe de l'activité cérébrale établie par
DURCHON et PORCHET (1970) chez P, cultrifera montre en effet deux points

d'inflexion qul correspondent respectivement 2 1'élaboration du vitellus
Protéique et & celle des mucopolysaccharides., Deux questions se posent &

ce sujet : Une telle corrélation nucléo-cytoplasmique se manifeste-t-elle

en condition anhormonale ? Par quel processus 1'hormone cérébrale est-elle

gapable d'exercer un éventuel contrSle au niveau du noyau ?

A\
- L'examen au microscope optique montre,qu'en 1'absence d'hormone,

1'évolution morphologique du nucléole est comparable & celle observée dans les
conditions naturelles, Nous noéus proposons de reprendre prochainement ces
Investigations & 1l'échelle de la microscople électronique pour déceler les
modifications éventuelles survenant, en condition anhormonale, au nivéau
des composants nucléolaires.

- Le mode d'action de 1'hormone cérébrale au niveau du noyau a été
envisagé ,en particulier au niveau des histones. Il est connu en effet que
les protéines basiques en se combinant & 1'ADN peuvent bloquer 1'ARN
Polymérase et donc la libération des ARN messagers (ALLFREY et al.,
1963). Dans des noyaux 1solés, aprés extraction des histones par la trypsine,

Ces auteurs constatent une augmentation des synthéses d'ARN messagers, D'autre
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part, 1l'addition d'histones & des embryons d'oursins (VOROBYEV, 1969) ou &
des ovocytes de tritons (IZAWA et al,, 1963) entraine un ralentissement
des synthdses d'ARN et de protéines, Ces protéines basiques,par suite de
leur rfle important sur l'activation génique et la différenciation cellulaire
(BRACHET, 1965), pouvaient &tre considérées chez les Néréidiens, comme respon-
sables du contr8le de 1'évolution ovocytaire ; 1l'action de 1l'hormone cérébrale
s'exergant alors par leur intermédiaire. Nous avons effectivement constaté
que la levée de 1l'inhibition hormonale entraine une disparation de la coloration
du nucléoplasme par les techniques de mise en évidence des protéines basiques.
Toutefols,l'interprétation de ces résultats reste délicate, car au cours
de 1'ovogendse naturelle, nous avons relevé, dans certains cas, d'importantes
variations individuelles au niveau des divers ovocytes issus d'un méme ver.
L'étude du mode d'action de 1'hormone des Néréidiens au niveau du
noyau semble donc devoir @tre reprise sur des bases nouvelles, A titre
d'hypothése de travail, on peut envisager le fait que, si 1'hormone exerce
son contrdle par l'intermédiaire des informations nucléaires, le blocage
sélectif de ces derniéres par 1'utilisation d'inhibiteurs métaboliques
spéecifiques doit avoir un retentissement sur le déroulement maintenant bien
Connu de 1'évolution ovocytaire en condition anhormonale. Les renseignements
recueillis permettront peut-8tre d'arriver & une meilleur compréhension du

Processus par lequel s'effectue le contr8le endocrine au niveau des ovocytes. .
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